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Roviditések jegyzéke
BCA = bicinchoninic acid

BSA = bovine serum albumin (szarvasmarha szérum albumin)

CAT = katalaz
CCK-8 = cell counting kit 8
CTR = kontroll

DMSO = dimetil-szulfoxid

DON = deoxinivalenol

EDTA = etilén-diamin-tetraecetsav

EGTA = etilén-glikol-bisz(B-aminoetil-éter)-N,N,N',N'-tetraecetsav
EH = epoxid-hidrolaz

ELISA = enzyme-linked immunosorbent assay (enzimhez kapcsolt immunoszorbens vizsgéalat)
FBS = fetal bovine serum (fotalis borju savo)

GPx = glutation-peroxidaz

GST = glutation-S-transzferaz

HPLC = magas nyomasu folyadékkromatogréafia

IgA = immunglobulin-A

IgE = immunglobulin-E

IL-2 = interleukin-2

IL-5 = interleukin-5

IL-6 = interleukin-6

IL-8 = interleukin-8

JAK/STAT = janus kinase/signal transducer and activator of transcription protein
MAPK = mitogen-activated protein kinase

NF-xB = nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
NPCs = non-parenchymal cells (nem parenchymalis sejtek)

P = tévedési valoszinliség

PBS = phosphate-buffered saline (foszfat-pufferes séoldat)

ROS = reactive oxygen species (reaktiv oxigen gyokok)

SOD = szuperoxid dizmutaz

M-PER = mammalian protein extraction reagent
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Bevezetés

A mikotoxinok a mikroszképikus gombak masodlagos anyagcseretermékei, melyek
kuldnféle bioldgiai hatasokkal rendelkeznek. Kozulik szdmos faj termel olyan toxint, mely kiemelt
allategészségiigyi jelentdséggel is bir. Ezenkiviil a kiilonb6z6 terményeket és takarméanyokat
szennyez6 gombak a névenytermesztes szamara is komoly gazdasagi veszteséget okoznak, tovabba
kozegészségiigyi jelent6séggel is birnak. A novénytermesztésben a termésatlag csokkenése,
illetve a vetémagok min6ségének romlasa okozza a legstlyosabb gazdasagi veszteségeket, ugyanis
a gomba a novénybdl taplaloanyagokat hasznal fel, aminek kovetkeztében valtoznak a takarmany
beltartalmi értékei, valamint csokken annak minésége és értékesithet6sége. Tovabba, ezen gombak
elleni védekezés noveli az elballitas koltségét. Az  allattenyésztésben  csokkent
takarmanyfelvétellel, rossz takarmanyértékesitéssel, szaporodasbiologiai zavarokkal, csokkent
fert6zésekkel szembeni ellenallo-képességgel, valamint esetenként az egyes toxinokra jellemzé
megbetegedések  (mikotoxikozisok)  kialakulasaval — kell ~szdmolni. A mikotoxinok
élelmiszerbiztonsagi jelentéségét részben az adja, hogy bizonyos mikotoxinok (pl. az aflatoxin)
az allatok szervezetében felhalmozodhatnak, igy allati eredeti élelmiszerek elfogyasztasa az
emberi szervezetet is jelentds mértékben karosithatja (Rafai, 2003).

Minden olyan terlleten szamolni kell a mikotoxin-szennyezdédéssel, ahol gabonaféléket,
vagy azok melléktermékeit hasznaljak fel takarméany-alapanyagként. Ennek alapjan az
allattenyésztésben a sertes és egyes baromfifélék vannak leginkabb kitéve a mikotoxinok karos
hatasainak. Fontos megjegyezni, hogy olyan névényi eredetii alapanyagok, melyek egyaltalan nem
tartalmaznak mikotoxint, gyakorlati korilmények kdzott tulajdonképpen nem allithatoak el6, ezért
kiemelten fontos a mikotoxinok hatasainak minél pontosabb ismerete és az azok elleni védekezés

lehetéségeinek tokéletesitése (Antonissen et al., 2014).

Irodalmi attekinteés

A MIKOTOXINOKROL ALTALABAN

A mikotoxinok kartételére és hatasmechanizmusara iranyuld kutatdsok még a mult
szazadban kezdddtek. Ennek az volt az oka, hogy ekkor jelent meg Anglidban egy addig ismeretlen

korkép (turkey X disease), ami tobb, mint 100.000 pulyka elhullasahoz vezetett. Késobb kiderdlt,
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hogy a hatterében az allt, hogy a takarmany nagymennyiségii aflatoxint tartalmazott (Blount,
1961). Napjainkban azonban a heveny mergezéssel szemben gyakoribb az idilt mérgezés, mely
esetén a sulygyarapodas csokkenése és a fert6zések szamanak novekedése figyelheté meg (Mackei
et al., 2018).

A mikotoxinokat termelé gombafajokat annak alapjan, hogy ndvekedésiukhtz milyen
mennyiségll viztartalomra van sziikségik, két csoportra oszjuk. E csoportositasnak megfeleléen a
szantofoldi penészgombak tobb, mig a raktari penészgombék kevesebb vizet igényelnek. A raktari
penészgombak kdzé tartoznak az Aspergillus és a Penicillium fajok, melyek a helytelen tarolas
kdvetkeztében jelennek meg és szaporodnak el a takarmanyban. Az &ltaluk termelt fontosabb
toxinok kozé tartozik az aflatoxin, ochratoxin-A, citrinin, patulin, és a rubratoxin B. A szant6foldi
penészgombak kozeé tartoznak a Fusarium-, az Alternaria-, illetve a Stachybotrys fajok. Fontosabb
mikotoxinjaik a zearalenon és az olyan trichotecén vazas mikotoxinok, mint példaul a T-2 toxin,
HT-2 toxin, nivalenol, deoxinivalenol, diacetoxiscirpenol, fusarenon-X és fumonizinek (Balendres
et al., 2019).

A legfrissebb felmérések szerint Eurdpaban a termeénymintdk mintegy 60-70%-a
szennyezett mikotoxinokkal. Ez az arany még magasabb (akar 80% feletti is lehet) a vilag mas

teriiletein, mint példaul Azsiaban és Amerikaban (Mackei et al., 2018).

A TRICHOTECENEK

KEMIAI SZERKEZETUK ES CSOPORTOSITASUK

A trichotecének egy tetraciklikus szekszviterpenoid 12,13-epoxitrichotec-9-én gyiiriivel
rendelkeznek (1. abra), melynek a 12,13-epoxi gytirije felelos a toxikus hatasért.
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1. dbra: A trichotecének alapvaza
(Shank et al., 2011)




A kémiai szerkezetiikre jellemz6 még, hogy talalhatd egy hidroxilcsoport a 3. C-atomon, egy
acetiloxi-csoport a 4. és a 15. C-atomon, egy hidrogénatom a 7. C-atomon, valamint egy izovaleril-
csoport kapcsolddik a 8. C-atomhoz egy észtercsoporton keresztill. A jellemz6 funkcids csoport
alapjan a trichotecének 4 csoportra oszthatok:
e Az A CSOPORT f6 képvisel6i a T-2 toxin és a HT-2 toxin, melyek nem tartalmaznak
karbonilcsoportot a 8. C-atomon.
e A B csoPORT tagjai rendelkeznek karbonilcsoporttal a 8. szénatomon. Ide tartozik a
nivalenol és a deoxinivalenol.
e A C CsOPORT trichotecénjei egy tovabbi epoxid csoporttal rendelkeznek, ami vagy a 7.
és a 8. C-atom koz6tt, vagy pedig a 9. és a 10. C-atom kdzott helyezkedik el. Ebbe a
csoportba tartozik a crotocin és a baccharin.
e A D csoPORT tagjai egy makrociklikus gytirtivel rendelkeznek a 4. és a 15. szénatom
kozott. 1de tartozik a roridin és a satratoxin (Adhikari et al., 2017).

A T-2 TOXIN

ELOFORDULASA ES KEMIAI TULAJDONSAGAI

A T-2 toxint a természetben a Fusarium nemzetség fajai termelik, melyek kozul a
legfontosabbak F. sporotrichioides, F. equiseti, F. acuminatum and F. poae fajok. Ezek a gombak
foként a gabonaféléket fertdzik, igy megtalalhatok a blzéaban, az arpaban és a zabban is (Konigs et
al., 2009).

OH
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2. dbra: A T-2 toxin kémiai szerkezete
(Forrés: https://www.sigmaaldrich.com)



A T-2 toxint (3-o-hidroxi-4-B, 15-diacetoxi-8-a. [3-metil-butiriloxi]-12,13-
epoxitrichotec-9-én) a Fusarium penészgombék altal termelt legtoxikusabb trichotecénvazas
mikotoxinnak tartjak (2. dbra) (Adhikari et al., 2017). Deacetilalt formaja a HT-2 toxin. A két
vegyllet csak egy oldallancban kilonbozik egymastdl, mégpedig ez az oldalanc a T-2 toxin
esetében egy acetilcsoport, mig a HT-2 toxinnal egy hidroxilcsoport (Wu et al., 2014).

A toxin mesterséges elOallitdsa altalaban kutatdsi vagy kereskedelmi célokbol
torténik. A T-2 toxint termelé gombafajokat legtobbszor agar taptalajon tenyésztik, ahonnan magas
nyomasu folyadékkromatografidval (HPLC) izolaljak. Kémiai szintézisére jelenleg még nincs jol
alkalmazhaté modszer (Voyksner et al., 1987), meghatarozaséra az elmalt évtizedben a HPLC és
a tomegspektrofotometria volt a legink&bb hasznalatos modszer (Alshannagq & Yu, 2017).

METABOLIZMUSA

A T-2 toxint altaldban az allatok szajon at, a takarmannyal veszik fel. Mivel a toxin
az emésztéssel szemben ellenallo, jelentds része eredeti formaban a bélsarral kidril, egy része
viszont felszivodik a vékonybélbdl. A felezési ideje meglehetésen rovid. In vivo kisérletekbol
tudjuk, hogy leggyakoribb reakcié az izovaleril-csoport észter hidrolizise és hidroxilacioja,
ugyanakkor deepoxidacio és gliikuronsavas konjugacio is torténik. A f6 metabolit a HT-2 toxin,
mely szintén jelentOs toxikus hatassal bir (Wu et al., 2010). A hidroxilaciéhoz a citokrém P450
enzimrendszerre is szilkség van, mely soran leginkabb T-2 triol és a T-2 tetraol keletkezik az
acetilkolin-észterazon keresztiil. A metabolizmusban a bélflora is részt vesz, mely soran keletkez6
termékek nagymértékben fuggenek a baktériumfajtdl és a pH-tol. A vorosvérsejtekben a T-2 toxin

neosolaniolla, mig a fehérvérsejtekben HT-2 toxinna alakul (Konigs et al., 2009).

MASZKOLT MIKOTOXINOK

Manapsag egyre nagyobb figyelmet kapnak az igynevezett maszkolt és rejtett mikotoxinok.
A jelenlegi besorolas szerint a mikotoxin-szarmazeékokat harom csoportra oszthatjuk. Ezek a
szabad formdban jelenlévé mikotoxinok, a matrixhoz k&tott mikotoxinok, illetve a szerkezetiikben
modositott mikotoxinok. Az utdbbiak gyakran rendkivil toxikusak, illetve jelent6ségiiket tovabb
ndveli, hogy a szervezet detoxifikalé folyamatai és a bélflora révén egyarant visszaalakulhatnak az
eredeti szerkezetli, vagy akar a kiindulasi molekulanal Iényegesen toxikusabb vegyiletekké.
Tovabba az is problémat jelent, hogy a jelenleg hasznalt vizsgalati modszerek alkalmazésa csak a
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szabad formaban 1év0 mikotoxinok kimutatasat teszi lehetévé, mig a matrixhoz kotott és
szerkezetiikben modosult mikotoxinokét nem. Ebbdl kdvetkezik, hogy az utobbiak az ¢élelmiszer
és takarmanyok mikotoxintartalmanak becslésénél nem kerllnek beszamitasra (Mackei et al.,
2018).

A maszkolt mikotoxinok a ndvények mikotoxin metabolitjai. A ndvények Ugy vedekeznek
a xenobiotikumok, igy a mikotoxinok ellen is, hogy azokat polarisabb metabolitokka alakitjak,
melyeket a vakuélumokban szallitanak és ott tarolnak, vagy biopolimerekkel, példaul egyes sejtfal-
Osszetevokkel konjugaljak azokat. Ez azokra a mikotoxinokra jellemzé, melyek intenziv
anyagcserét folytat6 névényekkel keriilnek kapcsolatba. A maszkolt mikotoxinoknak a jelentGs
része az ,anyamolekuldval” egyiitt fordul eld, amely noveli az allategészségiigyi és a
kdzegészséglgyi kockazatot. Habar kevés informacidval rendelkeziink a maszkolt mikotoxinok
toxicitasarol, de ez alapjan tudjuk, hogy az eredeti molekulaval szemben in vivo és in vitro is
kevéshé toxikusak. Ez kulondsen igaz a legalaposabban vizsgalt maszkolt mikotoxinra, a
deoxinivalenol-3-glikozidra. A kisebb toxicitas ellenére valdsziniileg a bélcsatornaban a
mikroorganizmusok hatasara szabad formara hidrolizalnak, kiszamithatatlanna téve ezzel a

toxicitast. A metabolizmusuk modja jelent6s mértékben fajfiiggd (Berthiller et al., 2013).

A T-2 TOXIN SEJSZINTU HATASAI

Toxicitasaért a 12,13-epoxi gytri felelds leginkabb, ugyanis az epoxidok nukleofilokkal
reagalnak, mely nukleofilok kézé tartoznak a nukleinsavak bazisai és a fehérjék. Ez a magyarazata
annak, hogy miért gatolja a T-2 toxin a DNS-, RNS- és részben ezekbdl kovetkezben a
fehérjeszintézist is (Li et al., 2011). Ezek a hatasok felel6sek részben a toxin apoptozist kivalto
hatasaért, mely leginkabb erételjesen 0sztodo sejtekben érvényesiil, igy az immunrendszer egyes
sejtjeiben (pl. limfocitakban), a gasztrointesztinalis és a magzati szdvetekben €és a csontvel6ben
(Adhikari et al., 2017).

A T-2 toxin a feherjeszintézisnek az iniciaciés szakaszat gatolja azaltal, hogy a riboszéma
60S alegysegéhez és a peptidil-transzferaz enzimhez kapcsolddik. Emellett a fehérjeszintézist oly
maddon is akadalyozza, hogy kovalens kotéssel kapcsolddik a fehérjék szulfhidril csoportjaihoz,
igy modositva azok szerkezetét, és ennél fogva gatolja az egyes DNS-polimerazokat, a terminalis
deoxiribonukleotid-transzferdzt, a monoamino-oxidazt és szdmos mas, a Vveéralvadasban is

résztvevo fehérjét is. Tovabba gatol bizonyos, az anyagcsere szempontjabol nagy jelentéséggel
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bir6 enzimeket (pl. szukcinat-dehidrogenazt), melyek a citratkdrben kulcsszerepet jatszanak
(Murthy et al., 1985).

Intracelluldrisan a T-2 toxin megvaltoztatja a membranok szerkezetét, igy a mitokondrium,
a durvafelszinii endoplazmatikus retikulum és szamos mas membran szerkezetét is. Emellett egyes,
egereken végzett kutatasok azt bizonyitjak, hogy képes atjutni a placentan és karositani a magzatot
azéltal, hogy apoptozist idéz eld. Valamint szabllyozza a szteroid hormonok szekréciojat
patkanyok petefészkének granuldza sejtjeiben a CAMP-PKA utvonalon keresztiil (Adhikari et al.,
2017).

A trichotecének toxikus hatasanak fontos mechanizmusa a fokozott mértékii oxidativ
stressz, mely altal a T-2 toxin DNS-kérosodast és apoptozist idéz el6. A trichotecének hatésara
fokozott szabadgyokképzodés figyelhetd meg a sejtekben, beleértve a reaktiv oxigén gyokok
(ROS) keletkezését is, melyek lipidperoxidaciot idéznek el. A fokozott lipidperoxidacio és az
antioxidans hatasu enzimek csokkent aktivitdsa végul apoptOzishoz vezethet. Az antioxidans
enzimek kozé tartozik a glutation-S-transzferaz (GST), a glutation-peroxidaz (GPx), a szuperoxid-
dizmutaz (SOD) és a katalaz (CAT). Emellett bizonyos jelatviteli mechanizmusok is aktivalodnak
az oxidativ stressz hatasara, igy MAPK, a JAK/STAT, és a NF-«xB, illetve a kaszpaz-medialt
apoptozisért felelds jelatviteli mechanizmus is (Wu et al., 2014; Zhuang et al., 2013).

A T-2 toxin immunszuppressziv hatassal is rendelkezik, amely végeredményben szintén a
fehérjeszintézist gatlé hatasnak tulajdonithatd. A nyirokszervekben limfocita depléciot idéz eld, és
ezaltal leukopénia alakul ki (Wyatt et al., 1973). Tovabba a vorosvérsejt-képzést is gatolja a
csontvel6ben és a Iépben, illetve jelentdsen karositja az ellenanyag-termelést, gatolja a limfocitak
osztddasat és a dendritikus sejtek fejlédését. Emellett a toxin gatolja a T-sejtek IL-2 és IL-5
termelését is. A limfocita prekurzorokon Kivil a trichotecének célpontjai k6zé tartoznak a
granulocytak, a monocytak és a erythrocytak képzéséért felelds sejtek is. A T-2 toxin tartos
felvétele a gatolja a toll-like receptorok (TLR) miikodését, ezaltal akadalyozza a baktériumok ¢és
virusok hatasara kialakulé gyulladast (Seeboth et al., 2012). Fontos megemliteni, hogy a toxin
immunszuppressziv hatasa ronthatja a vakcinazasok eredményessegét is, ami csokkent ellenanyag
titerekben nyilvanul meg (Kamalavenkatesh et al., 2005). Ezek mellett azonban az is lényeges,
hogy egyes kutatasok szerint kis mennyiségli toxin tartos felvétele a fentiekkel ellentétes modon
immunstimulas hatast, ami pedig megnovekedett IgA- és IgE-koncentracidoban nyilvanul meg
(Rosenstein et al., 1979).



MIKOTOXIKOZIS ES ALLATFAJI JELLEGZETESSEGEK

A mikotoxinok okozta betegséget mikotoxikdzisnak nevezzik. A mikotoxikozisok kdzos
tulajdonségai, hogy takarmanyozasi eredetiiek, hatteriikben nincs specifikus korokozod, ezért nem
terjednek egyik allatrol a masikra, és a szennyezett takarmany megvonasaval a tunetek
mérsékelhet6k. A kiillonb6z6 gydgyszerekkel, igy példaul antibiotikumokkal végzett kezelések az
elsddleges ok megszuntetéset tekintve sikertelenek, azokkal csak a masodlagosan, példaul
fakultativ korokoz6 baktériumok hatdsara kialakuld megbetegedések kezelhetok. Eldforduldsuk
gyakran idészakos, mivel szamos, a takarmanyokat szennyezd gombafaj a toxintermeléséhez
sajatos klimatikus tényezéket igényel. A diagndzishoz a gombasporak kimutatdsa, azok nagy
koncentracidja esetén sem elegendd, sziikks€g van még a klinikai tiinetek meglétére, tovabba a
mikotoxinok célzott kimutatisara a takarmanybdl és/vagy a szovetekbdl. A toxin és az azt termeld
gomba egylttes azonositasa azért sziikséges a diagnozis felallitasahoz, mert egy adott genuson
beliil toxint termeld és toxint nem termeld torzsek is megtalalhatok, melyek ugyanabban a
takarmanyban egyidejlileg jelen lehetnek. Emellett, amennyiben a mintabol penészgomba nem
tenyészthetd ki, az még nem jelenti feltétleniil a mikotoxinok hianyat is, ugyanis azok rendkiviil
ellenalléak, igy bar a gomba a takarmany-el6allitas soran elpusztul, a mikotoxinok tovabbra is jelen
lehetnek. Ez az oka annak, hogy egyes mikotoxinok raktarozott termékekben is gyakran
eléfordulnak (Tiwari and Sinha, 2010).

Fontos tudni, hogy az egyes toxinok eltéré koncentracidban mérgezéek. A kovetkezo

tablazat (1. tablazat) azt mutatja, hogy mekkora dézistol toxikus az adott mikotoxin:

1. tablazat: Egyes mikotoxinok toxicitasa szintek szerint (per 0s, mg/ttkg)
Kicsi: <10 aflatoxin, T-2 toxin

Kozepes: 100-20 dezoxinivalenol, nivalenol, ochratoxin
Nagy: > 100 fumonizinek, zearalenon, verrukulogén

A toxicitas szamos tényez6tol fiigg, tobbek kozott a szervezetbe vald bejutas modjatol, a toxin
koncentraciojatol és a kitettség hosszatdl, illetve az allat koratol, nemétdl és altalanos egészségi
allapotatol. A hatast befolyasolhatja tovabba, hogy egy adott iddpontban milyen egyéb toxinnak

van kitéve az allomany, ugyanis szamos vizsgalatban szamoltak be kulonféle mikotoxinok



szinergista, vagyis egymast erdsit6, valamint antagonista, egymast gatlé hatésair6l (Huff et al.,
1988).

A mikotoxikozisok akut és kronikus lefolyasiak egyarant lehetnek. Heveny esetben
hanyast, hasmenést okoz, illetve az emészté szervrendszerben és borrel érintkezve gyulladast és
elhalast idéznek el6. Tovabba kialakulhat haemorrhagiés diathesis is a trombocitopénia vagy a
véralvadasi faktorok csokkent termelése, illetve a vérlemezke funkcidé gatlasa, vagy ezek
kombin&cidja miatt. Paresis és paralizis majdnem az dsszes allatfajpban megfigyelhetd, mely soran
végil sulyos vérnyomésesés is kialakulhat, ami halalhoz vezethet (Sokolovi¢ et al., 2008).
Napjainkban azonban jellemzéen kronikus mergezeések fordulnak elé, mely csokkent
takarmanyfelveétellel és ezaltal csdkkent sulygyarapodassal vagy tejtermeléssel jar (Whitlow &
Hagler, 2005; Sklan et al., 2003). Az immunszuppressziv hatdsa miatt masodlagos bakterialis,
virélis vagy parazitas fertézések elfedhetik a mikotoxikozisok tiineteit (Ziprin & Elissalde, 1990).
A nyirokszervek kisebbek a normalisnal, melyet sokszor nehéz észrevenni a boncolas soran
(Adhikari et al., 2017).

Az egyes haziallatfajok eltéré mértékii érzékenyekséget mutatnak a trichotecének toxikus
hatasaira:

e AKkérédzok a T-2 toxinnal szemben ellenallobak, mint a monogasztrikus allatfajok,
aminek a bendében végbemend intenziv deepoxidacio és deacetilacio az oka. A
felszivodast kovetéen leginkabb a csontvelékarosodas tlnetei jelentkeznek. A
szajuregben rendszerint enyhébb elvaltozasok figyelhetk meg, mint a nyalkahartya
hiperémia és 6démaja, mig az oltdgyomorban sok esetben a nyalkahartya verzése
jelentkezik. A hemorragias diathesis kevésbé kifejezett, mint mas fajok esetében
(Gallo et al., 2015).

e A baromfi kevésbé érzékeny a toxin hatasaira, mint a monogasztrikus emlés
haszonallatfajok. Baromfiban kronikus esetben a sulygyarapodas csokkenése
mellett a toxin csokkenti a tojastermelést és a tojashéj vastagsagat is, valamint a
tollazat minésége is romlik. MéEg Kkis dozisban is jelentdsen csokken
brojlercsirkékben a hematokrit érték, illetve a vérszérumban az dsszfehérje és a
koleszterin mennyisége, viszont a hugysav-koncentracio és a laktat-dehidrogenaz
aktivitasa ndvekszik (Adhikari et al., 2017).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sokolovi%C4%87%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18407870

e Sertésben a T-2 toxin az elobb emlitettek mellett eldidézheti a petefészek
sorvadasat is, illetve a HT-2 (f6 metabolitja) az oxidativ stressz réven a petesejtek
apoptdzisat valtja ki. A szaporodashioldgiai zavarokon és a teratogén hatason kiviil

a toxin karcinogén hatassal nem rendelkezik (Quiroga et al., 2009).

MIKOTOXINOK ELLENI VEDEKEZES LEHETOSEGEI

A MIKOTOXINOK MEGKOTESE (ADSZORBEALASA)

Szamos készitmény van, melyet a takarmanyba keverve adalékként csokkenti a toxin
felszivodasanak mértékét a bélcsatornabdl. Azonban azt fontos megjegyezni, hogy olyan szer
nincs, amely egyarant képes mindegyik mikotoxint megkdtni és semlegesiteni. A mikotoxinkoto
vegyuletek hatdsa azon az elven alapul, hogy ezek egyrészt nagy felilettel, valamint jelentGs
szamt kotohellyel rendelkeznek. Azonban hasznalatuknak korlatai is vannak, ugyanis szadmos
mikotoxinko6té vegyilet a mikotoxinok mellett a bélcsatorndban egyes taplaloanyagokat (példaul
vitaminokat, asvanyi anyagokat) is megkdtnek, amelyek emiatt csak csokkent mértekben
szivodnak fel, igy termeléscsokkenés vagy akar hianytinetek is kialakulhatnak. Tovabba azt is
figyelembe kell venni, hogy az egyes mikotoxin-kot6 vegyletek kotési kapacitasa pH-fiiggd, tehat
a hatasukat csak bizonyos bélszakaszokon fejtik ki, s6t ezt kovetéen az el6z6leg mar megkotott
mikotoxinok ismét szabadda valhatnak és a bélcsatornabol felszivodhatnak. A mikotoxinkoto
vegylletek kozé tartoznak a szilikat alapd asvanyi anyagok (pl. natrium-kalcium-

aluminiumszilikat), a zeolitok, a bentonit, az aktiv szén és a polivinilpirrolidon (Rafai, 2003).
ANTIOXIDANSOK

Ahogy mér emlitettlik, az oxidativ stressz kulcsfontossagu szerepet jatszik a trichotecének
toxicitasdban. Egyes anyagok, mint peldaul bizonyos vitaminok, a flavonoidok kodzé tartozo
kvercetin, a szelén, a glikomannan, illetve bizonyos aminosavak antioxidans hatast fejtenek ki a
trichotecénekkel szemben. Korabbi tanulmanyok bizonyitottdk, hogy az E- és a C-vitamin
csokkenti a lipidperoxidaciot és kiilonbozé reaktiv anyagok, gyokdk mennyiségét, ezaltal ved az
akut trichotecén toxikdzissal szemben (da Silva et al., 2017). A kvercetin a flavonoidok kozé
tartozo vegyllet, amely antioxidans tulajdonsaggal is rendelkezik. Az antioxidans hatasat a T-2

toxinnal szemben a SOD és a GPx aktivitasanak novelésével fejti ki. Szintén antioxidans hatassal
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bir a szelén, amely a mikotoxinok vonatkozéasaban feltehetGen membranstabilizalé hatasa révén
megakadalyozza a vorosversejtek T-2 toxin okozta membrankéarosodasat. A glikomannén egy
oldhato, fermentélhaté ndvényi rost, amely sertéseknek takarmany-kiegészitésként adva véd a T-2
toxin vakcinazas soran problémékat okoz6 immunszupressziv hatdsaval szemben. A N-acetil-L-
cisztein szulfhidril-csoportjai révén megkoti a reaktiv oxigén gyokoket, igy szintén alkalmas lehet
a mikotoxinok altal okozott karos hatasok mértékének csokkentésére (Wu et al., 2014).

EGYEB MODSZEREK

Az antioxidansokon és a toxinkotd adszorbenseken Kivil més moédszerek is szoba
johetnek, mint példaul mikrobidlis (pl. baktériumok vagy élesztd segitségével torténd)
biotranszformacio. A mikrobialis biotranszformacio igéretes modszernek bizonyul, ugyanis
specifikus, irreverzibilis és hatékony atalakitast kinal, ugyanakkor kornyezetbarat, mivel nem
keletkeznek toxikus, illetve nem kivanatos melléktermékek. A tejsavbaktériumok gatoljak a
gombék ndvekedését és egyes mikotoxinokat is lebontanak, koztiik a DON-t, az aflatoxinokat és a
T-2 toxint is, igy lehet6ségként felmeriilnek a gombak okozta probléméak visszaszoritasaban az
élelmiszertermelés és feldolgozas soran. A tejsavbaktériumok mellett igéretesnek bizonyul a
nemrég azonositott Devosia sp. ANSB714 baktérium is, mely 24 éra alatt kepes a DON toxin 97%-
at lebontani. A tejsavbaktériumokon kivil az élesztégombak kozé tartozd Geotrichum
candidum is képes a T-2 toxin szintjét csokkenteni gabonafélékben. Ennek pontos mechanizmusa
még nem ismert, de feltehet6en az élesztd a T-2 toxint mas dsszetevéve alakitja, vagy gatolja annak
termel6dését (Wu et al., 2014).

AZ EPOXID-HIDROLAZOKROL ALTALABAN

Az epoxid-hidrolaz (EH) enzimek az epoxidok hidrolizisét katalizaljak, igy bel6likk diol
szerkezetli molekula keletkezik. Az EH-ok prokaridtdkban és eukariotdkban is megtalalhatd
enzimek, ahol kiilonboz6 feladatot latnak el. A novényi EH-ok a kutin, valamint olyan anyagok
bioszintézisében vesznek részt, melyek a ndvény védekezd mechanizmusaiban jatszanak szerepet.
A mikrobialis epoxid-hidrolazok baktériumokban és gombakban talalhatok meg, ahol katabolikus
folyamatokat latnak el. A rovarok esetében a juvenilis hormon mennyiségének szabalyozasat

végzik a juvenilis hormon-észterazzal egyiitt a hormon lebontasa révén. Az emlds epoxid-

crer
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(Morisseau, 2013). Az epoxid-hidrolazokat a vegyiparban is felhasznaljak abbdl a célbol, hogy az
adott vegyiiletet az enantiomer parjatdl megtisztitsak, ezaltal tiszta epoxidokat allitsanak eld. Ezt
az epoxid-hidrolazok magas enantiomer szelektivitasa teszi lehetové (van Loo et al., 2006).

Mikorbialis epoxid-hidrolazt termel a Rhodococcus rhodochrous, ami egy voros pigmentet
képz6, Gram-pozitiv baktérium, amely az Actinobacteria torzshdz és a Nocardiaceae csaladhoz
tartozik. A baktériumot az iparban foként arra hasznaljak, hogy akrilnitrilbdl akrilamidot allitsanak
eld. Fontos tovabba szénhidrogének, poliklorozott bifenilek és mas aromas vegyiletek
hasznalnak fel szennyez6anyag lebontasara, hogy annak szintjét elfogadhat6 szintre csdkkentsék.
A torzs egyéb tagjai, mint példaul a Streptomycesek, a Nocardiak, a Rhodococcusok és a Gordoniak
triglicerideket szintetizalnak és halmoznak fel. A R. rhodochrous esetében a triglicerid-
felhalmozas az alternativ energiaforrasok iranti igény miatt fontos, azonban e tulajdonsagarol még
korlatozottak az ismeretek (Shields-Menard et al., 2014).

SEJTTENYESZETEK

A sejttenyésztes soran a sejteket az eredeti szovetbdl eltavolitva in vitro kérialmények
kozott tarjuk fenn, illetve szaporitjuk. A sejttenyészetek alkalmazasa szdmos szempontbdl elonyos,
ugyanis leegyszertsitett rendszerek, vagyis a velik végzett kutatasok soran kapott eredményeket
kevesebb faktor befolyasolja, igy azokat gyakran konnyebb értelmezni. Tovabba Kiegeésziti,
megel6zi az €16 allatokkal elvégzett kiserleteket, ami allatvédelmi szempontbol is kivanatos. Ami
a hatranyokat illeti, mivel leegyszerusitett rendszerrél van sz6, nem tudjuk teljes bizonyossaggal
kimondani, hogy in vivo kérulmények kozott elvégzett kisérletek soran is ugyanazokat a hatasokat
tapasztalnank, vagy sem. Mas szOval a sejttenyészet arra alkalamas, hogy egy adott kérdest
megvalaszoljunk az adott sejttipuson az adott tényezdk figyelembe vételével, de nem helyettesiti

az in vivo kisérleteket (MacGowan et al., 2001). A sejttenyészetek f6bb tipusai:

e Az izolalt sejtek, nem valodi sejtenyészetek, mert nem alakulnak ki a szovetre jellemz6
sejtkapcsold struktdrdk a sejtek kozott, igy a kapott eredmények nem minden esetben
extrapolalhatok jol a valosagra (Chaffey, 2003).

e A primer sejttenyészetek ¢él6 allatokbol késziilnek, melyek mar hatékonyabban
modellezik az in vivo viszonyokat, vagyis az ¢l6 allatra jellemz6 koriilményeket (Mather

and Barnes, 1998).
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e A sejtvonalak j6 osztodasi potenciallal rendelkez6 sejtek, melyeket hossza idon keresztiil
fenn lehet tartani. Nagy résziik daganatos sejtvonal, ami azt jelenti, hogy tumorbdl nyerték
ki 6ket. Szemben a primer sejttenyészetekkel, konnyen és jol fenntarthatok, viszont
tavolabb allnak az in vivo viszonyoktdl, igy gyakran korlatozott a levonhatd
kovetkeztetések szdma. A nem daganatos sejtvonalak viszonylag j6l hasonlitanak az ¢é16
allatra és konnyen fenntarthatdak. Ezeket altalaban embrionalis kor( vagy ujszilétt allatbol
nyerik (Kaur and Dufour, 2012).

A primer hepatocita tenyészet kialakitdsa soran egyrétegli, majsejteket tartalmazd
sejttenyeszetet hozunk létre. Ezzel a mddszerrel a majsejtek néhany napig megérzik az anyagcsere-
aktivitasukat, illetve a kiillonboz6 mediatorokkal szembeni reakcidkészséguket, ezért gyakran
alkalmazzak az ilyen tenyészeteket a maj miikodésének in vitro vizsgalatara. A majsejttenyészetek
kialakitdsahoz a sejtek izolalasara, majd azok tenyésztéedényre torténd lerakasara van sziikség. Az
izolalas torténhet enzimatikus emésztéses modszerrel, amely soran az izolalt maj nagy erein
keresztl kollagenaztartalmu oldatot aramoltatunk at a szerven. Az eredmenyességet noveli, ha az
enzimes emésztés elott kelatképz6 anyaggal, példaul EDTA-tartalma oldattal mossuk at a szervet.
A kelatképzd anyag a Ca®" ionok megkdtése révén elbsegiti a sejtek kozotti dezmoszomalis
kapcsolatok fellazulasat, megkonnyitve ezzel a sejtek izolalasat. Azonban a mdj intersticialis
allomanyanak emésztéséhez alkalmazott kollagenaz megfeleld aktivitisahoz Ca?* ionok jelenlétére
szlikség van, igy kollagenazzal torténé perfizid soran ennek potlasardl gondoskodni kell. Az izolalt
és sejttenyésztd edényre lerakott sejtek megfelelé korulmények kdzott 6sszefliggd sejttenyészetet
hoznak létre (Matis et al., 2017).

Mivel a maj a szervezetben tobbféle sejt egylittmiikodésével valaszol egy-egy ingerre, mint
példaul egyes anyagcseretermékekre, gyulladaskelté anyagokra, ezért az utobbi idében megnétt az
igény olyan sejttenyészetek Kkialakitasara, amelyek mas sejteket is tartalmaznak. Azokat a
sejttenyészeteket, amelyek tobb sejttipusbdl éplilnek fel, ko-kultiranak nevezzik. A hepatocitakat
tenyészthetjiik maj eredetic nem-parenchymalis sejtekkel (NPC-kel), kiilonb6z6 extrahepatikus
sejtféleségekkel, igy fibroblast sejtekkel, aorta eredetti endotél sejtekkel vagy Ito-féle
csillagsejtekkel (Thomas et al., 2005).
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Célkituzés

A kiilonféle takarmanyokat ¢és élelmiszereket szennyezd mikotoxinok napjainkban
vilagszerte egyre novekvé human- és allat-egészségiigyi jelent6séggel rendelkeznek. Szamos
kutatas foglalkozik a kiilonbdz6 mikotoxinok hatasara a szervezetben bekdvetkezo folyamatokkal,
az egyes, molekularis szinten bekdvetkezd valtozdsok azonban sok esetben nem teljesen
tisztazottak. Kisérletiink soran csirke eredetii primer majsejtmodellen kivantuk tanulméanyozni a
trichotecénvazas mikotoxinok csoportjaba tartozé T-2 toxin kiilonbdz6 koncentréaciokban (10, 100,
1000 nmol/l) torténd alkalmazasa soran fellépd sejtkarositd hatasokat. Tovabba az esetleges
alternativ  védekezési lehetOségek tekintetében a tdpfolyadékhoz adagolt Rhodococcus
rhodochrous baktérium eredeti epoxid-hidrolaz enzim feltételezett protektiv hatédsait is vizsgalni
kivantuk. A primer hepatocita sejttenyészetek alkalmazasa kiemelt jelentdséggel bir abbol a
szempontbol, hogy igy a T-2 toxin specifikusan, csak a majsejtekre gyakorolt hatdsait van
lehetdségiink vizsgalni.

Kisérletiink soran a kutatocsoportunk altal elézetesen kidolgozott és validalt sejtizolalasi
maodszer segitségével kivantunk csirke eredetli primer hepatocyta monokultira tenyészeteket
kialakitani. Mivel a T-2 toxin szdmos irodalmi adat alapjan gatolja a fehérjeszintézist, igy az
erOteljes hatassal lehet a madjsejtek metabolikus aktivitdsara is. E feltételezett metabolikus
valtozasok nyomonkovetése céljabol a toxinnal torténd kezelést kovetéen CCK-8 tesztet kivantunk
elvégezni a sejttenyészeteken. Tovabba, mivel a toxin egyes forrdsok szerint intenziv, mas
eredmények szerint viszont csak elhanyagolhatd mértékli oxidativ stresszhatast idéz el6 a
szervezetben, a termelddott H2O> mennyiségének Amplex Red moddszerrel torténd
meghatarozasaval Kkivantunk kovetkeztetéseket levonni a sejttenyészetek redox allapotara
vonatkozolag. A fentieken tul a trichotecénvazas mikotoxinok altalanos immunmodulalé hatéssal

is rendelkeznek, igy arra kerestik a valaszt, hogy a T-2 toxinnal torténé kezelés miképp

Ve
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Anyag és modszer
KISERLETI ALLATOK

A Kisérlethez himivar( 20-24 napos Ross-308 tipusu brojlercsirkéket hasznaltunk, melyek
a Gallus Kft. devecseri keltet6jéb61 szarmaztak. Az allatok kozvetleniil a kisérletet megel6zéen
érkeztek az Elettani és Biokémiai Tanszékre. Mivel a sejtizolalas az allatok beérkezését kovetden
azonnal megtortént, az Allatorvostudomanyi Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaganak

allasfoglalasa értelmében nem volt sziikség allatvédelmi engedélyre a Kisérletek elvégzésehez.

MUTET ES PERFUZIO

Szén-dioxidos narkézist kovetden az allatot dekapitaltuk, és hanyatt fekvésben rogzitettlk.
A ventralis teriiletrdl eltavolitottuk a tollakat, és a bdrt etanollal fertdtlenitettiik. Ezutan a coelomat
aszeptikusan, tompa fejtéssel feltartuk, és megkerestik, majd kandlaltuk a v.
gastropancreaticoduodenalis-t miianyag vénakaniillel (22 G). Ez képezte a perfizios rendszer
befolyo agat. Ezt kdvette a kifolyo &g elkészitése, amely soran apré metszest keszitettiink olldval
a sziv jobb pitvaran és abba Uvegkanult vezettiink. A kollagenazos emesztés soran a kollagenaz
oldatot steril tripszinezé lombikba vezettik (ezt egy kis vizfiirdébe allitottuk, és folyamatosan
melegen tartottuk) recirkulacio céljara.

A harom 1épésbél allo perfuzio (1. kép) sebessége 30 ml/perc volt, a felhasznalt oldatok
homérsékletét 40°C-ra allitottuk be, és el6z6leg Carbogennel buborékoltattuk at azokat:

e A elsé lépésben 150 ml EGTA-tartalmd HANKS pufferrel vertelenitettik a majat, mely a
benne 1évé EGTA révén kelatot képez a kalciumionokkal, igy a sejtkapcsolo struktirak
fellazulnak, és a sejtek izolalasa lehetévé valik.

e A masodik lépésben ismét 150 ml HANKS pufferrel mostuk at a majat, ugyanis a
kovetkez6 lépésben hasznalt kollagenaz mitkddéséhez szilkség van kalciumionokra, igy el
kellett tavolitanunk az el6z6 1épésben a majba juttatott EGTA-t.

e A harmadik lépésben az intersticium emésztése tortént 100 ml kollagenazoldat
kdzben oldottuk be frissen, tovabba az elfolyd oldatot steril tripszinezé lombikban

gyljtottiik 6ssze, melyet kis vizflirdobe allittottunk, és folyamatosan melegen tartottunk. A
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kollagenaztartalm( oldatot addig keringettiik, mig az intersticium szét nem esett, amit a m4j

burké&nak rancoltta valasa és a jellegzetes marvanyszeri rajzolat megjelenése jelzett.

1. kép: A maj perfuzidja (Forras:
sajat kép)

A SEJTEK IZOLALASA ES MOSASA

Ett6l a 1épéstdl fogva steril flilke alatt, jégen dolgoztunk. A majat steril f6z6poharba
helyeztik, és a burkat steril csipesz segitségével felvagtuk, majd a szervet 50 ml, elézbleg
Carbogennel atbuborékoltatott, 2,5% BSA (bovine serum albumin)-val kiegészitett HANKS
pufferbe helyeztik. Az igy kialakult szuszpenziot harom réteg steril gézen at 50 ml-es steril
centrifugacsébe szirtiik, majd ezt a primer sejtszuszpenziot szintén BSA-val kiegészitett HANKS
pufferben 45 percig jégbe hiitve tartottuk. A BSA alkalmazasara azért van szikseg, mert az
megakadalyozza a sejtek szolofiirtszerti 0sszetapadasat, mely nagyban nehezitené a késobbi
konfluens, jo életképességgel rendelkezd sejttenyészetek kialakitasat.

A sejtek izolalasa soran azokat BSA-val kiegészitett HANKS pufferben 100 g-vel 3 percig
centrifugaltuk, majd a fellliszot elontottuk, és az Uledéket Williams Medium E-ben

reszuszpendaltuk, majd mindezt tovabbi két alkalommal megismeételtik.

AZ ELETKEPESSEG ES AZ OSSZSEJTSZAM MEGHATAROZASA
A sejtek életképességét, illetve az dsszsejtszamot Burker-kamraban tripankék festéssel (10-

szeres higitasban) hataroztuk meg. Ennek soran 200 pl témény szuszpenzidhoz 800 ul Williams
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Medium E-t adtunk, majd az igy 1étrejové higitott szuszpenzid 200 pl-éhez ugyancsak 200 pl
tripankéket adtunk. Ezutdn a kamrat fenymikroszkop ala helyeztik, és meghatéroztuk az 1
milliliterben talalhat6 sejtszamot. Az 6sszsejtszam meghatarozésa a sejtszuszpenzidk higitasanak
meghatarozasa céljabol sziikséges, hogy a sejtek a lerakast kovetéen ne helyezkedjenek el nagyon
strtin, ami a megfeleld letapadasukat akadalyozna, valamint befolydsolnd a kés6bbi

életképességiiket. A sejtszuszpenzid lerakasi higitassal koncentréaciéjat 10%/ml-re allitottuk be.

A FELHASZNALT PUFFEREK OSSZETETELE:
e HANKS puffer:
o steril desztillalt vizzel 10-szeresére higitott HANKS tdrzsoldat (1000 ml sziikséges
a sejtizolalashoz)
o 4,7ml 7,5 %-0s NaHCOs-oldat/1000 ml puffer
e EGTA-tartalmi HANKS puffer:
o 200 ml HANKS puffer
o 0,5mmol/l EGTA
e Kollagenazos puffer:
o 100 mg IV. tipusu kollagenaz
o 100 ml HANKS puffer
o 7 mmol/l CaCl;
o 7 mmol/l MgCl;
e BSA-val kiegészitett HANKS puffer:
o 50 ml HANKS puffer
o 1,259gBSA
e Tapfolyadék:
o 500 ml Williams Medium E
o 14,66 ml 7,5 %-0s NaHCOz-oldat - végkoncentracio: 0,22 %
o 2,5ml 10 mg/ml-es gentamicin térzsoldat - végkoncentracio: 50 mg/I
o 5 ml 200 mmol/l-es glutamin torzsoldat > végkoncentracio: 2 mmol/I
o 25 ml FBS (el6zéleg h6 inaktivalt: 56 °C, 30 perc) — csak az els6 24 oraban Kerlt
alkalmazéasra a tapfolyadékban
o 4 pg/l dexametazon
o 201U/l inzulin
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A SEJTEK KEZELESE ES A MINTAVETELEK
A sejtek lerakdsa hatlyukd lemezekre tortént (Greiner Bio-One Hungary Kft.,

Magyarorszag). Ennek soran minden egyes lyukba (9,6 cm?/lyuk) 1,5 ml sejtszuszpenziot mértiink.
A sejttenyészté edények el6zetesen I. tipusu kollagénnel kerliltek bevonasra, mely a sejtek
megfeleld letapaddsat biztositja. A sejteket a lerakast kovetéen 24 oran keresztiil 37°C-on
inkubaltuk 5%- os CO2 koncentracid mellett. A sejtek letapadéasa utan, a lerakast kovetéen 4 dra
mulva lecseréltiik a tenyészetek tapfolyadékat. Ezutan a sejttenyészeteket T-2 toxinnal és epoxid-
hidroldz enzimmel kezeltik 8 és 24 o6ras inkubacids id6t alkalmazva. A T-2 toxinbdl tobb
kiilonbozé koncentracid kerdilt kialakitasra, mely alapjan a kovetkez6 csoportokat hoztuk létre:

e Ty csoportok: 0 nmol T-2 toxin/I tapfolyadék

e Tiocsoportok: 10 nmol/l tapfolyadék

e Tigo csoportok: 100 nmol/l tapfoladék

e Tig00 csoportok: 1000 nmol/l tapfolyadék
A toxint elészor DMSO (dimetil-szulfoxid)-ban oldottuk fel (aminek a koncentracioja 1 mmol/l),
majd azt a kivant koncentraciéban a tapfolyadékhoz adagoltuk. Ezzel parhuzamosan, egyes
csoportokat 2 g/ml koncentracidban epoxid-hidrolaz enzimmel kezeltlink. A hatlyuku lemezekkel
parhuzamusan, a sejtek metabolikus aktivitdsdnak nyomonkovetését szolgalo tesztek elvégzése
céljabdl, 96 lyuku lemezeken is elvégeztilk a sejtek lerakasat és az emlitett kezeléseket, melyeken
a fentiekkel megegyez6 csoportokat alakitottuk ki. A kezeléseket a sejtek lerakasa utan 24 oraval
hajtottuk vegre.

A kezelések utan a tapfolyadékbol mintat vettink, illetve lizaltuk a sejteket. A lizalas M-

PER puffer alkalmazasaval (Thermo Fisher Scientific, USA) tortént. A 6 Iyuku lemezeket a
tapfolyadék leszivasat kovetden PBS-sel mostuk, majd a sejteket 500 pul M-PER pufferben lizaltuk,
¢s sejtkapard segitségével tavolitottuk el a tenyésztdedényrdl. A mintdkat a késObbi vizsgalatok
eredményeinek standardizalasa céljab6l BCA moddszerrel hataroztuk meg (Thermo Fisher
Scientific, USA).

LABORATORIUMI MERESEK
A méréshez hasznalt Pierce™ BCA Protein Assay Kit ,,A” komponenséhez (mely a
bicinkoninsavat tartalmazta), 50:1 aranyban adtuk hozza a 4%-0s réz-szulfatot tartalmazo ,,B”
komponenst. A 96-lyuku lemez lyukaiba el6szor 25 ul standard oldatot vagy mintat, majd 200 pl
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reagenst mértiink. A mintakat razogatast kovetéen 30 percig 37°C-on inkubaltuk. Az abszorbanciat
562 nm-en mértilk Multiskan GO 3.2 leolvasé segitségével.

A sejtek metabolikus aktivitasat Cell counting kit-8 (CCK-8) teszt segitségével vizsgaltuk
(Dojindo, USA), ami az anyagcserét végzo sejtek altal termelt redukalt koenzimekrél szarmazo
hidrogén kimutatasan alapszik. Ennek soran a reagensben talalhat6 WST-8 elnevezésii szinképz6
anyag narancssarga WST-8 formazanna redukalodik. A keletkezé WST-8 formazan mennyisége
egyenesen aranyos a sejtek metabolikus aktivitasaval (életképességével) és az ekdzben
bekovetkez6 abszorbancia-valtozds pedig detektalhatd. A vizsgalat sordan a 96 lyuku lemez
Iyukaiba 100 pl friss tpfolyadékot mértink, amelyhez 10 pul CCK-8 reagenst adtunk, és 2 ora
37°C-on torténd inkubaciot kovetden az abszorbanciat 450 nm hulldimhosszon detektaltuk
Multiskan GO 3.2 reader segitségével.

Azért, hogy a sejttenyészetek ROS termelésérdl pontosabb képet kapjunk a tapfolyadék
H20, koncentracidjat Amplex Red modszerrel (Thermo Fisher Scientific, USA) hataroztuk meg.
Az Amplex Red modszer soran a tormaperoxiddz enzim jelenlétében a termelédott HoO»
koncentracidjaval ardnyos mennyiségli vords rezorufin képzddik, melynek fluoreszcencia-
intenzitadsa mérhetd. A vizsgalat soran az Amplex Red reagenshez (A komponens) 60 pl DMSO-t
(B komponens) mértiink, majd 4 ml C komponenst adtunk 16 ml desztillalt vizhez. Az egyes
komponensekb6l elkészitett oldatbol 50 pl-t mértink a 96-lyuku lemez lyukaiba, amihez 50 pl
vizsgalando tapfolyadékot adtunk és a lemezt 30 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk. Ezt
kovetéen 560 nm gerjesztési és 590 nm Kibocsatasi hullamhosszon a mintak fluoreszcencia
intenzitasat mértik Victor X2 2030 fluorometer segitségével.

A T-2 toxin immunmoduldlé hatasardél az IL-6 és IL-8 tapfolyadékbol torténd
meghatarozasa révén nyertiink informacidkat. Ebbdl a célbdl csirke specifikus ELISA tesztek
(MyBioSource, USA) kerultek alkalmazasra, melyek a szendvics ELISA tesztek kdzé tartoznak. A
szendvics ELISA tesztek esetében kétféle ellenanyag vesz részt a reakcidban, melyek koziil az
egyik ellenanyag a lemezhez kot6dik (ehhez kapcsolddik a kimutatni kivant antigén), mig a masik
ellenanyag a mar rogzilt, kKimutatni kivant antigénhez kapcsolddik, ami enzimmel jel6lt. Az utolsé
Iépésben ennek az enzimnek a szubsztratjat adjuk a rendszerhez, melynek eredményeként
abszorbancia-valtozas kovetkezik be, amit spektrofotométerrel tudunk detektalni. A létrejott
abszorbancia-valtozas mértéke egyenesen aranyos az antigén mennyiségével. Az IL-8 és IL-6
kimutatast 96-lyukd lemezen végeztik el, melynek minden lyukaba 100 ul tapfolyadékot mértiink

be, illetve ezenkivil elkészitettilk az IL-8 és az IL-6 standard sort is. A bemérések utan a lemezt
19



lefedtiik és 37 °C-on 120 percen (IL-6 esetén 90 percen) keresztiil inkubaltuk. Ezt kovet6en a
tapfolyadékot leszivtuk és a lyukakba atmosés nelkil (IL-6 esetén kétszeri atmosas utan) bemértik
az IL-8, illetve IL-6 ellenyanyagot 100 ul/lyuk mennyiségben. Ezutadn egy 60 perces 37 °C-on
torténd inkubacié kovetkezett, melyet kdvetden a lemezt szobahdmérsékletre hiitéttiik utana pedig
az oldatok leszivasa és a lyukak haromszoros atmosasa kovetkezett. Ezt kovetéen az enzim-
konjugatumbol lyukanként 100 ul-t mértiink be és 60 (IL-6 esetén 30) percig 37 °C-on inkubaltuk.
Ezt 6tszOri mosas kovette, majd hozzéadtuk a szubsztratot és 37 °C-on 10-20 percen at (1L-6 esetén
ameddig a standard sotétté nem valt) inkubaltuk a lemezt, majd a reakciot leallitd oldatot-t is
hozzaadtuk. Az abszorbancia-valtozast a CCK teszthez hasonléan Multiskan GO 3.2 reader
segitségével 450 nm hullamhosszon detektaltuk és az IL koncentréaciét a mért abszorbancia értékek

alapjan a standard sor segitségével hataroztuk meg.

STATISZTIKA

A merési eredmenyek kiértékelését az R 2.14.0 statisztikai szoftver segitsegével hajtottuk
végre. A kapott eredményeket minden esetben a sejttenyészetek 6Osszfehérje-koncentréacioira
standardizaltuk. Az atlagok kozti kiilonbségek megbecsiléséhez egyutas ANOVA tesztet, a
kontroll és a kezelt csoportok 6sszehasonlitdsdhoz pedig Dunett post-hoc tesztet hasznaltunk.
Szignifikans kilonbséget allapitottunk meg, amennyiben P<0,05; valamint minden eredményt

atlag + standard hiba alakban fejeztink Ki.
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Eredmények

=77

kezelés szignifikdnsan csokkentette (8 6rés kezelések: 10 nmol/l: P=0,00299; 100 nmol/l: P=0,011;
1000 nmol/l: P=0,0272; 24 6rés kezelések: 10 nmol/l: P=0,00204; 100 nmol/I: P=0,000867; 1000
nmol/l: P=0,00154) a majsejtek metabolikus aktivitasat, mig az epoxid-hidrolazzal torténé kezelés
a 10 nmol/l koncentracioju T-2 toxin alkalmazésa esetén szignifikansan emelte (8 6ras kezelés:

=77

pedig szignifikdnsan csokkentette (P=0,0449) (3. &bra).

21



A majsejtek metabolikus aktivitasa 8 oras kezelést kovetden
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3. dbra: A méjsejtek metabolikus aktivitasa 8 oréas (A) és 24 6ras (B) kezelést kovetden (CTR =
kontroll, EH= epoxid-hidrolazt is tartalmaz6 csoport, TO = 0 nmol/l T-2 toxin T10 = 10 nmol/l T-2
toxin, T100 = 100 nmol/l T-2 toxin, T1000 = 1000 nmol/l T-2 toxin, *P < 0,05; **P <0,01; ***P <
0,001)
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A sejtek H,O> termelését a T-2 toxinnal torténé kezelés nem befolyasolta. Ezzel szemben
az EH (epoxid-hidrolaz) a vele egyditt alkalmazott 10 és 1000 nmol/l toxinkoncentracio esetén

szignifikdnsan (10 nmol/l: P=0,00253; 1000 nmol/l: P=0,0146) fokozta a H20- termel6dését (4.
abra).

A sejttenyészetek H,0, termelése 24 oras kezelést kovetden
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4. dbra: A sejttenyészetek H,O, termelése 24 6ras kezelést kovetden (CTR = kontroll, EH= epoxid-
hidrolazt is tartalmaz6 csoport, T10 = 10 nmol/l T-2, T100 = 100 nmol/I T-2, T1000 = 1000 nmol/l
T-2, * P<0,05; **P <0,01)

Az EH a kontroll esetében szignifikansan emelte a tapfolyadék IL-6- (P=0,00491) és IL-8

Ve

(P=0,0495) koncentraciot (5-6. abra). Szignifikansan emelkedett tovabba az IL-8 (P=0,018)

koncentracioja az 1000 nmol/l-es koncentracioban alkalmazott T-2 toxin hatasara (6. abra).
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A TL-6 koncentracio 24 oras T-2 toxin kezelést kovetoen
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5. abra: A tapfolyadék IL-6 koncentracioja 24 6ras T-2 toxin kezelést kovetden (CTR = kontroll,
EH= epoxid-hidrolazt is tartalmazé csoport, T10 = 10 nmol/l T-2, T100 = 100 nmol/l T-2, T1000 =
1000 nmol/I T-2, **P <0,01)

Az IL-8 koncentracio 24 oras T-2 toxin kezelést kovetden
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6. dbra: A tapfolyadék IL-8 koncentraci6ja 24 dras T-2 toxin kezelést kévetden (CTR = kontroll, EH=
epoxid-hidrolazt is tartalmazé csoport, T10 = 10 nmol/l T-2, T100 = 100 nmol/I T-2, T1000 = 1000
nmol/l T-2, *P < 0,05; **P <0,01; ***P < 0,001)
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Megbeszélés

Szamos tanulmény bizonyitja a T-2 toxin sejtkarosité hatdsat (Rocha et al., 2005), az
azonban még maig sem teljesen tisztazott, hogy pontosan milyen sejtszintii hatdsmechanizmusok
allhatnak a folyamatok héatterében, és az sem, hogy az adott kdrilmények kozott milyen iranyu
sejtkarositd folyamatok zajlanak le, illetve dominalnak (Wu et al., 2014).

Vizsgalataink soran azt az eredményt kaptuk, hogy a T-2 toxin mindegyik altalunk
alkalmazott koncentracioban (10; 100; 1000 nmol/l tapfolyadék) szignifikdnsan csdkkentette a
majsejtek metabolikus aktivitasat, ami sejtkarosito hatasra utalhat. Hasonlé eredményekre jutottak
Konigs és munkatérsai is (2009), akik vese proximalis tubulusaibdl szarmazé epitélsejteken és tiidd
fibroblaszt sejteken vizsgaltak tobbek kozott a T-2 toxin sejtkérositd hatasait.

Ezzel szemben az altalunk alkalmazott sejttenyészetek H,O, termelését a T-2 toxinnal
torténd inkubacid ebben a koncentracioban és inkubacios idével alkalmazva érdemben nem
befolyasolta. A H20- a reaktiv oxigén gyokok kozé tartozik, mely koncentraciojanak ndvekedése
oxidativ stresszre utal, amelyet a T-2 toxin altal elidézett sejtkarositd folyamatok kdzul in vitro
és in vivo koralmeények kozt is tobbszor leirtak (Nakade et al., 2018). Vizsgalataink soran tehat a
sejtek metabolikus aktivitdsa szignifikansan csdkkent, a H>O. koncentracidé viszont ezzel
egyidejlileg nem valtozott szignifikansan. Ez az eredmény arra enged kovetkeztetni, hogy a
sejtkarositd hatdsért vagy nem kizarolag a toxin altal elidézett oxidativ stressz felel, vagy az
altalunk alkalmazott majsejtmodell, inkubacids 1d6 €s dozis esetén az oxidativ stressz bevezetd
szakasza, amelyben a H20; koncentracidja intenziven megemelkedik, mar befejez6dott, €s mar a
késObbi, az oxidativ stressz terminalis szakaszara jellemz6 hatasok, igy példaul a lipidperoxidacios
folyamatok keriiltek el6térbe (Rezar et al., 2007). A T-2 toxin tovabba a ROS képzddésének a
fokozasa mellett gatolja a makromolekuldk (igy DNS, RNS és fehérjék) szintézisét, illetve fehérjék
szulfhidril csoportjahoz kapcsolédva szamos, az anyagcsere-folyamatokban kulcsszerepet jatszo
enzimet is gatol, amely valtozasok szintén nagy jelent6séggel birhatnak az intenziv sejtkarosito
hatasok kialakulasaban (Rocha et al., 2005).

Az epoxid-hidrolazok az allati szervezetben egyes xenobiotikumok, igy az epoxidok
lebontéséért felelések, mig a kornyezetben ezt a feladatot egyes talajlakd baktériumok latjak el
(Morisseau, 2013). A T-2 toxin toxicitasaért elsésorban annak epoxid csoportja felelos (Yanshen
et al., 2011). A Rhodococcus rhodochrous epoxid-hidrolazt termeld talajlako baktériumok kdzé
tartozik. Kutatasunk soran az e baktérium altal termelt epoxid-hidroldz majsejtekre gyakorolt
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hatéasait kivantuk vizsgalni, illetve arra kerestlink valaszt, hogy alkalmas lenne-e az enzim a T-2
toxin karos hatasai ellen torténé védekezésre (Shields-Menard et al., 2014; van Loo et al., 2006).
A trichotecének efféle semlegesitésére mar voltak torekvések, mely sordn kiilonféle élesztd
gombékkat és tejsav baktériumokat alkalmaztak (Wu et al., 2014). Az epoxid-hidroldz a toxinnal
kombinécidban torténé 8 Ords kezelését kovetden a sejtek metabolikus aktivitasat 10 nmol/I
koncentréacioban ndvelte, mig azt 1000 nmol/l koncentrécioban csokkentette a kontroll csoporthoz
kepest, tovabba ezen koncentraciok esetén a H.O> koncentracio is szignifikansan nott. Azt mar
tobb kutatasban is leirtdk, hogy T-2 toxinbdl, a lebonté anyagcserefolyamatok soran a méajban
szamos kiilonb6z6 metabolit keletkezhet, valamint azt is tudjuk, hogy a T-2 toxin és a bel6le
keletkez6 metabolitok koncentraciotol és tipustol fliggden kiilonbozé mértékben sejtkarositd és
immunmodulalé hatasuak is lehetnek (Mackei et al., 2018; Wu et al., 2014). Ennek megfeleléen
elképzelhetd, hogy az epoxid-hidrolaz enzimmel torténé kezelés hatasara T-2 toxin egy része
lebomlott, de a keletkezd metabolitok tovabbra is toxikus hatassal voltak a sejttenyészetekre, igy
Osszességében nem tortént kedvezo valtozas a sejtkarosito hatdsok mérséklésenek tekintetében sem
vagy az enzim ne bontotta el megfeleld hatékonysaggal, hiszen rendkiviil specifikusak. Errdl
pontosabb képet az enzimmel torténd kezelés és a majsejtek metabolikus aktivitasdnak hatdsara
keletkezd koztitermékek pontos mennyiségi €s mindségi meghatarozasa révén kapnank, mely
mérések azonban nem kepezték a dolgozat témajat.

Az EH az IL-6 koncentraciot a tapfolyadékban csak toxin nélkil ndvelte szignifikansan,
mig az I1L-8 koncentraciot toxin nélkil és 100 nmol/l T-2 koncentracio esetén, ezenkivil az IL-8
koncentraciot a toxin EH nélkil 1000 nmol/l koncentracidban szignifikdnsan novelte. Az
emelkedett interleukin koncentréacié a tapfolyadékban utal a nagy ddzisu T-2 toxin sejtkarosito
hatédsara, és szintén igazolja, hogy az EH a gyulladasos valasz merséklésének tekintetében sem
bizonyult kellé hatékonysagunak. A T-2 toxin human bélhamsejtekkel végzett kisérlet esetén is
ndvelte az IL-8 koncentraciot a tapfolyadékban (Kruber et al., 2011), viszont a mi kisérletlink soran
a majsejteken ilyen noveld hatast enzim nélkil csak a legmagasabb T-2 koncentracié esetén

tapasztaltunk.

Osszességében elmondhatd, hogy az epoxid-hidrolaz enzim, a T-2 toxin kéarositd hatasainak
merséklese celjabol az alkalmazott dozisban és inkubacios id6vel csirke hepatocita

sejttenyészeteken nem bizonyult megfelel6 hatékonysagunak.
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Osszefoglalas

A mikotoxinok mikroszképikus gombafajok biologiai hatassal rendelkezé masodlagos
anyagcseretermékei. Kozulik szamos toxin sulyos koz- és éallategészségugyi kockazatot jelent. A
T-2 toxin a trichotecénvazas mikotoxinok kozé tartozik, melyet a szant6foldi penészgombakhoz
sorolhat6 Fusarium-fajok termelnek. A toxin hatassal van az anyagcsere-folyamatokban kdzponti
szerepet betdltd majra, a molekularis szinten torténd valtozasok azonban nem teljesen tisztazottak.
Sejtkarositod hatasat f0képp az 4ltala generalt oxidativ stressz €s immunmoduldlo hatasa révén fejti
ki. A T-2 toxin lebontasdban fontos szerepet jatszanak a bakterialis epoxid-hidrolazok (EH).
Kisérletlink soran a toxin hatasainak vizsgalatan kivil arra kerestik a valaszt, hogy milyen médon
befolyasolja ezen enzim exogén modon torténd alkalmazéasa az altalunk kialakitott csirke eredetli
primer majsejtmodellt, igy alkalmazhato alternativat jelenthet-e a T-2 toxin elleni védekezés
teruleten.

Kisérletiinkben a kutatocsoportunk altal kidolgozott sejtizolalasi modszer alapjan primer
hepatocita tenyészeteket hoztunk létre Ross-308 fajtaju brojlercsirkékbdl, melyeken a T-2 toxin és
a Rhodococcus rhodochrous baktérium altal termelt EH sejtszinti hatasait kivantuk vizsgalni.
tartalmazo tapfolyadékkal kezeltiikk 24 oras inkubacios idét alkalmazva, mely elrendezésen belil
az enzim hatédsainak vizsgalata céljabol EH-zal kezelt (2 mg/ml tapfolyadek) és nem kezelt
csoportokat alakitottunk ki. A sejtek metabolikus aktivitasat CCK-8 teszt segitségével kovettik
nyomon, illetve Amplex Red modszerrel hataroztuk meg a tenyészetek H,O, termelését. Csirke
specifikus ELISA tesztekkel vizsgaltuk tovabba a sejtek altal termelt interleukin-6 (IL-6) és IL-8

A T-2 toxin minden alkalmazott koncentraciéban szignifikdnsan csokkentette a
sejttenyészetek metabolikus aktivitdsat, mig az epoxid-hidrolazzal torténé kezelés a 10 nmol/l
sejttenyészetek H,O> termelését az altalunk alkalmazott T-2 toxinnal torténé kezelés érdemben
nem befolyasolta. Az EH a vele egyutt alkalmazott 10 és 1000 nmol/l toxinkoncentracio esetén
szignifikansan fokozta modellinkén a H20> termelédését. Az EH a kontroll és a 100 nmol/l1 T-2
Szignifikansan emelkedett tovabba az IL-8 koncentracidja az 1000 nmol/l-es koncentracidban

alkalmazott toxinnal torténd kezelést kdvetden. Eredményeink alapjan kijelenthetjiik, hogy az
27



altalunk alkalmazott primer csirke eredetii hepatocita tenyészeteken a T-2 toxin egyarant hatéssal
volt a sejtek metabolikus aktivitasara és interleukin-termelésére. Tovabba, a toxin karositd
hatdsainak mérseklése céljabol alkalmazott epoxid-hidrolaz enzim vizsgélataink sordn nem

bizonyult hatékonynak.
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Summary

Mycotoxins are secondary metabolites produced by various microscopic fungi. Many of
these toxins provide risk both for human and veterinary medicine. T-2 toxin is a trichotecene
mycotoxin, which is produced by various Fusarium species. The toxin has significant effects on
the liver, but the molecular mechanism of its action is not well known yet. Recent studies
highlighted the cytotoxic effects of the toxin caused by oxidative stress and immunomodulation.
Bacterial epoxide hydrolase enzymes play an important role in the degradation of T-2 toxin. In our
study, beyond the direct cellular effects of the T-2 toxin we investigated the effects of exogenously
applied epoxide hydrolase (EH) enzyme on a primary hepatic cell culture model of chicken origin,
to assess if this enzyme may serve as an alternative tool to protect the cells against T-2 toxin.

In order to investigate the cellular effects caused by T-2 toxin and EH enzyme of
Rhodococcus rhodochrous origin, a primary hepatocyte culture of chicken origin was used. Cells
were incubated for 24 hours with culture medium containing 0, 10, 100 and 1000 nmol/l T-2 toxin
with or without EH supplementation (2 mg/ml culture medium). In order to monitor cellular
metabolic activity, CCK-8 assay was used. Further, Amplex Red method was applied to measure
H20> production of the cultures. Interleukin-6 (IL-6) and IL-8 production was determined by
chicken specific ELISA tests.

T-2 toxin significantly reduced cellular metabolic activity in every applied concentration,
whereas EH in combination with 10 nmol/l T-2 toxin treatment significantly increased this
parameter. H>O> production of cell cultures was not significantly affected by T-2 toxin exposure.
Further, EH treatment in combination with 10 and 1000 nmol/lI T-2 toxin significantly increased
the production of H20.. Interleukine (IL-6 and IL-8) levels were significantly increased by EH
treatment combined with 100 nmol/l T-2 toxin or with no toxin exposure. IL-8 concentration was
also significantly increased by the T-2 toxin in the concentration of 1000 nmol/l. Based on our
results, T-2 toxin treatment affected both cellular metabolic activity and interleukin production of
the applied chicken derived primary hepatocyte cell culture model. Furthermore, EH was not

effective in order to reduce the cellular damage caused by T-2 toxin.
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Az dtadott fijlok szama: A,

Jelen megillapodés elfogadasaval a szerzd, illetve a szerzi jogok tulajdonosa nem kizirdlagos
jogot biztosit a HuVetA szimara, hogy archivilja (a tartalom megvaltoztatasa nélkiil, a megor-
zés és a hozziférhetOség biztositdsdnak érdekében) és masolasvédett PDF formira konvertalja
és szolgaltassa a fenti dokumentumot (beleértve annak kivonatat is).

Beleegyezik, hogy a HuVetA egynél tébb (csak a HuVetA adminisztratorai szdmara hozzafér-
het6) mésolatot téroljon az On &ltal dtadott dokumentumbdl kizdrdlag biztonsagi, visszaallitisi
és megOrzési célbol.

Kijelenti, hogy az tadott dokumentum az On miive, és/vagy jogosult biztositani a megaliapo-
disban foglalt rendelkezéseket arra vonatkozéan. Kijelenti tovabb4, hogy a mii eredeti és leg-
jobb tudomésa szerint nem sérti vele senki mas szerz6i jogit. Amennyiben a mii tartalmaz olyan
anyagot, melyre nézve nem On birtokolja a szerzéi jogokat, fel kell tiintetnie, hogy korlatlan
engedélyt kapott a szerz6i jog tulajdonosatdl arra, hogy engedélyczhesse a jelen megallapodas-
ban szerepl6 jogokat, és a harmadik személy 4ltal birtokolt anyagrész mellett egyértelmiien fel
van tiintetve az eredeti szerz0 neve a miivon beliil.

A szerzbi jogok tulajdonosa a hozzaférés korét az aldbbiakban hatdrozza meg (egyetlen, a meg-
feleld négyzetben elhelyezett x jellel):

engedélyezi, hogy a HuVetA-ban -ban tirolt miivek korlatlanul hozzaférhetdvé valjanak
>< a vilaghélon,

az Allatorvostudomanyi Egyetem belsd halozatara (IP cimeire} korldtozza a feltdlititt
dokumentum(ok) elérését,

a Koényvtarban talilhatd, dedikélt elérést biztositd szamitogépre korl4tozza a feltoltott
dokumentum(ok) elérését,

csak a dokumentum bibliografiai adatainak és tartalmi kivonatinak feltltéséhez jarul
hozzi (korlatlan hozzaféréssel),




Keérjiik, nyilatkozzon a négyzetben elhelyezett jellel a helyben hasznsilatrél is:

>< Engedélyezem a dokumentum(ok) nyomtatott valtozatanak helyben olvasdsat a konyv-
tarban.

Amennyiben a feltdltés alapjét olyan mil képezi, melyet valamely cég vagy szervezet timoga-
tott illetve szponzoralt, kijelenti, hogy jogosult egyctérteni jelen megallapodassal a miire vo-
natkozdan.

A HuVetA lizemeltetdi a szerzd, illetve a jogokat gyakorl6 személyek és szervezetek iranyaban
nem vallalnak semmilyen felel8sséget annak jogi orvosldsira, ha valamely felhasznilo a
HuVetA-ban engedéllyel elhelyezett anyaggal torvénysérté modon visszaélue.

Budapest, 2013 év ....A4 ... .ho ..Q..’i.'...nap

\/mnop WCQ
" alairis
szerzd/a szerzdi jog tulajdonosa

A HuVetAMagyar Allatorvos-tudomdnyi Archivum — Hungarian Veterinary Archive az
Allatorvostudomanyi Egyetem Hutjra Ferenc Konyvtar, Levéltar és Mizeum dltal mifkodetett
egyetemi és szakteriileti online adattar, melynek célja, hogy a magyar dllatorvos-tudomadny és
-torténet dokumentumait, tuddsvagyondt elektronikus formdban Gsszegyiijise, rendszerezze,
megorizze, kereshetoveé és hozzdférhetdvé tegye, szolgdltassa, a hatdlyos jogi szabdlyozdsok
figyelembe vételevel.

A HuVetA a korszerii informatikai lehetdségek felhaszndlasdval biztositja a kénnyil, (internetes
keresdgépekkel is mitkods) kereshetiséget és lehetdség szerint a teljes szoveg azonnali elérését.
Célja ezek revén

- amagyar dllatorvos-tudomdny hazai és nemzetkizi ismertségének novelése;

a magyar allatorvosok publikdcidira térténd hivatkozdsok szamdnak, és ezen
keresztiil a hazai dllatorvosi folydiratok impakt faktoranak novelése;

- az Allatorvostudomdnyi Egyetem és az egyiittmiikidd partnerek tuddsvagyond-
nak koncentradlt megjelenitése revén az intézmények és a hazai dllatorvos-tu-
domany tekintélyének és versenyképességének novelése;

- aszakmai kapcsolatok és egyiittmilkidés eldsegitése,

- anyilt hozzdférés tamogatdsa.
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