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1. Roviditésjegyzék

A2780 - human tumoros petefészek sejtvonal

A549 - human tumoros tiidéham sejtvonal

B16 - human melanéma sejtvonal

BSA - szarvasmarha szérum albumin

Caco-2 - human adenokarcindoma sejtvonal

CHO-K1 - kinai horcsog petefészek sejtek

CNE2 - human tumoros nazofaringedlis sejtvonal
DAPI - 4°,6-diamidino-2-fenilindol

DMEM - Dulbecco-féle mddositott Eagle tapkozeg
DMSO - dimetil-szulfoxid

DNS - dezoxiribonukleinsav

DON - deoxinivalenol, vomitoxin

DT2 - deoxinivalenol + T2 toxin

EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav

EGF - epidermalis novekedési faktor

FAO - Elelmezési és Mezégazdasagi Vilagszervezet
FBS - f6talis borjusavo

GM-CFU - granulocita/monocita koldnia formal6 egység
H,0, - hidrogén-peroxid

HEPES - 4-(2-hidroxietil)-1-piperazin-etanszulfonsav
HepG2 - human hepatéma sejtvonal

HRP - tormaperoxidaz

HT-29 - human tumoros vastagbél sejtek

IC50 — fél maximalis gatlas koncentracio

IL-6 - interleukin-6

IL-8 - interleukin-8

IPEC-J2 - sertés jejunalis bélhamsejtvonal
JAK/STAT — Janus kinaz/ szignal transzducerek és transzkripcid aktivatorok

Ls174-T - human tumoros vastagbél sejtvonal



MAPK - mitogén aktivalt protein kindz
MCF7 - humén mellrak sejtvonal
mRNS - messenger ribonukleinsav
NF-«kB - nuklearis faktor -kappa B
PBS - foszfattal pufferolt sooldat

PPM - part per million

RA - rozmaringsav

RNS - ribonukleinsav

ROS - reaktiv oxigén fajtak

TER - transzepithelialis elektromos ellenallas
TMB - tetrametil-benzidin

TJ - szoros sejtkapcsolo struktira
U937 - humén leukémia sejtvonal
WGA — blizacsira agglutinin

WHO - Egészségligyi Vilagszervezet

Z0-1 - zona occludens-1

2. Bevezetés

A mikotoxinokkal szennyezett takarmdny etetésébdl adodd egészségiigyi artalom
veszélye azota fennall, midta az emberiség foldmiiveléssel élelmiszert allit eld. Azonban
ennek jelentdsége egyre inkabb hangsulyosabba valt az elmult évtizedekben. Ennek oka
tobbek kozott az orszagok eltéré gazdasagi és foldrajzi kiilonbozdsége, valamint nem utolso
sorban a globalis felmelegedés okozta iddjarasi szélséségek. A kiilonbdzé nemzetkdzi
szervezetek (FAO, WHO) becslései alapjan a vildg szantofoldi novényeinek 25%-a fert6zott
penészgombakkal, igy azok szekunder anyagcsere-termékeivel, a mikotoxinokkal (Pandya és
Arade 2016). A szegényebb orszagok lakossaga altal elfogyasztott gabonaalapi termékek
szennyezettek leginkabb mikotoxinokkal (Wild és Gong 2010).

A mikotoxinok az emberi €s az allati szervezetre kifejtett hatasat, a mérgezési tiinetek
megjelenését mikotoxikézisnak nevezzikk. A mérgezés kialakuldsa 4ltaldban a
gasztrointesztinalis rendszeren keresztiil torténik, azonban eléfordulhat béron at (kontakt) és
inhalacids formajaban is (Omotayo és mtsai. 2019). Ennek a kedvezdtlen mikotoxin hatasnak
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a mértéke fiigg attol, hogy milyen gyakran és mekkora dozisban érintkezik az emberi vagy
allati szervezet a mikotoxin szennyezddéssel, tovabba a mikotoxin tipusatol, valamint az
¢lolények fizikai, ivari, faj/fajta allapotatél. Nem elhanyagolhatd az egyéb mikotoxinok és
egyéb vegyszerek szinergista hatdsa sem (Gajecka és mtsai. 2013).

A haszonallat tartasban is komoly veszteségeket okozhatnak a takarmanyok
emelkedett mikotoxin koncentracidi. A kérddzok a bendé mikroflorajanak barrier szerepe
miatt kevésbé érintettek egyes mikotoxin fertdzésekben, azonban az allat ehetd szoveteiben
(hus, tej) itt is megjelenhetnek ezek a masodlagos anyagcseretermékek, és kifejthetik a
novekedésre gyakorolt negativ hatasaikat (pl. ndvekedésben vald elmaradés, satnyasag,
gyapju hozam) (Iheshiulor és mtsai. 2011). A monogasztrikus allatok koziil a baromfi €s a
sertés kiilonosen érzékenyek az egyes mikotoxinok altal okozott megbetegedésekre. A
mikotoxinok rontjdk a takarmdnyok beltartalmi értékeit, kellemetlen izt okoznak, ezéltal
csokken a takarmany felvétel és a novekedési erély, kovetkezésképp a haszonallatok
teljesitménye.

Eghajlatunkon a globalis felmelegedés miatt az aflatoxin terhelés is varhatdan
novekedni fog a tobbi jelentdsebb mikotoxin mint az ochratoxin, a deoxinivalenol (DON), a
T-2 toxin és a zearalenon mellett (FAO 1998). A sertés agazatban a legartalmasabb
trichotecének kozé a DON ¢és a T-2 toxin tartozik (Iheshiulor és mtsai. 2011).

A T-2 toxin és mas trichotecén A vazas vegyliletek jelentésen csokkentik a
szaporasagi mutatokat a sertéstelepen akar 1-2 ppm koncentracidé mellett. A toxinnak kitett
kocakban infertilitds fordul el6 és a petefészek, méh nyalkahartyajan 1ézidk figyelhetok meg.
A DON csokkent takarmany felvételt indukal, ami szintén a fiaztatd egységben 1€vo laktalo
¢s fiald6 kocakat érinti leginkdbb (Cortyl és mitsai. 2008). Ez a telepi menedzsment
szempontjabol a csokkend termékenyitési ratdn, a visszaivarzé kocak szaman, a csokkent
valasztasi sulyban figyelhetd meg. Feltinhet még nagy DON terhelésnél a malacok akut
hasmenése is, ami akar elhullashoz is vezethet.

Ebbdl is lathatjuk, hogy a toxin terhelés csokkentése gazdasagi és tarsadalmi érdek is.
A gyengébb allatok megndvekedett antibiotikum felhasznalast tesznek sziikségessé, ami a
haszonallatok ¢és kozvetetten az emberekre is kifejezetten veszélyes az antibiotikum
rezisztencia terjedése miatt (Kumar ¢és mtsai. 2014). A toxin terhelés csokkentésére

hasznaljdk a szervetlen toxinkotd vegyiileteket, mint a bentonit vagy annak dasvanyi



alkotorésze, a montmorillonit. A miikddési elviik azon alapul, hogy relativ nagy megkotd
feliiletként vannak jelen a takarméanykeverékben (Chaytor és mtsai. 2011). Viszont a
szervetlen toxinkotoknek dnmagukban nem sikeriilt a mikotoxiko6zis probléméajat megoldani,
mivel limitdlt az a mennyiség, amelyet a takarmanyba keverhetnek, igy annak megkotd
feliilete is korlatolt.

Az antibiotikumok szigorubb szabdlyokhoz kotott felhasznédldsa miatt fordult az
¢lelmiszer- ¢és takarmanyipar az alternativ takarmanykiegészitk kutatasa felé. Ilyen
természetes takarmany kiegészitd a polifenolok koézé sorolhatd rozmaringsav is. A
rozmaringsavnak tobbek kozott erds antioxidans és gyulladascsokkentd hatdsa van, ami
nagyon hasznos a bélfal (kifejezetten a vékonybél) integritasinak megdrzésében. A
mikotoxinok oxidativ stressz hatast gyakorolnak a bélhamsejtekre. A fokozatosan kialakuld
gyulladas negativan hat a bélfal integritasra, igy csokkentve annak felszivo-képességét és a
bélben a helyi immunitast. Azzal, hogy a rozmaringsav mérsékli a mikotoxinok negativ
hatasait, segit megOrizni az optimalis mikrobidta Osszetételét. Igy a bélre kéros
mikroorganizmusok, mint példaul Salmonella spp., Escherichia coli, Staphylococcus spp. és
a Streptococcus spp. nehezebben tud megtapadni a bélham felszinén (Kumar és mtsai. 2014).

Munkank célja egy poliészter membréan inzerten tenyésztett, ujsziilott sertés jejunum
eredetli IPEC-J2 sejtmodell 1étrehozasa volt, amelyen vizsgalhattuk két mikotoxin, a DON és
a T-2 toxin hatasat a bélhamsejtek életképességére, a bélbarrier integritasra, a redox ¢€s
gyulladdsos folyamatokra, valamint tanulmanyozhattuk a rozmaringsav hatdsat a
mikotoxinok &ltal eldidézett karos hatdsok kivédésében. Kutatdsunk soran arra kerestiink
valaszt, hogy a rozmaringsav képes-¢ mérsékelni a DON ¢és T-2 toxin, illetve ezek
kombindcidinak negativ hatésait és in vitro vizsgalatok adatai alapjan alkalmas-e arra, hogy
egy alternativ takarmanykiegészitd lehessen a mikotoxikozis kedvezdtlen hatasainak

megelézése céljabol.



3. Irodalmi attekintés

3.1 A rozmaringsav hatasainak jellemzése

A polifenolokat két csoportra lehet bontani: flavonoidok, illetve nem-flavonoidok. A
nem-flavonoid csoporthoz tartoznak a fenolos savak. A fahéjsav fenolgytiriij¢hez kapcsolddo
hidroxilcsoportokkal alakulnak ki a hidroxi-fahéjsavak, ahova tartozik a kavésav, a ferulsav
¢és a p-kumarsav is. Ritkan fordulnak el6 aglikonként, viszont gyakran észterek képzddhetnek

beldliik. A kavésav észterei koz¢ sorolhatod a rozmaringsav (RA) is (1. abra).

Fenolos komponensek
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1. abra A polifenolok csoportositasa és a rozmaringsav szerkezeti képlete (a kémiai szerkezetet

Seprddi Julia készitette).

A természetben a RA a Lamiaceae csalad sok fajaban nagy koncentracioban fordul
el6. A RA antivirdlis, antibakteridlis, gyulladdscsokkentd és nem utolsé sorban antioxidans
hatassal is bir (Petersen 2003). A sokszini felhasznalhatdésaganak koszonhetden az utobbi
idében a tudomanyos érdeklédés kozéppontjaba kertilt.

Hossan és mtsai (2014) bizonyitottdk, hogy a rozmaringsav kifejezett antioxidans
tulajdonsaganak kovetkezményeként in vitro tumorellenes hatast kiilonboz6 sejtvonalakon
(HT-29, Ls174-T, CNE2, B16, A549, U937, HepG2, MCF7, A2780). Bittner és mtsai (2019)
meghataroztdk az RA antimikrobialis, antiviralis, antifungalis koncentracioit az altaluk

cre

sejtek életképességét 48 ora inkubalas utan, ezt az RA a COX-2 enzim gatlasaval érte el, ami



a RA gyulladascsokkentd és tumorellenes hatasat hatarozza meg. Gombaellenes tulajdonsaga
abbol adodik, hogy az RA képes gatolni az izocitrat-lidz enzimet a glioxilat cikluson beliil.
IPEC-J2 sejtvonal vonatkozasaban azt talaltdk, hogy a RA jelentésen megnovelte a
sejtek életképességét azzal, hogy csokkentette az oxidativ stressz mértékét és a gyulladasos
citokinek expressziojat (Pomothy és mtsai. 2020a). In vivo kifejtett hatdsai a mar emlitett
tulajdonsagaibdl kovetkeznek. Lin és mtsai (2019) bizonyitottdk a RA antivirdlis hatdsat
human enterovirusokkal szemben. A kisérletben azt talaltdk, hogy a RA nem csak a humén
rabdomioszarkdéma sejtek citopatogén elvaltozasat gatolta meg, hanem az enterovirus altal
indukalt apoptozis mértékét is csokkentette. Az allatkisérletek soran mesterségesen fert6zott
egerek a fertézést kdvetd harmadik napon mar a paralizis jeleit mutattdk, majd a hatodik
napra az Osszes fert0zott allat elpusztult. Ezzel ellentétben azon egerek esetében, akiket
megfertdztek, majd kezeltek 20 mg/kg RA-val, a tilélési arany 80%-ra mddosult. A csak RA

kezelést kapott egerek csoportjdban nem volt elhullas a kisérlet id6tartama alatt.

3.2 Fuzariotoxinok hatasanak jellemzése sertésben DON és T2 esetében

A sertés monogasztrikus allat, szervezetébe a DON gabonafélékkel keriilhet be, amire
a sertés kifejezetten érzékeny. A DON (2. abra) a Fusarium graminearum anyagcsereterméke
¢és altalanos klinikai hatdsai kozott tartjuk szdmon a takarmany felvétel csokkenését (és az
ebbdl adodo sulyvesztést) és a hanyast (Diekman és Green 1992; Pomothy és mtsai. 2020b).
A DON egyéb gasztrointesztindlis elvaltozasokat is okozhat, mint a hasmenést,
végbéleldesést, gyomorfekély képzddést. A DON emetikus hatdsat potencirozza a
fuzariumsav, ekkor mar 0.14 ppm- nél jelentkezhet a hanyas (Smith és mtsai. 1997). A F
graminearum nedves ¢s relativ meleg kornyezetet igényel. A takarmanyban 1 ppm alatti
DON toxinterhelés nem jar jelentds hatassal, 1-3 ppm kozotti koncentracioban mar csokken a
sertések takarmanyfelvétele, 3-10 ppm koncentraciok esetében immunszuppresszié ¢&s
sz4j/bor irritacid jelentkezhet, 10-20 ppm-nél mar a takarmany teljes visszautasitdsa is

megtorténhet (Osweiler 2006).



2. abra A deoxinivalenol szerkezeti képlete

A fuzariotoxinok befolyasoljak a mdj anyagcsere folyamatai a nukleinsav- ¢és a
fehérjeszintézis gatlasaval (Smith és Az-Llano 2009). Mikotoxinnal valé kontaminécio
mérlegelési szempont a vakcinazasok soran €s fontos tényezd a fertdzésekkel szembeni
ellenallo-képességnél is. Hatassal van a szaporodasbioldgia mutatokra is, csokkenti a fejlodo
petesejtek szdmat, igy az alomszamot (Tiemann és Danicke 2007). Az el6hasi kocak sokkal
érzé¢kenyebbek, mint a vemhes kocék, ez azonban nem a DON kozvetlen hatdsanak az oka,
hanem indirekt modon a csokkent takarmanyfelvételnek és a maj anyagcesere zavarainak
tulajdonithato.

Per os felvételnél a DON gyorsan és majdnem teljesen felszivodik a gyomorbdl és a
vékonybél proximalis részébdl (Dénicke és Matthes 2003). A DON- nak j6 a megoszlasi
képessége a szervezetben, viszont a szovetekben nem halmozddik fel (Prelusky és Trenholm
1991). A vese valasztja ki legnagyobb részben, azonban {iriil epével és bélsarral is
gliikuronsavas konjugacié utan. Osszességében semmilyen allati szovetben nem mutathato ki
maradékanyag, mivel nagyon gyorsan eliminalodik. Ha a szennyezett takarmanyt megvonjuk,
a prognozis kifejezetten kedvez6 (Prelusky és mtsai. 1994).

A nedvesebb hiivosebb klimat kedveld Fusarium sporotrichioides és a Fusarium poae
T2 toxint (3. abra) termel. A T2 toxin nagy dozisban (> 10 ppm) kozvetlen kontaktus ttjan
irritaciot és nekrotikus elhalast is indukéalhat a bérben. Bar a takarményban éltaldban alacsony
koncentracioban fordul eld, a felvétele sulyos kovetkezményekkel jarhat. Annak ellenére,

hogy kifejezett 6nlimitalod tulajdonsaggal bir, mar nagyon alacsony koncentracional is (< 3



ppm), teljes takarméany visszautasitast okoz, emellett jelentds élettani, korbonctani és
korszovettani hatdsokat figyeltek meg. Ilyen az immunszuppresszid, gasztroenteritis,

hasmenés, sokk, kardiovaszkularis elégtelenség és halal (Zimmerman és mtsai. 2012).

O
O

O

pu

3. abra A T2 toxin szerkezeti képlete

O HO

3.3 Az IPEC-J2 sejtvonal jellemzése, alkalmazasi lehetoségei

Az IPEC-J2 sejteket 0jsziilott sertések jejunumabol izoldljdk még a kolosztrum
felvétele elott. Ezek a sejtek gyors sejtproliferacios ¢€s kolonizaciés képességgel
rendelkeznek, igy mar 1-2 hét elteltével kialakul az in vivo sejtekre jellemzd polarizalt
hamsejtréteg (Geens €és Niewold 2011; Vergauwen 2016; Lea 2015). A nem daganatos
sejtvonalon végzett kutatds eredménye jobban reprezentalja a vizsgalt anyag in vivo kifejtett
hatasait. A nyert sejtkultura alkalmas az epitelidlis transzportfolyamatok, a
sejtdifferencidlodas, valamint a patogén és nem patogén baktérium- enterocita interakciok
vizsgalatara, hasznalhato a jotékony és kartékony anyagok bélhamsejtre kifejtett hatasainak
tanulmanyozasara (Paszti-Gere és mtsai. 2012; Pészti-Gere és mtsai. 2014), valamint
lehetdség nyujthat kronikus megbetegedések, mint a Crohn-betegség és a fekélyes

vastagbélgyulladds modellezésére is (Geens és Niewold 2011)



A sejtek apikalis feliiletén mikrovillusok talalhatdak és a szomszédos sejtek a szoros
sejtkapcsolo struktarakkal (tigh junction-nel, TJ-vel) kapcsolddnak. A szoros sejtkapcsolo
struktura fontos szerepet tolt be a sejtek kozotti kommunikdcidban ¢és a sejtréteg
permeabilitdsdnak kialakitasaban. Ebben a klaudin-1, -3, -4, -5, -7, -8, -12, a tricellulin, az
okkludin, E-kadherin és a zonula okkludens-1 fehérjék kulcsszerephez jutnak (Vergauwen
2016). Ezen fehérjék lokalizaciojanak meghatarozasaval ¢s immunfluoreszcencids
vizsgalataval kovetkeztetni tudunk a sejtréteg permeabilitasdnak ¢és barrier integritasanak
tulajdonsagaira. A vékonybélbdl izolalt sejtek kehelysejtekben szegények, igy a citoprotektiv

hatasti mucin termelddés elhanyagolhato.

3.4 Gyulladascsokkento citokinek szintjének valtozasa fuzariotoxinokkal

valo expoziciot kovetoen

crer

mRNS- szintek valtozasanak mérésével szamoltak be. Kang és mtsai (2019) megfigyelték,
hogy a gyulladast eldsegitd citokinek, az interleukin (IL) -6 gén expresszidja szignifikdnsan
novekedett az IPEC-J2 sejtekben, amelyeket DON- nal kezeltek 0.5 -2 pmol/L
koncentracioban 4 6ran keresztiil. Ennek megfeleléen Liu és mtsai (2019) arrdl szamoltak be,
hogy az IPEC-J2 sejtek IL-6 mRNS- tartalma ndvekedést mutatott, miutan a sejteket 8 oras 4
umol/L DON-nal inkubaltdk. Guo és mtsai (2019) azt is megallapitottdk, hogy az IPEC-J2
sejtek 24 oras 1 umol/L DON-nal torténd kezelése az I1L-6 szint emelkedéséhez vezetett.

Vannak azonban ellentmondasos adatok a DON- éaltal indukalt IL-8 mRNS szintjével
Osszefliggésben az IPEC-J2 sejtekben. Liu és mtsai (2019) gy talaltak, hogy a DON 4
umol/L koncentracioban 8 oran keresztiil nem valt ki jelentds valtozasokat az IL-8 gén
expressziojaban, de alacsonyabb koncentracidoknal, példaul 0.25 pumol/L koncentracional az
IL-8 szintek alulszabalyozéasat okozhatja. Azt is megallapitottak, hogy a DON magasabb
koncentracidja (6.7 umol/L) nem valtoztatta meg az IL-8 mRNS expressziojat az IPEC-J2
sejtekben (Kluess és mtsai. 2015). Ezen eredményekkel ellentétben Cano és mtsai (2013)
bebizonyitottdk, hogy a DON 10 umol/L koncentracidoban 8 oOran keresztiil szignifikdnsan

emelte meg az IL-8 mRNS szintjét. Az IL-8 termelését Guo és mtsai (2019) is vizsgaltak, és
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arrol szamoltak be, hogy 1 umol/L DON szignifikdnsan megndveli az IPEC-J2 IL-8 tartalmat

24 és 48 oras inkubacios idovel.

3.5 DON és T-2 toxin kezelés hatasai bélhamsejtek redox allapotara

Széles korben elfogadott tény, hogy a trichotecén mikotoxinok toxicitasat dontéen a
ribotoxikus stress valasz alapjan kialakuld oxidativ stressz okozza (Zhou és mtsai. 2005). A
sejteken beliil a DON ¢és a T-2 aktivalja a mitogén aktivalt protein kinazokat (MAPK-t)
(Lucioli és mtsai. 2013), a Janus kinaz / szignal transzducer és transzkripcid aktivatorokat
(JAK/STAT-ot) (Wang és mtsai. 2012) és nuklearis faktor -kappa B-t (NF-kB-t) (Van De
Walle ¢és mtsai. 2008; Liu és mtsai. 2017), amelyek apoptdzishoz vezethetnek. A riboszomak
mellett a mitokondriumokat tekintik a trichotecén mikotoxin szennyezddések célpontjanak
(Bin-Umer ¢és mtsai. 2014; Liu és mtsai. 2014). Kang és mtsai (2019) arrdl szamoltak be,
hogy a 6.7 umol/L DON az IPEC-J2 sejtekben 24 6ras mikotoxin expozici6 utan szignifikans

emelkedést okozhat az intracellularis ROS szintekben.

3.6 DON és T-2 toxin karos hatasa a bélhamsejtréteg integritasara

Tobb kutatocsoport beszamolt arrol, hogy a DON alkalmazas a TER értékek
szignifikans csokkenését eredményezi a dozistol és az alkalmazas modjatol fliggden (Diesing
¢s mtsai. 2011; Goossens ¢és mtsai. 2012; Kang és mtsai. 2019). A 210 nmol/L
koncentracioban 72 6ran 4t alkalmazott T-2 szintén csokkentheti az IPEC-J2 sejtréteg
integritasat (Goossens €s mtsai. 2012).

IPEC-J2 sejtekben a zonula okkludens (ZO) -1 expresszidja hogyan valtozik. A ZO-1
szétesését csak akkor figyelték meg, ha a DON-t 6.74 umol/L koncentracidoban alkalmaztak,
szemben a 0.674 pmol/L koncentracidéval (Diesing és mtsai. 2011). A klaudin-3 folyamatos
rétegként detektalodott minden kezeletlen IPEC-J2 sejt koriil, szemben a DON- nal
szennyezett sejtekkel (6.74 umol/L), amelyekben a klaudin-3 csokkent expresszidja volt
lathatd (Diesing és mtsai. 2011). Szdmos tanulmany a DON alkalmazas és a klaudin-3 és

klaudin-4 fehérje expressziojanak csOkkenése kozotti Osszefliggés feltarasat vizsgalta
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bélhamsejtekben (Pinton és mtsai. 2009; Gu és mtsai. 2016), amely kutatdsok soran
bizonyitast nyert, hogy a DON megnovekedett 20 umol/L koncentracioénal befolyasolja csak
a klaudin-1 expressziot (Springler és mtsai. 2016). Az okkludin lokalizacijanak a DON-nal

valo kezelést kovetd valtozasait még nem sikeriilt teljes mértékben tisztazni.

3.7 A kutatas célkitiizései

Vizsgalatunk célja (i) a DON, T-2 toxin, DT2 és RA citotoxicitdsanak meghatarozasa
(i) a DT2 és RA hatasanak vizsgalata a sejtréteg integritdsara vonatkozoan (iii) valamint a
gyulladasos citokinek kozil az IL-6 és IL-8- szint valtozasara ¢és a redox allapot
befolyasolasara IPEC-J2 sejtek esetében. Ezen tulmenden immunfluoreszcens vizsgalatot is
végeztiink két szoros sejtkapcsold fehérje, az okkludin és a klaudin-1 lokaliz4cios
mintazatdnak valtozdsainak nyomon kovetésére DT2-vel terhelt IPEC-J2 sejtekben RA

hianyéban ¢és jelenlétében.

4. Anyag és modszer

4.1 Az IPEC-J2 sejttenyészetek készitése

A kisérlethez sertés bélhamsejtvonalat hasznaltunk (IPEC-J2 ACC 701). Az IPEC-J2
sejteket Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) és Ham’s F12 Nutrient tapfolyadék
1:1 aranyu oldatdban tenyésztettiik (DMEM/F12, Sigma-Aldrich, Budapest, Magyarorszag).
Az oldatot kiegészitettik 1.5 mmol/l 4-(2-hidroxietil)-1-piperazin-etanszulfonsavval
(HEPES), 5% fotalis borjusavéval (FBS, Biocenter, Budapest, Magyarorszag), 1% inzulin/
transzferrin /natrium-szelenit médium kiegészitovel, 5 ng/mL epidermalis ndvekedés
faktorral (EGF), 1% penicillin/sztreptomicinnel. A komponenseket a Thermo Fisher
Scientific-t6] szereztiik be (Waltham, MA, USA). A felhasznalt sejtek 40 és 42 kozotti
passzazsszammal rendelkeztek. A kisérlet elsé Iépéseként kivettiik a fagyasztott IPEC-J2
sejteket a folyékony nitrogénbdl. Az igy tarolt sejteket melegités utan milanyag sejttenyészto
flaskaba helyeztiik (Orange Scientific, Braine-l'Alleud, Belgium) ¢és 10 ml DMEM/F12

tapfolyadékot adtunk hozzajuk, majd parasitott kornyezetben, 5% CO, tartalom mellett 37

12



°C-on inkubaltuk 6ket. Az egy hét alatt kialakult, konfluens tenyészetet passzaltuk és
membran inzertekre iiltettiik ki a sejteket. Az atiiltetés sordn eldszor pipetta segitségével
leszivtuk a feleslegessé valt tapoldatot, majd 5 ml foszfattal pufferolt sooldattal (PBS)
atmostuk a tenyészetet. Ezutdn megkezdtik a sejtek kezelését 2 ml tripszin-
etilén-diamin-tetraecetsav (EDTA) (0.05% tripszin, 0.6 mM EDTA) oldattal, majd 10 percre
az inkubatorba helyeztiik Oket. Ezutan a sejteket poliészter membran inzertet tartalmazo
tenyésztdedényekre iiltettiik ki 2x10° sejt/ml stirliségben. Ezutan a 6 lyuki sejttenyésztd
edény apikalis (inzert feletti) részére 1.5 ml tapfolyadékot, a bazolateralis (inzert alatti) részre
pedig 2.6 ml DMEM folyadékot pipettaztunk. A sejteket tovabbra is 37°C-on, 5% CO,
mellett inkubaltuk. A tapfolyadékot kétnaponta cseréltilk, minden csere alkalmaval

transzepitelialis elektromos ellenallas (TER) méréssel ellendriztiik a sejtek differencialodésat.

4.2 IPEC-J2 sejtek kezelése mikotoxin kombinaciokkal és RA-val

A DON (molekularis témeg 296.319 g/mol) és T-2 toxin (466.527 g/mol) valamint a
rozmaringsav (RA) (360.31 g/mol) a Mercktdl (Darmstadt, Németorszag), a dimetil-szulfoxid
(DMSO) ¢és az acetonitril a Thermo Fisher Scientific-tdl (Waltham, MA, USA) keriilt
beszerzésre. A végsO koncentracid a sejtkultirdban a DMSO vagy acetonitril esetében
<0.5%(v/v) volt.

Elészor a DON ¢és T-2 mikotoxint teszteltiik kiilon-kiilon a sejteken, amelyeket
apikalisan és bazolateralisan adtunk az IPEC-J2 sejtekhez. A DON koncentracio tartomanya
0 —50 umol/L, mig a T-2 toxin esetében ez 0 -50 nmol/L volt. A kezelés id6tartamat 48 és 72
ordban hatdroztuk meg. A mikotoxin kombinéciok in vitro hatasanak feltérképezéséhez a
kovetkezd DON ¢és T-2 (DT2) tartalmt oldatokat készitettiik el, amelyeket apikalisan és
bazolateralisan is hozzdadtunk a sejtekhez: 1 pmol/L DON + 5 nmol/L T-2; 5 umol/L DON +
10 nmol/L T-2; 10 pmol/L DON + 5 nmol/L T-2 and 10 pumol/L DON + 10 nmol/ L T-2.

A kisérlet tovabbi részében az IPEC-J2 sejteket 24 6raig elokezeltiik 50, 100, 500 and
1000 pmol/L  koncentracioji RA-val. Magidt a RA-t DMSO-ban oldottuk fel. A
kezeldoldatokat egy fecskenddre felerdsitett 0.2 pwm porus atmérdjii steril sziirén keresztiil

szurtiik meg (Millex-GV, Merck, Darmstadt, Németorszag).
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4.3 Citotoxicitas kiértékelése Neutral red modszerrel

Az IPEC-J2 sejtek életképességét a 48 ¢és 72 6ras DON, T-2, DT2 és RA kezelés utan
mértiik Neutral red probaval (Merck, Darmstadt, Németorszag). A proba az ¢életképes sejtek
eurhidin festék felvételének képességével fligg Ossze. Az IPEC-J2 sejteket inkubaltuk
mikotoxinokkal és RA-val 48 és 72 oraig, a kontroll sejteket csak fenolvords mentes
DMEM-mel kezeltiik. A kozeg eltavolitdsa és PBS-el torténd mosast kovetden az IPEC-J2
sejtekhez hozzaadtuk a Neutral red oldatot 45 mg/L koncentracioban (Repetto és mtsai. 2008)
fenolvords mentes médiumban 2 6raig. Az IPEC-J2 sejtek mosasa utan festék kioldd oldatot
(etanol/ ioncserélt viz/ jégecet, 7.5/7.4/0.15, v/v/v) hasznaltunk 10 percig. A sejtek
¢letképességét 540 nm-en ELISA leolvasd miiszerrel mértilk (EZ Read Biochrom 400,
Cambridge, UK).

4.4 IPEC-J2 sejtek integritasanak meghatarozasa TER segitségével

Az IPEC-J2 sejteket 6 lyukt Transwell membran inzertre (poliészter, 0.4 um porus
atmérd, Corning, Merck, Darmstadt, Németorszag) iiltettik ki 3x10° sejt/lyuk
koncentracioban. A mért TER érték alapjan a sejtek polarizaltsdganak mértékére lehet
kovetkeztetni. A barrier integritas mértékét EVOM Epithelial Tissue Volt Ohmmeter-rel
(World Precision Instruments, Berlin, Németorszadg) mértiik. Az eredményt ugy kaptuk meg,

hogy a mért TER értéket megszoroztuk a membran inzert feliiletével (4.67 cm?).

4.5 H,0, termelés mérése

Az IPEC-J2 sejtek H,O, termelésének nyomon kovetésére Amplex Red Hydrogen
Peroxide Assay kitet hasznaltuk (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).
Tormaperoxidaz (HRP) jelenlétében az Amplex Red reagens reakcioba 1ép a képzddd
peroxiddal (1:1 sztochiometrikus aranyban) és fluoreszcens tulajdonsaggal rendelkezo

rezorufin képzddik. A sejtmentes feliiluszobodl, a bazolateralis oldalrdl 48 és 72 ora elteltével
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mintakat gy(jtottink a tovabbi vizsgéalatokra. A sejtmentes feliiliszobol 50 pL-t
Osszekevertlink 50 pL. Amplex Red munka oldattal (4. abra). A fluoreszencia intenzitasat
fluoriméterrel mértiik (excitacios hullam 530 nm, emisszioés hullamhossz 590 nm, Victor X2
2030, Perkin Elmer, Waltham, MA, USA). 0-15 uM koncentracioban linearis Osszefiiggést

talaltunk a fluoreszcencia intenzitas és a H,O, koncentraciok kozott.

4. abra Extracellularis H,0, mérése 96-os tenyésztélemezen Amplex red modszerrel.

4.6 Gyulladaskelto citokinek mennyiségi meghatarozasa

IPEC-J2 sejtmentes feliiliszdjaban az IL-6 és az IL-8 meghatarozasa sertés 1L-6
(Aviva System Biology, San Diego, USA) és sertés IL-8 szendvics ELISA kittel (Merck,
Darmstadt, Németorszag) tortént (5. abra). Ahhoz, hogy meghatarozni tudjuk a citokin
szinteket a 48 és 72 oras kezelés utan, a feliiluszot a gyartd utasitasainak megfelelden
hasznaltuk fel és a mintak abszorbanciait 450 nm-en mértik (Victor X2 2030, Perkin Elmer,
Waltham, MA, USA). A kalibracios egyenes adatai alapjan, az IL-6- 78-5000 pg/mL kozotti
tartomanyban, az IL-8 8.19 -2000 pg/mL tartomanyban volt kvantitativan mérheto.
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5. abra IL-6 és IL-8 koncentracio mérések ELISA moddszerrel. IL-6 és IL-8 tartalmu mintak esetében a minta

kék szinti, mely STOP oldat hozzadadéasara sarga szintivé valtozik.

4.7 Okkludin és klaudin-1 eloszlasanak vizsgalata immunfluoreszcens

festéssel

Az occludin és klaudin-1 lokalizaciojat konfokalis mikroszképpal végeztik. Az
IPEC-J2 sejteket 72 oraig inkubaltuk, majd apikalisan és bazolateralis DT2-t, vagy DT2 +
RA-t adtunk hozzajuk. A sejteket metanollal fixaltuk (Merck, Darmstadt, Németorszag). Az
IPEC-J2 sejteket 20 percig kezeltiik 5%-o0s szarvasmarha szérum albumint (BSA, Merck,
Darmstadt, Németorszag) tartalmazé PBS-el szobahdmérsékleten. A lemezeket 1 oOran
keresztiil szobahdmérsékleten inkubaltuk nyul anti-klaudin 1 poliklonalis elsédleges
antitesttel (1:200, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), vagy nyul
anti-okkludin poliklonalis elsddleges antitesttel (1:200, Merck, Darmstadt, Németorszag). Ezt
kovetden az inzerteket Alexa-Fluor 546 konjugélt anti-nytl IgG masodlagos antitestekkel
(1:200, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) inkubaltuk, melyet
korabban PBS-el higitottunk. A szialsav maradékot az IPEC-J2 sejtmembranban buzacsira
agglutininnal konjugalt Alexa-Fluor 488-al festettiik (1:200 PBS-ben oldva, WGA Alexa
Fluor 488, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) 10 percig, és a
sejtmagokat tovabbi 10 percig festettiik 4°,6-diamidino-2-fenilindollal (DAPI) (1:500
aranyban PBS-ben oldva, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Az
inkubaciok kozott az inzerteket 3 x 5 percig PBS oldattal mostuk. Fluoreszcens rogzitd

anyagot haszndlva az iiveg lemezekhez ragasztottuk az inzerteket (Dako, Agilent
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Technologies, Glostrup, Dénia). A mintdkat Leica konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk

(Leica SP2 Confocal Microscope, Wetzlar, Németorszag).
4.8 Statisztikai analizis

Az eredmények statisztikai analizistét az R Core Team (2016) segitségével végeztiik
(R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria). A csoportok kozotti kiilonbségek
meghatdrozasara egytényezOs variancia analizist, egy utas ANOVA modellt és post-hoc
Tukey tesztet hasznaltunk. *p < 0.05; **p < 0.01 és ***p < 0.001 statisztikailag szignifikans

kiilonbségnek értelmeztiik.
5. Eredmények

5.1 A citotoxicitas mértéke DON, T-2 toxin, DT2 és RA esetében

A citotoxikus hatas mértéke DON, T-2 toxin, DT2 és RA kezelés hatasara 48 és 72
Ora utan tortént kiértékelésre (6. abra). A DON-t 0 pmol/L és 50 umol/L kozotti, mig a T-2
mikotoxint 0 nmol/L és 50 nmol/L ko6zotti koncentracidban alkalmaztuk. A 48 és 72 o6ra
inkubacios 1d6 letelte utan DON 50 umol/L koncentracidjanal szignifikdns sejtpusztulas volt

megfigyelhetd 48 ¢és 72 ora kezeléseket kovetden egyarant (p < 0.001) (6a abra).
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6. abra Differencialt IPEC-J2 sejtekre kifejtett citotoxikus hatas DON (a), T-2 (b), DT2 (c) és RA (d) kezelések
esetében. A kezelések 48 és 72 oraig torténtek. Szignifikans csokkenés volt a sejtek életképességében a kontroll,
illetve az 50 umol/L DON-nal vagy 20 nmol/L T-2-vel kezelt sejtek kdzott. Nem volt szignifikans citotoxikus
hatassal a 48 és 72 oras DT2 kezelés (1 pmol/L DON és 5 nmol/L T-2). RA csak magasabb koncentracidban
(500 és 1000 umol/L koncentracional) karositotta jelentds mértékben az IPEC-J2 sejteket. A mérési eredmények

atlag abszorbancia + SD értékek alapjan keriiltek abrazolasra (n=8).

T-2 esetében 48 és 72 ora utan 20 nmol/L, vagy anndl magasabb koncentracioban volt
megallapithatd a kifejezett citotoxicitas (p < 0.001) (6b abra). A mikotoxinok kombinacidéban
(DT2) torténd alkalmazdsa esetén 72 6ra utdn 5 pumol/L DON + 10 nmol/L T-2, valamint a 10
umol/L DON + 5 nmol/L T-2 és 48 illetve 72 o6rat kdvetden a 10 umol/L DON + 10 nmol/L
T-2 esetén szignifikdnsan kimutathaté volt a citotoxikus hatds (6¢ abra, p < 0.01 and p <
0.001). Ahhoz, hogy meghatarozhassuk az RA bélhdmsejtek életképességére kifejtett hatdsat
50 pmol/L, 100 pmol/L, 500 pumol/L és 1000 pmol/L koncentraciokat teszteltiink. Azt
allapitottuk meg, hogy 48 6ra 500 és 1000 pmol/L tdménységli RA kezelés szamottevden
csokkentette a sejtek életképességét (p < 0.01 and p < 0.001), azonban alacsonyabb
koncentracioban (50 és 100 umol/L) az RA nem befolyasolta a sejtek életképességét (6d

abra). A tovabbi kisérletekhez nem citotoxikus 1 pmol/L DON + 5 nmol/L T-2 mikotoxin

crer

5.2 A sejtmembran integritas valtozasa a mikotoxin és RA kezelést

kovetoen

Ahhoz, hogy meghatarozhassuk a DON, T-2 és DT2 sejtréteg integritast destabilizalo
hatasat, valamint az RA sejtréteg integritast erdsitd tulajdonsadgat, TER mérést alkalmaztunk

48 ¢és 72 oraig (7. abra).
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7. abra Az IPEC-J2 sejtréteg transzepitelialis elektromos ellenallasanak (TER) mérési eredményei. A sejteket 1
pmol/L DON, 5 nmol/L T-2-vel, DT2-vel (1 pmol/L DON + 5 nmol/L T-2) és DT2 + RA-val (1 pmol/L DON +
5 nmol/L T-2 + 50 pmol/L RA-val (24 6ra el6 inkubacio) kezeltiik 48 és 72 oran keresztiil. A TER értékeket
kOhms x cm?-ben fejeztiik ki. **p < 0,01 és ***p < 0.001 esetében a kontroll csoporthoz hasonlitottuk. A kapott
TER adatokat atlagokban fejeztiik ki + SD értékek (n=9).

Nem valtoztatott a TER értékeken, ha 5 nmol/L T-2-vel inkubaltuk a sejteket, azonban
a 48 oraig tartd DON ¢és DT2 kezelés jelentés TER csokkenéshez vezetett (p = 0.003 és p<
0.001). Azok az IPEC-J2 sejtek, amelyeket DT2 + 50 umol/L. RA kombinacioval kezeltiink,
alacsonyabb TER értéket mutattak, mint a kontroll sejtek (p = 0.006). A DT2 kezelést kapott
sejtréteg TER értékeihez képest a DT2 + RA —val kezelt sejtréteg szignifikdnsan magasabb
TER értékkel rendelkezett (p < 0.001).

5.3 A H,0, termelésben bekovetkezo valtozasok mikotoxin és RA kezelés

hatasara

Meghatarozasra keriilt az IPEC-J2 sejtek extracellularis H,O, termelése DON, T-2
toxin, DT2 és RA kezelést kovetden (8. abra).
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8. abra Az IPEC-J2 sejtek H,O, termelésének valtozasa 1 pmol/L DON-nal, 5 nmol/L T-2-vel, DT2-vel (1
pmol/L DON + 5 nmol/L T-2) és DT2 + RA-val (1 pmol/L DON + 5 nmol/L T-2 + 50 umol/L RA (24 6ra
elokezelés) torténd inkubalas utan (48 és 72 dra). ***p < 0.001 a kontroll csoporthoz viszonyitva. Az adatok

atlagként + SD értékek (n=8) lettek feltiintetve.

A sejtmentes feliiliszokbol mintat vettiink 48 és 72 orat kovetden. A kapott
eredmények alapjan megallapitottuk, hogy 48 6ra inkubalast kovetden az 1 pmol/L DON és a
DT2 kezelés szignifikdnsan megemelte a H,O, termelést (p < 0.001). Szignifikdns valtozast
mértiink abban az esetben is, amikor 6sszehasonlitottuk a DT2 és a DT2 + RA kombinacid
altal kivaltott H,O, koncentracidkat (p < 0.001). A 24 o6réas eldkezelés 50 pmol/L RA-val,
jelentésen mérsékelte a DT2 altal kivaltott oxidativ stresszt a sejteken (p < 0.001). A DT2 +
RA kezelés altal IPEC-J2 sejteken kivaltott H,O, szint nem tért el szamottevéen a kontroll

sejtekhez képest.
5.4 Az IL-6 és IL-8 szint valtozasa DT2 és RA kezelést kovetoen

Az IL-6 koncentraci6 (9a dbra) megemelkedett a DT2 (p < 0.001) kezelést kovetden, amelyet
a DT2 + RA jelentds mértékben gatolt 48 ¢és 72 ora kezelési idoknél. A kontroll csoport
sejtjei, valamint a DT2 + RA oldattal kezelt sejtek kozott nem volt szignifikans eltérés az

IL-6 szintekben (48 ora, p = 0.145 és 72 o6ra p = 0.711). Szintén szamottevd emelkedést
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mutatott az IL-8 szint (9b dbra) DT2 kombinacidval kezelt IPEC-J2 sejteknél 48 és 72 ora
inkubacios idét kovetden (mindkét esetben p < 0.001).

a b

350 1400

300 1200 I
pry =
‘g 250 E 1000
2 200 £ 800
i I g : I
= ' =
g 150 48 ora g 600

=

2 72 dra 2
= 100 = 400
= =

50 200

0 ¢ [ j
Kontroll DT2 DT2+RA Kontroll DT2 DT2+RA

48 ora

W72 ora

9. abra Az IL-6 (a) és IL-8 (b) koncentracidinak valtozasainak mérése IPEC-J2 sejtekben. A citokin
koncentraci6 (ng/L) specialis szendvics ELISA segitségével keriilt megallapitasra a sejtmentes feliiluszobdl. A
sejteket DT2-vel (1 pmol/L DON + 5 nmol/L T-2) és DT2 + RA-val (1 pmol/L DON + 5 nmol/L T-2 + 50
pumol/L RA (24 6ra el6 inkubacid) kezeltiik 48 €s 72 6ra idStartamig. ***p < 0,001 kontroll csoporttal kertilt

Osszehasonlitasra. Az adatok atlagként = SD (n=10) keriiltek bemutatasra.

A DT2 mikotoxin kombinaci6é mellett adott 50 pmol/L koncentraciéji RA normalizalni tudta
a DT2 altal indukalt citokin koncentracié ndvekedését mind 48 és 72 6rat kdvetden (p <
0.001). Azonban szignifikans kiilonbség nem mutatkozott a kontroll sejtek és az RA-val
védett DT2-vel kezelt sejtek kozott az IL-8 koncentracidkban (48 ora p =0.256, 72 6ra p
=0.368).

5.5 A klaudin-1 és okkludin eloszlasanak vizsgalata IPEC-J2 sejtekben

A kontroll és a DT2-vel kezelt IPEC-J2 sejtekben immunfluoreszcens festéssel
vizsgaltuk a klaudin-1 (10a-c abra) €s az okkludin (10d-f dbra) lokalizacidjat 72 ora kezelési
elteltével. A kontroll sejtek esetében az okkludint a polarizalt IPEC-J2 sejtek membranjaban
lokalizaltuk, majd a DT2 kezelés utan az okkludin a sejtmembranban maradt (10d,e abra). A

klaudin-1 megoszladsdban azonban szamottevd eltérést allapitottunk meg abban az esetben,
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amikor DT2-vel folyamatosan kezeltiik a sejteket (10b abra) a kontroll sejtekhez viszonyitva.
Ez a valtozds magyarazhatja a megfigyelt TER érték csokkenését azoknal a sejteknél,
amelyeket DT2-vel kezeltiink 72 6ran keresztiil. Azonban ha RA-t adtunk az IPEC-J2
sejtekhez a DT2 kezelés eldtt mar 24 oraval is, akkor az okkludin és klaudin-1 folytonos
sejtmembranbeli expresszidja fennmaradt a 72 oras kezelés végéig (10c, f abra). A DT2 + RA
kezelés (1 umol/L DON + 5 nmol/L T-2 + 50 umol/L RA) hatasara nem valtozott a
folyamatos okkludin ¢és klaudin-1 sejtmembranbeli mintdzat hasonléan a nem kezelt

sejtekben valo eloszlasukhoz.

kontroll DT2 DT2 + RA

klaudin-1

okkludin

10. abra A DT2 és DT2 + RA (RA 24 ¢ra eldinkubaléssal) hatasai az okkludin és klaudin-1 lokalizacidjara.
Differencialodott IPEC-J2 sejteket apikalisan és bazolateralisan is DT2-vel (1 pmol/L DON + 5 nmol/L T-2)
vagy DT2 + RA kombinaciéval (1 pumol/L DON + 5 nmol/L T-2 + 50 umol/L RA) kezeltiik 72 oraig. A
sejtekben megjeldltikk az okkludint és a klaudin-1-et (Alexa Fluor 546, voros). A sejtmagok DAPI-val keriiltek
megfestésre (kék), illetve a sejtmembrant buzacsira agglutininnal jeldltiik (Alexa Fluor 488, z51d). A kontroll,
valamint a DT2 + RA-val kezelt mintdk esetében az okkludin és a klaudin-1 a sejtmembranban maradtak a

bulizacsira agglutininhez hasonléan. A fehér mérték 50 um-nek felel meg.
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6. Megbeszélés

Egy-egy mikotoxin nem 6nmagéban talalhaté meg, hanem tobb kiilonbdz6 mikotoxin
egyiittesen fordul eld gabona alapu élelmiszerekben és a takarméanyban. A mikotoxinok
hatasat a bélhamsejtek integritdsara kombinaciokban célszerli vizsgalni annak ellenére, hogy
az eddigi tanulmanyok tobbsége csak egy-egy kivalasztott mikotoxin hatasara helyezi a
hangsulyt. In vitro kutatdsok bizonyitottak, hogy a kiilonb6z0 mikotoxinok kolcsonhatasba
Iéphetnek egymassal, amely jelenség kiilonb6zé mértékben befolyasolhatja a sejtek
¢letképességét (Smith és mtsai. 2016).

Kisérletekben a DON ¢és T-2 toxin kombinacidjat teszteltiikk nem karcinogén IPEC-J2
sejteken azért, hogy meghatarozzuk a mikotoxinok és azok kombinacidinak a membran
integritasra kifejtett hatasat. Eddig nagyon kevés in vitro tanulmany mérte fel két mikotoxin
egylittes hatasat az ¢él0 bélhamsejtekre. Lei és mtsai (2017) szerint a DON és T-2 toxin
kombinacié oxidativ stresszt és apoptozist okozott a kondrocitak, a hepatocitdk ¢és a
veseham-sejttenyészetek esetében. Egy masik tanulmanyban (Ruiz és mtsai. 2011), amelyben
a DON ¢és T-2 toxin hatdsat vizsgaltak, azt allapitottdk meg, hogy ezek a mikotoxinok egymas
antagonistai kinai horcsog petefészek sejtek (CHO-K1) és emlds vese hamsejtek esetében 24,
48 és 72 oras kezelést kovetéen. DON és T-2 kombinacids kezelés, amelyet 14 napon
keresztiil végeztek fehérvérsejt progenitor és granulocita/monocita kolonia formalo sejteken
(GM-CFU), erdsebb sejt pusztulast valtott ki, mint a kiilon-kiilon alkalmazott mikotoxinok
(Ficheux és mtsai. 2012). Additiv tulajdonsagot allapitottak meg a vérlemezke aggregaciod
gatlasaban is, amikor sertés vérlemezke szuszpenzidt kezeltek mikotoxin kombindcioval
(Gentry és mtsai. 1988).

A DON ¢s a T-2 toxin in vitro toxikologiai hatasanak feltérképezése sejt életképesség
vizsgalattal végezhetd el. Aramlési citometria modszerrel meghatarozasra keriilt az IPEC-J2
sejtek esetében a DON és a T-2 apoptikus és nekrotikus koncentracidja 72 éra inkubalést
kovetden. Ezek alapjan a sejtéletképesség 50%-o0s csokkenését, az IC50 értéket DON-nal
23.5 pumol/L, T-2-nél pedig 20.4 umol/L koncentracional allapitottdk meg (Goossens €s
mtsai. 2012). A felbomlott lizoszomalis aktivitdson alapuldé Neutral red ¢és laktat-
dehidrogenaz préoba segitségével megallapitottak, hogy a DON 50 umol/L koncentracidoban
szignifikansan csokkentette a differencialodott IPEC-J2 sejtek életképességét 24 ora kezelést

kovetden, mig ugyanezekkel a probakkal 48 oras kezelést kovetden 33%-os mértékil
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sejthalalt hatdroztak meg (Springler és mtsai. 2016). Egy korabbi tanulmany kitért arra is,
hogy kiilonbség van a differencialt és differencialatlan sejtek DON érzékenysége kozott. A
nem polarizalt IPEC-J2 sejtek eset¢ében a DON mar alacsony 0.8-33.7 upmol/L
koncentracioban is szignifikdnsan csokkenést eredményezett a sejtek életképességében 24 ora
kezelést kovetden. Ezzel ellentétben, ebben a koncentracié tartomdnyban a differencialt
IPEC-J2 sejtek ¢életben maradtak, azonban a TER ¢értékiik jelentdsen csokkent
(Vandenbroucke és mtsai. 2011). A T-2 mikotoxin esetében az IC50 értéket differencialatlan
IPEC-J2 sejtek esetében 12.2 nmol/L-ben, differencialt IPEC-J2 sejteknél 395.9 nmol/L-ben
hataroztdk meg (Verbrugghe ¢és mtsai. 2012). Kisérleteinkben megallapitottuk, hogy a DT2 1
umol/L DON + 5 nmol/L T-2 kombinacié 72 o6ra kezelést kovetéen nem volt szignifikans
hatassal a differencialt IPEC-J2 sejtek ¢letképességére. Ezzel ellentétben szignifikans
sejtpusztulast mértink a DT2 kombindciés kezelést kovetéen akkor, ha a DON
meg.

Korabban mar megfigyelték, hogy 72 6rdig alkalmazott 3.4 pmol/L DON ¢és 21.4
nmol/L T-2 csokkentette a TER értékeket, illetve megndvelte a sejtrétegen at a doxiciklin és
paromomicin atjarhatdsagat (Goossens és mtsai. 2012). Szignifikdns TER csokkenést mértek
IPEC-J2 sejtek esetében, ha DON-t 24 6raig 6.74 umol/L koncentracioban bazolateralisan
alkalmaztak (Diesing és mtsai. 2011). Ezt aldtdmasztja egy masik tanulmany (Springler és
mtsai. 2016), amelyben szignifikdns mértékli TER érték csokkenésérdl szamoltak be 24 6ras
DON (5 - 20 umol/L) kezelés utan.

Ismert tény, hogy a T-2 mikotoxin szennyezddés kimarddasokat okoz a bélhamon,
azonban az ennek hatterében 1évé molekularis mechanizmusokrdl kevés adat all
rendelkezésre. A T-2 toxin hatasara a Salmonella typhymurium képes jelentds mértékben
atjutni a bélbarrieren. Ezzel szemben nem csokkent a TER érték 24 ora inkubaciot kovetden
alacsony T-2 toxin koncentraciok mellett (1.6 - 10.5 nmol/L) (Akbari és mtsai. 2017).

Els6ként allapitottuk meg, hogy a DT2 mikotoxin kombinécio 48 és 72 ora kezelési
idé utan az IPEC-J2 sejtrétegen a jelentés TER csokkenést eredményezett, amely csak
részben volt mérsékelhetd 50 umol/L RA hozzdadasaval. Korabban megallapitasra kertilt,

c sy

RA-val el6kezeltek 18 oOra iddétartamig, akkor az RA erdsiteni tudja az IPEC-J2 sejtek
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integritdsat a peroxid terhelés utan (Vergauwen és mtsai. 2016). Ez dsszhangban van az
altalunk kapott adatokkal, amelyekbdl az a kovetkeztetés vonhatdo le, hogy az RA
kulcsszerepet jatszhat az IPEC-J2 sejtek integritdsanak fenntartasiban a DT2 mikotoxin
kombinaciods kezelés soran.

A hamsejtek részt vesznek a karos hatdsokkal szembeni citokin tultermelddés
szabalyozasaban (Kishimoto és mtsai. 1992; Sallusto és Baggiolini 2008). DON esetében 48
megnovelte az 1L-6 és IL-8 szintet a kezelt IPEC-J2 sejtek esetében (Wan és mtsai. 2013).
Jelenleg kevéssé adat all rendelkezésre még a T-2 toxin citokin szintekre kifejtett hatasarol.
Szakirodalmi adatok szerint 20 oras kezelési i1dot kovetoen, a 4.3 -275 nmol/L
koncentracioban alkalmazott T-2 toxin megndveli az IL-8 szintet Caco-2 sejtvonal esetében
(Kruber és mtsai. 2011). Kisérleti eredményeink szerint bizonyitast nyert, hogy a DT2-vel 48
¢s 72 oraig inkubalt IPEC-J2 sejtek esetében IL-6 és IL-8 mennyiség jelentds mértékben
megemelkedett. Ezt a ndvekedés mérséklodott, ha az IPEC-J2 sejteket 24 6ra 50 pmol/L

A DON ¢s T-2 toxin hatasa az oxidativ stressz terhelés ndvelésén alapul, igy a
novényi eredetii antioxiddns RA hasznalata csdkkentheti fuzariotoxikdzis altal kivaltott karos
hatasokat. A RA antioxidans hatasat in vitro és in situ tanulmanyok mar bizonyitottak.
megallapitasra, hogy RA magasabb koncentraciokban képes szignifikdnsan csokkenteni az
intracellularis ROS-t. Kisérleteink soran bizonyitani tudtuk, hogy a DT2 kezelést megel6zo
50 umol/L RA-val valé preinkubalas szignifikdnsan mérsékelte az DT2 altal kivaltott
extracellularis H,O, taltermelddést IPEC-J2 sejtek esetén.

Korabbi tanulméanyok soradn felmérték a fuzdrium toxinok TJ strukturdk fehérje
elemeinek expressziojara és lokalizaciojara kifejtett hatasat. A kontroll IPEC-J2 sejtek
homogén ¢€s intenziv okkludin és klaudin-1 membranfehérje pozitivitdst mutattak. 72 ora
iddtartamu 20 umol/L DON kezelést kdvetden az okkludin és klaudin-4 fehérjék esetében
nem volt szignifikans eltérés a kontroll IPEC-J2 sejtekhez viszonyitva, ezzel szemben a
klaudin-1 ¢és klaudin-3 esetében szignifikans csokkenés volt mérhetd. Ezzel ellentétben egy
masik tanulmany (Gu és mtsai. 2016) szerint mar 48 ora elteltével és alacsonyabb DON

koncentraci6é mellett is (6.7 pmol/L) csokkent az okkludin expresszidja. Azonban eddig nem
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allt rendelkezésre olyan tanulmany, amely a DT2 kombinacio 4ltal kifejtett hatdsokat
vizsgalta volna az IPEC-J2 sejtekben az okkludin és klaudin-1 megoszlasi mintdzatara. Az
immunfluoreszcens vizsgalatok utan azt lattuk, hogy a 72 6rds DT2 kezelést kovetden az
okkludin lokalizacidja nem valtozott, azonban a klaudin-1 fehérje jelenléte mérséklédott
sejtmembranban. A rétegintegritds kialakitasaban az okkludin fészerepet jatszik, azonban
mas fehérjék is szerepet kaphatnak a sejtkapcsolod struktirak megfeleld kialakitasban (Suzuki
2013). Igy azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a DT2 kezelést koveté TER érték
csokkenése Osszefiiggésben lehet a klaudin-1 relokalizacidjanak mértékével, mivel a valtozas
nem magyarazhatd az okkludin ujrarendezddésével. Megéllapitottuk tovabba, hogy az RA
kezelés elOsegitette a klaudin-1 jelenlétét a sejtmembranban IPEC-J2 sejtekben a DT2
kezelést kovetden.

Osszefoglalasként kijelenthetjiik, hogy a DT2 mikotoxin kombinacié nem citotoxikus
koncentracioban jelentés mértékben csokkenteni tudta az IPEC-J2 sejtréteg integritasat,
valamint megnovelte az IL-6 és IL-8 gyulladasos citokin szinteket. Ezeket a karos hatasokat,
mint a DT2 altal kivaltott oxidativ stresszt mérsékelni lehetett, ha a sejteket 24 6raig RA-val
elokezeltiik. Mindemellett bizonyitast nyert, hogy a DT2 mikotoxinnal eldidézett szoros
sejtkapcsold  struktara valtozasa, a klaudin-1 relokalizacidja RA-val visszafordithato.
Végezetiil az in vitro kisérletekbdl kiindulva megerdsitést nyert, hogy a RA gyulladasgatlo,
antioxidans, valamint barrier erdsité szereppel bir, ami segithet a DT2 mikotoxinok altal

eldidézett bélhamkarositoé hatasok mérséklésében (11. abra).
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IPEC-J2

11. abra Az RA jotékony hatasainak sematikus abraja a DON, T-2 és a kombinativ kezelés altal okozott in vitro

bélhamkarosodasra. Az RA sikeresen csokkentette az IPEC-J2 sejtek H,O, tiltermelddését, mérsékelte a

s
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7. Osszefoglalas

A globalis éghajlatvaltozas miatt a gabona betakaritdisa nem megfeleld idében
torténik, igy megnd az esélye a szant6foldi és raktar penészgombak megtelepedésének. A
Fusarium penészgombakkal fert6zott gabona alapu takarmdnnyal etetett sertések fejlodése,
sulygyarapodasa visszaesik, szaporodasbiologiai ¢és allategészségligyi paramétereik
jelentésen romlanak. A fuzarium toxinok masodlagos anyagcsere termékek, amelyek tobbek
kozott gyomor- bélrendszeri karosodasokat idézhetnek eld.

Tanulméanyunkban a fuzarium toxinok koziil a deoxinivalenol (DON), a T-2 ¢és ezek
kombinaciojanak sejtszintli hatasait vizsgaltuk, mivel ezek a toxinok kifejezett gazdasagi
karokat okoznak, tobbek kozt a gazdasdgi allatokban takarmany visszautasitast idéznek eld,
igy csokkentve az allatok novekedési erélyét, termelését.

Kisérleteink soran arra kerestiikk a valaszt, hogy hogyan befolyédsolja a sertés
vékonybél eredetti IPEC-J2 sejtek életképességét, a gyulladasos citokinek szintjét, a sejtek
redox allapotat €s a bélbarrier épségét a fuzdrium toxinokkal valo kezelés és hogyan tudja a
karos hatdsokat mérsékelni az antioxidans tulajdonsaggal rendelkezd rozmaringsav (RA). A
sejtéletképességben bekovetkezd valtozdsok nyomon kovetésére Neutral red mérési modszert
alkalmaztunk. A sejtréteg-integritds meghatarozasahoz TER mérést hasznaltunk, valamint a
szoros sejtkapcsolo struktura fehérjéi koziil a klaudin-1 és okkludin lokalizaciojat vizsgaltuk
a kezelést megeldzden ¢és a kezelés utan immunfluoreszcens festéssel. Az extracelluléaris H,O,
szintet Amplex Red eljarassal mértik. Az IL-6 és IL-8 gyulladdsos citokin koncentracioit
ELISA eljarassal allapitottuk meg.

Megallapitast nyert, hogy a DON ¢és T-2 kombinativ kezelés (DT2: 1 umol/L DON +
5 nmol/L T-2) 48 és 72 oréan at csokkentette a sejtréteg TER értékét, és ezt a karos hatast 50
umol/L RA alkalmazasaval mérsékelni lehetett. Eredményeink szerint a DT2 48 és 72 oras
kezelés az oxidativ stressz mértékét novelte és emelte az IL-6 és IL-8 szinteket, amely
valtozasokat 50 umol/L RA szignifikans mértékben csékkentett. DT2 alkalmazés a klaudin-1
atrendezO0dését okozta, azonban az okkludin membranon beliili megoszlasa nem valtozott
meg a kombinalt mikotoxin kezelés hatasara.

In vitro eredményeink alapjan eldjelezhetd, hogy a takarmany RA-val vald

kiegészitése a sertésallomany mikotoxinnal szennyezett kukorica alapu etetése soran varhatd
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bélrendszeri karositd hatdsokat hatékonyan képes mérsékelni a bélbarrier integritds

megtartasanak koszonhetden.

8. Summary

Large-scale, intensive animal husbandry has a significant demand for grain. Due to
global climate change, cereals cannot be harvested at the right time, increasing the chances of
field and warehouse mold settling. Fusariotoxins are products of secondary metabolism in
Fusarium species that have a detrimental effect on the gastrointestinal tract of the swine on
contaminated corn-based feed leading to the development of retarded growth, weight loss,
fertility problems and lowered productivity.

In our study, we investigated the cellular effects of deoxynivalenol (DON), T-2 and
their combination among the fusarium toxins, as these toxins cause pronounced economic
damage, as they cause feed rejection in farm animals, thus reducing the productivity of the
animals. These mycotoxins generate excessive oxidative stress, which weakens the intestinal
barrier integrity in swine.

In our experiments, we sought to answer how treatment with fusariotoxins affects the
viability of porcine small intestinal IPEC-J2 cells, and which changes in the levels of
inflammatory cytokines, in cell redox status and in intestinal barrier integrity can be detected,
and how rosmarinic acid (RA) with antioxidant properties can alleviate these harmful effects.

The Neutral red measurement method was used to monitor changes in cell viability.
Transepithelial resistance (TER) measurement was used to determine cell layer integrity, and
the localization of claudin-1 and occludin in the tight junction was examined before and after
treatment. Extracellular H,O, levels were measured by the Amplex Red method.
Inflammatory cytokine concentrations of interleukin (IL) -6 and IL-8 were determined by
enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA).

It was ascertained that simultaneous treatment of DON and T-2 (DT2: 1 pmol/L DON
+ 5 nmol/L T-2) for 48 h and 72 h reduced TER of the cell monolayer, which was restored by
50 umol/L RA application. It was also found that DT2 for 48 and 72 h could induce oxidative
stress and elevate IL-8 levels significantly, which was alleviated by administration of RA.

DT?2 administration contributed to redistribution of claudin-1 and triggered its loss from cell
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membrane; however, occludin membranous localization was not altered by combined
mycotoxin treatment.

Based on our results, it can be predicted that in the case of confirmatory data from in
vivo future experiments, supplementing the feed with RA can effectively reduce and
compensate for the toxic intestinal effects in swine during the feeding of

mycotoxin-contaminated grain.
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Allatorvostudomanyi Egyetem és a Széchenyi Istvan Egyetem Mezégazdasag- és Elelmiszer
tudoményi Karanak egyiittmiikddésében), valamint az EFOP-3.6.2-16-2017-00012 (projekt
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A TDK munka az Innovacios és Technolégiai Minisztérium UNKP-20-5 koédszama Uj
Nemzeti Kivalosag Programjanak a Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési €s Innovacids Alapbol

finanszirozott szakmai tdmogatasaval késziilt.
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Témavezetdi hozzajarulas

Alulirott, Pasztiné Dr. Gere Erzsébet hozzajarulok, hogy Széladi Aron ,A rozmaringsav
kedvezd hatasanak vizsgalata deoxinivalenol és T-2 mikotoxin mérgezés esetében IPEC-
]2 sejteken” cim{ TDK munkajat benyujthassa és azt a TDK konferencidn bemutathassa.

Péasztiné Dr. Gere Erzsébet

Budapest, 2020. 09. 29.
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HuVetA
ELHELYEZESI MEGALLAPODAS ES SZERZOI JOGI NYILATKOZAT*

Szalady Avon

INEVE s S T AL SRR S T I OTneraR
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Elérhetéség (e-mail cim):................. 3#!‘.?.‘.@..‘..’..‘&?.9.‘(1@. mal R — )

A feftltendd mii cime:..... LA, (SEMAAnAQ . B .g@&af&tm@mk . .mm?w@c\
. c{m&»&w;m. el 80 1oL midotoxid MT%ULC}J AL | IPEC 3L oefedun

A mii megjelenési adatai:. 2C20..
Az atadott fajlok szama: ... /L. L e P

lelen megillapodas elfogaddsival a szerzd, illetve a szerz6i jogok tulajdonosa nem kizarélagos
Jogot biztosit a HuVetA szamdra, hogy archivalja (a tartalom megvaltoztatdsa nélkiil, a
megorzés és a hozzéférhetdség biztositdsdnak érdekében) és mésoldsvédett PDF forméra
konvertdlja €s szolgaltassa a fenti dokumentumot (beleértve annak kivonatat is).

Beleegyezik, hogy a HuVetA egynél tébb (csak a HuVetA adminisztratorai szdmara
hozzaférhetd) masolatot taroljon az On 4ltal atadott dokumentumbol kizarolag biztonsagi,
visszadllitasi és megdrzési célbol.

Kijelenti, hogy az atadott dokumentum az On milve, és/vagy jogosult biztositani a
megéllapodasban foglalt rendelkezéseket arra vonatkozoan. Kijelenti tovabba, hogy a mii
eredeti €s legjobb tudomasa szerint nem sérti vele senki mas szerzdi jogat. Amennyiben a mii
tartalmaz olyan anyagot, melyre nézve nem On birtokolja a szerzéi jogokat, fel kell tiintetnie,
hogy korlatlan engedélyt kapott a szerzoi Jog tulajdonosatol arra, hogy engedélyezhesse ajelen
megdllapodasban szerepld jogokat, és a harmadik személy altal birtokolt anyagrész mellett
egyértelmien fel van tiintetve az eredeti szerzé neve a miivén beliil.

A szerzfi jogok tulajdonosa a hozziférés korét az alabbiakban hatdrozza meg (egyetlen, a
megfelelé négyzetben elhelyezett x jellel):

engedélyezi, hogy a HuVetA-ban -ban tarolt miivek korlatlanul hozzaférhetévé valjanak
a vilaghalon,

az Al]atorvostudomz’myi Egyetem belsé halézatara (IP cimeire) korlatozza a feltoltott
dokumentum(ok) elérését,

a Konyvtarban taldlhat6, dedikalt elérést biztosito szamitogépre korlatozza a feltsltott
dokumentum(ok) elérését,

csak a dokumentum bibliografiai adatainak és tartalmi kivonatanak feltsltéséhez jarul
hozza (korlatlan hozzéféréssel),
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Kérjiik, nyilatkozzon a négyzetben elhelyezett jellel a helyben hasznalatral is:

>( Engedélvezem a dokumentum(ok) nyomtatott véltozatdnak helyben olvasasat a
kényvtarban.

:\mkn_\'iben a feltdltés alapjat olyan mi képezi, melyet valamely cég vagy szervezet

tamogatott illetve szponzoralt, kijelenti, hogy jogosult egyetérteni jelen megéallapodéssal a miire
vonatkozoan.

A HuVetA tizemeltetdi a szerzd, illetve a jogokat gyakorld személyek és szervezetek iranyaban
nem véllalnak semmilyen feleldsséget annak jogi orvosldsira, ha valamely felhasznalo a
HuVetA-ban engedéllyel elhelyezett anyaggal torvénysérté modon visszaélne.

Budapest, 201() év N b ../! G

G

aldiras
szerzo/a szerzdi jog tulajdonosa

A HuVetAMagyar A'llatorvos-rudomdnyi Archivum — Hungarian Veterinary Archive az

Allatorvostudomdnyi Egyetem Hutjra Ferenc Kényvedr, Levéltar és Miizeum dltal miikodtetett
egyelemi és szakteriileti online adattdr, melynek célja, hogy a magyar dllatorvos-tudomdny és

-torténel dokumentumait, tuddsvagyondt elekironikus Jormdban ésszegyijise, rendszerezze,
megdrizze, kereshetGvé és hozzdférhetévé tegye, szolgdllassa, a hatdlyos jogi szabdlyozdsok
Jigyelembe vérelével.

A HuVetA a korszeril informatikai lehetéségek felhaszndlasaval biztositia a kénnyii, (internetes

keresdgépekkel is miikidd) kereshetdséget és lehetGség szerint a teljes széveg azonnali elérését.
Célja ezek révén

a magyar dllatorvos-tudomdny hazai és nemzetkizi ismertségének nivelése;

a magyar dllatorvosok publikdcidira t6rténd hivatkozdsok szdmanak, és ezen

keresztiil a hazai dllatorvosi folysiratok impakt faktordnak novelése;

- az A’l!atorvosrudumdnyi Egyetem ¢és  az  egyiittmiikods partnerek
tuddsvagyondnak koncentrdlt megjelenitése révén az intézmények és a hazai

dllatorvos-tudomdny tekintélyének és versenyképességének nivelése;

a szakmai kapesolatok és egyiittmiikodés eldsegitése,

a nyilt hozzaférés tamogatdsa.
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