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1. Osszefoglalas

A mikotoxinok, mint a penészgombak masodlagos anyagcseretermékei
szennyezhetik a szantéfoldi ndévényallomanyokat és a gabonaféléket a vegetativ idészakban
vagy a tarolas soran. Ezek a ndvényi részek bekerllhetnek alapanyagként az emberi
fogyasztasra szant gabonaalapu élelmiszerekbe és a haszonallatoknak szant takarmanyba
is. A gabonaszemeket tobb penészgomba is megfertézheti, igy fennall az esélye annak,
hogy tébbféle mikotoxint is tartalmazhat ugyanaz a ndvényi rész. A Magyarorszagon is
el6forduld Fusarium fajok a terméféldeken okozhatnak karokat a gabonandvényeken a
betakaritas el6tt. Ezek a gombak kilonbdzd kémia szerkezettel rendelkezd mikotoxin
termelésére képesek. A trichotecén-vazas mikotoxinok a gasztrointesztindlis traktusban
valtoztathatjak meg a bélham mikodését szovet- és sejtszinten is, mind az emberben, mind
a haszonallatokban egyarant.

A noévényi eredetl, polifenolokat és kinonokat tartalmazé kivonatok az in vitro és
allatmodell kisérletekben is jétékonyan befolyasoltak a bélhamot és a szervezetben
felszivodva segitették a bél mikrobiota egyensulyanak fenntartasat. Az 0Osszetevdk
legfontosabb tulajdonsaga az antioxidans hatas, melyet a kémiai szerkezetliktdl fliggéen
mas-mas moédon érnek el ezek a vegyiletek. A polifenolok feloszthatok a kémiai szerkezetlk
alapjan flavonoid és nem-flavonoid tipusu vegytletekre, mig a kinonok a polifenolokbdl is
keletkezhetnek bioszintetikus uton. A polifenolok és a kinon vegylletek ritkan fordulnak elé
aglikon formajaban, legtdbbszér cukorkomponensekkel konjugalva talalhatéak meg a
novényekben és csak az emésztérendszerben valhatnak 6nallé molekulava az enzimatikus
lebontas utan.

A PhD munkam célja volt a két leggyakrabban eléforduld, Fusarium fajok altal termelt
mikotoxin, a deoxinivalenol (DON) és a T-2 toxin hatasanak in vitro rendszerben torténé
nyomonkovetése. Ezt a két mikotoxint 6nalléan és kombinaciéban (DT2) is vizsgaltuk nem-
daganatos eredetli fotalis human jejunalis eredetli bélham sejtvonalon (HIEC-6) és az
Ujszllott sertés jejunalis eredetli bélham sejteken (IPEC-J2). Tovabbi kérdéseim arra
iranyultak, hogy a DON, T-2 és DT2 kezelés hogyan befolyasolja a HIEC-6 és IPEC-J2
sejtek életképességét, az oxidativ stressz és a gyulladasos folyamatok mértékét, valamint a
sejtkapcsold strukturak felépitését. Célul tiztem ki tovabba annak megallapitasat, hogy a
kivalasztott antioxidans tulajdonsaggal rendelkezé polifenolok koézul, a flavonoidok kdzé
tartozé kvercetin, a nem-flavonoid tipusba tartozé rozmaringsav, valamint a kinonokat és
flavonoidokat is nagy szamban tartalmazd fermentalt buzacsira kivonat képes-e a
mikotoxinok karosito hatasait semlegesiteni vagy csokkenteni in vitro korulmények kozott az

IPEC-J2 sejtvonalon.



A kisérleteket megel6z6en mindkét sejtvonalat (a HIEC-6 és az IPEC-J2 sejteket)
poliészter membrant tartalmazo inzertre Ultettik ki. A tapfolyadékcseréjére kétnaponta kerult
sor a sejtek apikalis és bazolateralis kompartmentjében. Az alkalmazott kezel6oldatokat pH
mérés és steril szlirést kdvetéen adtam a sejtekhez. A 24 6ranal tovabb tartd kisérletek
esetében a kezelboldatokat naponta cseréltem a sejteken. A sejtéletképesség vizsgalatokkal
megallapitottam az adott sejtvonalon alkalmazhatd, legmagasabb nem-citotoxikus mikotoxin
koncentraciot. A kombinacios kezeléshez a DON-t és a T-2 toxint kilénbdzé
koncentracidparositasban vizsgaltam mind a két sejtvonalon. Az antioxidans és véddé hatasu
anyagok (kvercetin, rozmaringsav, fermentalt buzacsira kivonat) sejtéletképességre
gyakorolt hatasa is meghatarozasra kerllt az IPEC-J2 sejtek esetében és azt a koncentraciot
alkalmaztuk a tovabbiakban, melynél nem csdkkent a sejtéletképesseég. A kisérletekben a
kezelési id6k lejarta utan a TEER értékeket megmértem, valamint megtortént a mintavétel a
sejtmentes fellluszokbdl. Ebbdl az oldatbdl hataroztuk meg mind a HIEC-6, mind az IPEC-J2
sejtek altal termelt extracellularis hidrogén-peroxid (H,O,) és az interleukin-6 (IL-6), valamint
(ROS) mennyiségi valtozasanak megallapitasahoz a sejtek lizalassal keriltek feltarasra.
A szoros sejtkapcsold strukturakat (TJ) alkoté klaudin-1 és okkludin fehérjéket
immunfluoreszcens modon festettlk meg a HIEC-6 és IPEC-J2 sejtekben a
membraninzertek fellletén. Az inzertmembranrél levalasztva, centrifugalassal toértént a
HIEC-6 sejtekb6l a TJ fehériek kinyerése, hogy szendvics ELISA modszerrel
meghatarozhato legyen a klaudin-1 és az okkludin koncentracioja a DT2 kezelést kdvetden.

Els6ként megallapitottam, hogy a HIEC-6 sejtvonal megfelelé vizsgalati modell az
élelmiszerekben el6forduld mikotoxin szennyezédések gyulladaskelté és oxidativ stresszt
el6idéz6 tulajdonsagainak meghatarozasara. Az eredményeim alapjan az is kijelenthetd,
hogy mind a két sejtvonalnal (HIEC-6 és IPEC-J2), a nhem-citotoxikus koncentraciéban adott
mikotoxin kezelések novelték az extra- és intracellularis oxidativ hatasokat, illetve a
gyulladasos IL-6 és IL-8 citokinek termelédését. A DON, a T-2 toxin, illetve a DT2
szignifikdnsan csokkentette a TJ fehérjék koézil a klaudin-1 expresszidjat, mig az okkludin
koncentracioja nem valtozott szignifikdnsan, HIEC-6 sejtek esetében 24 6ras, mig IPEC-J2
sejtek esetében 72 oras kezelést kovetben. IPEC-J2 sejtvonalnal a DT2 kezelést kdvetden
alacsonyabb TEER értékeket mértink, tovabba szignifikansan csokkent a klaudin-1 fehérje
koncentracioja, mig az okkludin koncentraciéja nem mutatott szignifikans eltérést. A TJ
fehérjék mennyiségi valtozasa dsszefliggésbe hozhaté a meggyengllt sejtréteg integritassal,
melyet a TEER vizsgalatok is alatdmasztanak IPEC-J2 sejtek esetében.
oras el6kezelés mérsékelte az 1 yM DON altal kivaltott oxidativ stressz valaszt az

IPEC-J2 sejteknél. Ezzel szemben az egy o6raig tartd egyuttkezelés nem volt elegendd az
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1 uM DON hatasanak csdkkentésére. Az 50 uyM rozmaringsav 24 6raig tartd el6kezelés
hatasara meérséklédétt a DT2 (1 yM DON + 5 nM T-2) altal indukalt oxidativ stressz és a
gyulladasos citokin termelés az IPEC-J2 sejteknél. Az immunfluoreszcens festés alapjan, a
rozmaringsav el6kezelés hatasara a TJ fehérjék koézul a klaudin-1 kontrollhoz hasonld
megoszlasi mintazatat figyeltik a kombinacids kezelést kovetéen, ezzel ellentétben a csak
DT2 kezelést kapott sejtek klaudin-1 fest6édésének intenzitdsa alacsonyabb volt a
sejtmembranban. Szintén IPEC-J2 sejtekkel végzett vizsgalatunkban azt talaltam, hogy az
1% és a 2% fermentalt bluzacsira kivonat szignifikdnsan megemelte a sejtek életképességét
és el6szor sikertlt bizonyitanom, hogy a TEER értékek néttek a fermentalt bazacsira kivonat
hozzdadasa utan. Tovabba megallapitast nyert, hogy a 2% fermentalt buzacsira kivonat
hatékonyan csdkkentette az intracellularis ROS mennyiségét, amikor egyutt kezeltiik 24 éran
keresztil 8 yM DON-nal és 5 nM T-2 toxinnal.

Az IPEC-J2 sejtekkel végzett kisérleteinkbél kiderult, hogy a 24 oras el6kezelés
20 uM kvercetinnel alkalmas volt arra, hogy csdkkentse az 1 uM DON altal indukalt oxidativ
stresszt. A 24 6raig tarto el6kezelés 50 uM rozmaringsavval szignifikansan mérsékelte a DT2
redox egyensulyt befolyasold és gyulladast indukald hatasat. Tovabba bizonyitottuk, hogy az
50 uM rozmaringsavval kezelt sejtek membranjaban a klaudin-1 fehérje jelenléte allandé
maradt. Az 1% és 2% fermentalt buzacsira kivonatot el6szér vizsgaltuk mikotoxinok altal
el6idézett oxidativ statusz helyreallitasaban az IPEC-J2 sejtekben. A kisérletlink alapjan
kijelenthet6, hogy a 2%-ban alkalmazott oldat hatékony a 8 uyM DON és az 5 nM T-2 toxin
hatdsara kialakul6 oxidativ stressz redukalasaban.

Ezen Kkisérletek in vitro eredményei hozzajarulhatnak az antioxidans és
gyulladascsokkenté tulajdonsagokkal rendelkezé természetes vegylletek el6sziiréséhez.
A sejteken végzett kutatasok soran jotékony hatasunak bizonyult bioaktiv vegylletek a
jovBben étrend- és takarmany kiegészit6ként kerllhetnek felhasznalasra, amennyiben
tovabbi in vivo vizsgalatokkal megerésitést nyer, hogy a kivalasztott védé anyagok

biztonsagosan és hatékonyan alkalmazhatoak kisérleti allatokban, haszonallatokban is.
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2. Bevezetés

Napjaink egyik nagy problémaja a FOld népességének ugrasszeri ndvekedése
mellett a globalis klimavaltozas, ami jelent6és hatast gyakorol gazdasagi haszonallat
tenyésztési korilményeire, ezaltal a megfeleld mezégazdasagi termékek eléallitasara, ami
mellett is biztositani szikséges az élelmiszerbiztonsagi és az allatjoléti elbirasok teljes
mértékl betartdsat. Ennek koszonhetéen napjainkban kiemelt hangsulyt fektetnek a
takarmany &sszetételének, eredetének és mindségének fokozott ellenérzésére. A ndvényi
takarmanyban megtalalhatok a haszonnévényeket megfert6z6, penészgombak altal termelt
masodlagos anyagcsere melléktermékek, a mikotoxinok. Giorni és munkatarsai (2020) 4
rizsfajtabol gydjtottek mintat, 3 kulonb6z6 ndévényfenoldgiai szakaszban. Megmérték az
Osszes fenol tartalmat (TPC) és Osszeflggést taldltak a penészgombak (Fusarium spp.,
Aspergillus spp. és Penicillium spp.) el6fordulasa és a TPC kozott. Azt talaltak, hogy a
ferulinsav és a protokatekuinsav a novekedési idészakban eltér§ mennyiséget mutatott a
gombak eléfordulasanak fliggvényében és a vegylletek pozitivan korrelalnak a p-kumarsav
mennyiségével, ezek szerepet jatszhatnak a szant6foldi penészgomba fert6z6dés
visszatartasban. A gombafert6zés soran romlik a termés mindsége és takarmany- és
élelmiszerbiztonsagi kockazatot hordozhat annak fogyasztasa. igy nem csak a csdkkend
eléallitott mennyiségi fog problémat okozni az élelmiszer- és takarmanyellatasban, hanem a
min&ségi romlas, a fertézott gabona fogyasztasa is tovabbi sokrétli egészségiigyi gondokat
okozhat, mind az emberekre, mind a haszonallatokra egyarant.

A Fusarium fonalas penészgomba fajok a szantéféldon fertézik a gabonaféléket és
képesek a trichotecén-vazzal rendelkezé mikotoxinok el8allitasara (Kimura et al.,, 2007,
Merhej et al., 2011). F6ként a Fusarium graminearum és a Fusarium sporotrichioides fajok
felelések a fuzariotoxinok termeléséért, amelyek Magyarorszagon is el6fordulnak (Tima et
al., 2016b, Banati et al., 2017). Ezek a fajok szimultan fertézhetik a novényeket (Nagaraja et
al., 2016), a mikotoxinjaik pedig szinergista modon fokozhatjak egymas él6 szervezetre
kifejtett negativ hatasait (Sobral et al., 2018). A DON és a T-2 toxin a két legjelentésebb
trichotecén-vazas mikotoxin, melyek taplalékban és takarmanyban el6fordulva mérgezést
okozhat emberekben és allatokban egyarant (Kaukoranta et al., 2019). Jelen lehetnek
buzaban, rozsban, arpaban, zabban és egyéb gabonafélékben, valamint alacsony
koncentracioban felfedezhet6k olyan kész termékekben, mint a sor (Arrda et al., 2019), a
reggeli muzli pehely (Martins és Martins, 2001, Kuchenbuch et al., 2018) és a kenyér
(Ambrus et al., 2011).

A novényekben termel6dé masodlagos anyagcsere melléktermékek kozul a
polifenolok bizonyitottan jétékonyan jarulnak hozza a szervezet védekezd képességéhez
(McDougall, 2017; Williamson, 2017; Hashem et al., 2020). Szerkezeti eltérésik miatt
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kilénboz6 és valtozatos modon jarulnak hozza az egészségmegbrzéshez. A polifenolokat
feloszthatjuk kémiai szerkezetlk alapjan flavonoid és nem-flavonoid tipusu vegyuletekre. A
flavonoidok koézil a kvercetin a gyUimoélcsdk husdban és héjaban talalhatdé meg, a
nem-flavonoid tipusu polifenolok kdzé tartozik a rozmaringsav, mely a Lamiaceae csaladba
tartoz6 fliszernévényekben (rozmaring (Rosmarinus officinalis L.), kerti kakukkfi (Thymus
vulgaris L.) taldlhaté meg a legnagyobb mennyiségben. A buzacsiraban megtalalhato
vegyuleteket, vizes kbzegben, fermentalassal aktiv vegyuletekké lehet tenni, igy keletkezik a
fermentalt buzacsira kivonat. Ebben az esetben nem egy vegyulet hatasardl van sz6, hanem
egy keverékrél, amelyben a 2,6-dimetoxi-benzokinon (DMBQ), 2-metoxi-benzokinon,
flavonoidok és mas antioxidans hatassal rendelkezé vegyulet is megtalalhatok. A ndvényi
antioxidansok in vitro kutatasa el6segitheti a mikotoxinok altal okozott bélrendszer eredeti
megbetegedések kivédését, illetve hatékony kezelését ezen védé hatasu bioaktiv vegylletek

takarmany-kiegészitéként val6 felhasznalasanak készénhetben.
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3. Irodalmi attekintés
3.1 Bélbarrier, mint védelmi vonal
3.1.1. Altalanos jellemzés

A bélham feliilete a human vékonybélben, leglijabb mérések alapjan koriilbeliil 32 m?,
ezen keresztll érintkezik a kulsé kdrnyezettel (Helander és Fandriks, 2014). A bélhamon
keresztil valésul meg a tapanyagok, a viz és az ionok felvétele. A bélhamsejtek a szelektiv
abszorpcién kivll egy barriert formalnak a lumen és a lamina propria kézott, amely nem
engedi at a toxinokat és a fert6z6 agenseket. Ez a védelmi vonal az epitél sejtekbdl,
immunsejtekbél és a bélben él6 mikrobiétabdl all, amelyek hatassal vannak egymasra és
befolyasolijgk a bélham integritdsat, valamint annak védekezését bizonyos
xenobiotikumokkal és patogén mikrobdkkal szemben (Takiishi et al., 2017). A bélben él6
mikroorganizmusok metabolizalhatjak a bélbe kerilt gyégyszermolekulakat (Zimmermann et
al.,, 2019) és toxinokat (Kohl et al., 2014), tovabba szabalyozhatjadk a szervezet
immunrendszerét a lumenbe szekretalt anyagcsere melléktermékeik segitségével (Schluter
et al., 2020, Shin et al., 2019). A bélham az alatta elhelyezkedé lamina propriahoz roégzil a
bazalis membran révén. A bélhamot tdbb sejttipus alkotja, amelyek a kripta-bélboholy
tengelyen helyezkednek el. A bélboholy teriletén helyezkednek el a kehelysejtek és az
enterocitak. A Lieberklihn kriptaban talalhatéak az enteroendokrin sejtek, a Paneth sejtek és
az 0sztddo dssejtek. A bélham embernél 4-5 nap (Darwich et al., 2014), sertések esetében
2-3 nap (Verdile et al., 2019) alatt Ujul meg teljesen. Az 8ssejtek aszimmetrikus osztédasa
utan a progenitor sejt érett sejtté differencialddik és aktivan migral a bélboholy felé (Kopf és
Sixt, 2019). A kriptaban olyan niche talalhatd, ahol a noévekedési faktorok és hormonok
hatasara kiloénb6z8 sejtvonalakat tud létrehozni, leggyakrabban epitél sejteket (Spit et al.,
2018).

3.1.2. Reaktiv oxigén fajtak és az oxidativ stressz

Az allat- és ndvényvilagban, valamint a gomba taxonokban az oxidativ (vagy redox)
allapot kézponti szerepet jatszik a biolégiai folyamatokban. Az allati sejtekben 1évd redox
rendszer erdésen konzervalt, viszont a taxonok kozott jelentds kulonbségek lehetnek a
prooxidans és az antioxidans vegyuletek mennyiségében (Costantini, 2019). A redoxreakciok
€s a szabadgyOkok képzédése fontos jelatviteli szerepet toltenek be a sejtanyagcserében.
A szabad gyokok olyan molekulak, amelyek egy vagy tdbb parositatlan elektront
tartalmaznak a legklls6 elektronhéjon és melyeket szerkezetik és eredetuk alapjan tobb
csoportra osztottak fel: reaktiv oxigénfajtakra (ROS) és reaktiv nitrogénfajtakra (RNS).

Ezeket a szakirodalomban kulcsszerepl6ként hataroztdk meg az oxidativ stressz sejtes és
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biokémiai folyamatainak elinditdsaban, kdzvetitésében és szabalyozasaban (Zarkovic,
2020).

A ROS molekulak csoportjaba tartozik a szuperoxid anion (O, ") és a hidroxilgydk
(OH"), melyek parositatlan elektronokkal rendelkeznek, ezért er6sen reaktiv jelleglek és
képesek reakcidba Ilépni a sejt fehérjéivel, lipidjeivel és a sejt DNS-ével is.
A hidrogén-peroxid (H.O,) az oxigén nem-gydkos kételektronos redukciés terméke, egy
aerob metabolit, amely szignalmolekulaként funkcionalhat (Stone és Yang, 2006).
A metabolikus uton keletkezett H,O, szerepet jatszik redox jelatviteli utak modulalasaban
(Sies, 2014). A ROS tobb jelatviteli ut modositasaban is szerepet jatszik (Ray et al., 2012;
Schieber és Chandel, 2014). Modulalhatjak az osztdédas és életképességhez kdthetd
utvonalakat, ugy, mint a MAPK (Son et al., 2013) és a foszfataz és tenzin homolég (PTEN)
utvonalakat. Az utébbit Matsuda és munkatarsai (2018) dsszefoglald munkajukban irtak le,
mint egy tumor szupresszor gént, amely az oxidativ stresszre valaszul médositja egyes
antioxidans gének expressziojat.

A ROS fajtak fizioldgias korulmények kozott termelédnek a mitokondriumokban
(Murphy, 2009), illetve a NADPH-oxidaz (NOX) enzimcsalad révén (Lasségue et al., 2012),
mely nem tekinthetd koéros folyamatnak. Viszont sejtkarositd agensek hatasara gyorsan
megndhet intracellularisan a szabad gydkok termelédése és oxidativ stresszt okozhatnak
(Winterbourn, 2008). Akkor alakul ki oxidativ stressz, ha a ROS koncentracidja meghaladja a
sejt antioxidans kapacitasat. A szabad gyokok kozil a OH™ reakciéba tud Iépni a
sejtmembranokban nagy koncentraciéban jelen lévé tobbszérésen telitetlen zsirsavakkal
(polyunsaturated fatty acids — PUFA), amelynek koévetkezménye a lipidperoxidacio.
A lipiddoménben a lipidperoxidaci6 névelni fogja a membran kettés rétegének
rendezettségét, csdkkenteni fogja az elektromos rezisztenciat a sejtrétegben és elé fogja
segiteni a foszfolipid cserét a két egyrétegli membran kozott. Lipidperoxidacié hatasara a
membranfehériék térhalds szerkezetet vesznek fel, mellyel a rotaciés és a lateralis
mobilitasuk csdkken (Richter, 1987). Tovabba noévekedni fog a malondialdehid (MDA)
koncentracidja, végsé6 soron pedig karosodik a membran integritasa. Fizioldgias kortlmények
kozott az MDA els6sorban a fehérje-lizin-maradékok e-amino-csoportjaival 1ép reakciéba és
fehérje keresztkotéseket okoz (Bartsch és Nair, 2004). A lipidperoxidacié soran létrejovd
metastabil végtermék, az MDA fehérje- és DNS-adduktokat képezhet (Zimmerman et al.,
2017).

A prooxidans vegyuletek ellensulyozasara a sejtek intracellularisan enzimatikus és
nem-enzimatikus antioxidansokat tartalmaznak. Az antioxidansok, melyek alacsonyabb
koncentracioban vannak jelen a sejtben, olyan vegyuletek, melyek megvedik a sejt lipidjeit,
fehérjéit és nukleinsavait a peroxidativ karosodastol. Az egyik ilyen vegyuletcsoport a tiol

szarmazeékok, mivel képesek reagaini a szabad gydkokkel és erés a redukald képességuk
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(Baba és Bhatnagar, 2018). Az antioxidans védelmi rendszer enzimatikus tagjai kbzé
soroljak a glutation-peroxidazt, a szuperoxid-dizmutazt (Valko et al., 2007, Circu és Aw,
2012, Bhattacharyya et al., 2014) és a kataldzt is. A GSH egy mindenitt jelenlévd
tioltartalmu tripeptid, amely a ROS eltavolitasaval segithet megakadalyozni az oxidativ
stresszt (Kwon et al., 2019). A sejten bellli GSH vagy szabadon, vagy fehérjékhez kotve
taldlhaté meg. A glutation-reduktdz enzim visszaallitia az elérheté redukalt GSH-t oxidalt
formajabdl (glutation-diszulfid, GSSG). A sejten bellli redukalt és oxidalt GSH aranya jol
hasznalhatd marker a sejt oxidativ allapotanak megallapitdsaban (Zhao et al., 2009).
A szakirodalomban talalhaté adat arra nézve, hogy a ROS modulalhatja az antioxidans
geének kifejez6dését befolyasold utvonalakat (Nrf-2 (Ma, 2013), Ref-1 (Pines et al., 2005)).

Az oxidativ stressz negativan befolyasolja a bél integritasat, hiszen ha megvaltozik a
sejt oxidativ allapota, akkor sériilhetnek a sejtben talalhaté lipid- és fehérjemolekulak,
valamint a DNS szerkezete (Serreli et al., 2017). A bélben megndvekedett oxidativ stressz a
human bélbetegségek kozul példaul a gyulladasos bélbetegség (IBD) kialakulasahoz
vezethet (Blazovics et al., 2004; Dudzinska et al., 2018).

3.1.3. Gyulladasos citokinek jelenléte a bélhamban

A bélben a gyulladas egy 6sszetett biologiai folyamat, amelyben a bélhamsejteken
kivil az immunrendszer alakos elemei és mediator molekulak vesznek részt (van Wijk és
Cheroutre, 2010; Vereecke et al., 2011; Arranz et al., 2013; Dickson et al., 2020). A citokinek
fontos kozvetité fehérjek és nélkuldzhetetlenek az immunrendszer kommunikaciéjaban.
A kemotaktikus aktivitassal rendelkez6 citokineket kemokineknek nevezik. A gyulladast
eléseqgité citokinek (IL-1B, IL-2, TNF-a, IL-6, IL-8, IL-12 és IL-18) és a gyulladasgatlo
citokinek (IL-10, IL-4, TGF-B) kdzétti egyensuly fontos az immunvalasz homeosztazisaban
(Boshtam et al., 2017). A gyulladasos citokinek kézil a TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 és IL-18
felelések a gyulladas kialakulasaért és fenntartasaért a vékonybélben, ahol az enterocitak is
képesek ezeket a citokineket termelni (Kucharzik et al., 2005; Kaplanski, 2018; Xue és
Falcon, 2019). Gyulladas esetén ezeknek a citokineknek a megndvekedett génexpresszidja
vagy fehérjeszinti megjelenése figyelhet6 meg (Sanchez-Munoz et al., 2008).
A ciklooxigenazok és a lipoxigenazok fontos gyulladasos mediatorok, amelyek a
tobbszordsen telitetlen zsirsav, az arachidonsav lebontasaban vesznek részt (Colakoglu et
al., 2018). Az arachidonsav kaszkad révén olyan vazoaktiv vegyuletek jonnek létre, melyek
moédosithatjdk az ér tagassagat, igy az atfolyd vér mennyiségét is (Chawengsub et al.,
2009).
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3.1.4. Szoros sejtkapcsol6 strukturak a bélhamban

Az enterocitak polarizalt sejtek, amelyeknél elkulonitheté a két plazma membran
terllete. Az apikalisan elhelyezked6 részik a lumen felé orientalt és mikrovillusokkal tagolt,
mig a bazalis membranhoz kdzel a bazolateralis felik talalhaté. Az enterocita sejtek kozott
az integritast a szoros sejtkapcsolo strukturak (TJ) biztositjak (Cao et al., 2012), tébb protein
komplex jelenléte két epitél sejt kdzott képes kialakitani a szelektiv atjarhatdésagot, vagy
lezarni a transzportot a paracellularis téren keresztlil. Ezek a sejtkapcsolé strukturak a
membranhoz koététten fordulnak eld, dvszeriien veszik korll az adott sejtet és kotik 6ssze a
két szomszédos enterocitat (Pearce et al., 2018). Ez lehetévé teszi, hogy a bélham barrier
integritasat a TEER méréssel és a TJ fehérjék mennyiségi és elosztasbeli valtozasaval
vizsgaljuk (Pageot et al., 2000). A TEER értékek meghatarozasaval kvantitativva valik a
sejtek kozotti kapcsolatok szorossaga, mig a TJ felépitésében részt vevé fehérjék lezarjak a
bélhamsejtek ko6zott a paracellularis teret, ezaltal csdkkentve a molekulak atjarhatésagat
(Garcia-Hernandez et al.,, 2017). A bélhamnal a paracellularis térhez vald hozzaférést a
klaudin csaladba tartozé klaudin-1, -3, -4, -5, és -8 szabalyozza, tovabba megtalalhatdéak
még itt az okkludin és zonula okkludenst felépité fehérjék. Az okkludin kapcsolatban van a
klaudin fehérjékkel és szabalyozza az intermembran és a paracellularis terek atjarhatésagat
(Al-Sadi et al., 2011; Romero et al., 2016). Emiatt a klaudin fehérjék génexpresszidjanak
megvaltozasa hatassal lesz az epitél sejtek kdzotti szoros sejtkapcsolatra. A klaudin-1 féleg
a membranban fordul el6 és a bélham barrier felépitésében vesz részt, ellentétben a klaudin
10, klaudin-15 és klaudin-17 fehérjékkel, melyek a kationos és anionos poérusok
létrehozasaban fontosak (Glinzel és Yu, 2013). Tébb kutatas alatdmasztja, hogy egyes
taplalékokban eléforduld anyagok erdsitik a bélham TJ fehérjéinek expressziojat, ezzel
novelve a sejtek kozotti integritast (Suzuki és Hara, 2009, Song et al., 2011, Ji et al., 2016,
Zhao et al., 2019). Elelmiszerekbdl szarmazé toxinok megbonthatjak ezt a TJ gatat, amelyen
keresztil patogén baktériumok juthatnak be szervezetbe (Goossens et al., 2012; Ling et al.,
2016). A membranban elhelyezkedd fehérjék internalizacioja az endocitdzis utvonalanak elsé
Iépése, melyben tdbb Utvonal is részt vesz. Az altalanos felosztas szerint lehet klathrin-fliggé
és klathrin-fuggetlen endocitozis. A klathrin-figg6é internalizaciét a plazmamembran
doménekben, az ugynevezett klathrin-bevonati mélyedésekben kialakuld kis Kklathrin-
bevonatu vezikulak kozvetitik. Epitélsejtekben a Klatrin-medialt endocitézis kritikus
fontossagu a transzmembran TJ (klaudinok és okkludin) fehérjék eltavolitdsaban a

2017).
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3.2. Invitro nem-daganatos bélhamsejt modellek

Az in vitro bélham modellek alkalmasak a toxicitasi folyamatok modellezésére. Attél
fuggben, hogy daganatos vagy normal sejtvonalat alkalmazunk a kisérletekben eltérd
eredmények jdhetnek ki, mivel a daganatos sejtnek eltér metabolizmusa van (Romero-
Garcia et al., 2011). A nem-daganatos sejtek alkalmazasa pontosabb eredményeket ad arrdl,
hogy a szervezetben milyen modon Iépnek kapcsolatba a vizsgalt xenobiotikumok a
bélhamsejtekkel. Human bélhamsejteket alkalmazd kisérleteknél azonban mégis a széles
korben elérhet§é emberi kolorektalis adenokarcindma sejtvonalat (Caco-2) alkalmazzak.
A Caco-2 hasznalata elterjedt a xenobiotikumok felszivédasanak modellezésére is annak
ellenére hogy az abszorpcid elsddleges helye a vékonybélben van. Sertés sejtvonalak
esetében tobb nem-daganatos eredetl all rendelkezésre. Sertés vékonybélham sejtvonalbdl
a két leggyakrabban hasznalt az IPEC-1 és az IPEC-J2. Az IPEC-1 sejtek metabolizmusa
alacsonyabb és mérsékeltebb az oxigén- és a glikéz felhasznalasuk. Morfolégiailag és
funkcionalisan kevésbé polarizaltak az IPEC-J2 sejtekben megfigyelthez képest (Nossol et
al., 2015).

A human eredetli HIEC-6 és a sertésbdl nyert IPEC-J2 sejtvonalak a vékonybél
terletérdél szarmaznak és nem-daganatos eredetliek. A kildnbség a két sejtvonal kdzott,
hogy a human intesztinalis kripta sejtek (human intestinal epithelial crypt cell-6, HIEC-6) nem
képesek differencialédni, mig a sertés intesztinalis hamsejtek (intestinal porcine enterocytes—

jejunum-2, IPEC-J2) spontan differencialédnak, 8-10 nappal a killtetés utan (1. abra).

0 IPEC-J2
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\ \ , <— Bélboholy
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Differencialodas
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1. abra: A munkam soran hasznalt két sejtvonal elhelyezkedése a bélben. A HIEC-6 sejtek a kripta
korul helyezkednek el. Morfoldgiajukat tekintve orso alakuak és 6sszefliggé halézatot alkotnak. Az
IPEC-J2 sejtek a bélboholy tengelyén a kripta feldl felfelé haladva differencialédnak érett
enterocitakka. A polarizacio soran elveszitik az ors6 format és egyrétegli hengerhamot fognak alkotni,

melyet szoros sejtkapcsolo strukturak koétnek dssze.
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3.2.1. HIEC és HIEC-6 sejtek bemutatasa

A HIEC-6 egy nem-daganatos, fotalis human vékonybélham eredetl sejtvonal,
amelyek a kriptakban taladlhatdéak, képesek proliferaciora, de nem differencialédnak
bélhamsejtekké a tenyésztés soran (Benoit et al., 2010) (2. dbra). Takenaka és munkatarsai
(2014) human felnétt bél dssejtekbdl differencialtattak human vékonybélham, HIEC sejteket.
A morfolégiailag mar differencialéodott HIEC sejtek egyrétegli polarizalt oszlopos hamot
alkottak, az apikalis felszinUkén mikrovillusok helyezkedtek el, valamint TJ fehérjékkel és
dezmoszémakkal kapcsolédtak egymashoz, 8 nappal a killtetés utan. Kisérleteikben
Osszehasonlitottak a HIEC sejteket a Caco-2 sejtvonallal a gydgyszerhatdéanyag
felszivodasa szempontjabdl. A differencialtatassal létrehozott HIEC sejtek hatdéanyag-
metabolizalé enzim és transzporter génexpresszids mintazataban nem talaltak szignifikans
kulénbségeket a Caco-2 sejtekkel 6sszehasonlitva. A paracellularisan szallitott vegyuletek
(fluorescein-izotiocianat-dextran 4000, atenolol és terbutalin) és a nukleozidszallité
szubsztratok (didanozin, ribavirin és doxifluridin) latszélagos permeabilitési értékei a HIEC
sejtrétegnél szignifikansan magasabbak voltak, mint a Caco-2 sejteknél. Ezzel szemben a
transzcellularisan szallitott gyogyszerek (pindolol és midazolam) egyforman jél athatoltak
mindkét sejtvonalnal. Egy kés6bbi vizsgalatukban Takenaka és munkatarsai (2016)
bizonyitottak effuzié-alapi elemzéssel, 194-898 molekulatdmegl polietilénglikol-
oligomereket hasznalva, hogy a HIEC és a Caco-2 sejtréteg paracellularis pérusai 2
kildnbdz6 sugarral (~5 és 9-14 A) rendelkeznek, a nagy porusok porozitasa szignifikansan
magasabb volt a HIEC egyrétegben (44 x 10%®), mint a Caco-2 sejtekben (4 x 107%).
Az dOsszehasonlitasukban arra jutottak, hogy a HIEC sejtréteg elénydsebb a vegylletek
emberben torténd felszivodasanak rangsorolasaban és el6rejelzésében, mint a Caco-2
sejtek (Takenaka et al.,, 2016). Schwartz és munkatarsai (2005) vizsgaltak, hogy a HIEC
sejtekre hogyan hat a T-sejtek altal termelt IL-17 citokin. Az eredményeik alapjan az IL-17
hatasara lebomlott a NF-kB, igy az altala szabalyozott IL-6 és IL-8 gének indukalédtak. A
NF-kB transzkripciés faktor kulcsszerepet jatszik a DNS transzkripcidjaban, a citokin
termelésében és a sejtek tulélésében, ezaltal iranyitva a sejt immunitasat, gyulladasat,

Zhu és munkatarsai (2019) vizsgaltak egy fenolos sav, a galluszsav hatasat, IL-1B-val
indukalt HIEC-6 sejteken. Az eredményeik azt mutattak, hogy a galluszsav beadasa
szignifikdnsan novelte az IL-4 és az IL-10 expresszidjat, mig alul szabalyozta az IL-1, IL-6,
IL-12, IL-17, IL-23, TGF-B és TNF-a expresszidjat a kontroll csoporthoz képest. Ez a kisérlet
bizonyitotta, hogy a polifenolok képesek a HIEC-6 sejtekben csokkenteni a gyulladasos
citokinek mennyiségét. Szintén taplalkozas utjan juthat be az emberi béltraktusba a

cilindrospermopszin, egy cianobaktériumok altal termelt toxin. Chichova és munkatarsai
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(2021) azt talaltdak, hogy a toxin dozisfuggd modon csokkentette a HIEC-6 sejtek
életképességét. Arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a cilindrospermopszin mérsékelten

mérgezd az emberi bélhamsejtekre, tovabba gatolhatja a hamréteg regeneralédasat is.

2 abra: A HIEC-6 sejtek morfoldgidja 500x nagyitasban. A fehér vonal 20 um méretet jeldl. A kép 48

oraval a killtetés utan készilt, a kisérletek megkezdése elétt (sajat felvétel).

3.2.2. IPEC-J2 sejtvonal tulajdonsagai

Az IPEC-J2 sejtvonal egy nem tumoros, neonatalis sertés vékonybélham eredeti
sejtvonal, amelyet Ujszilétt sertés jejunumabdl izolalt, még a kolosztralis anyatej felvétele
el6tt. Epitelialis morfolégiat mutatnak, gyors proliferacios és kolonizaciés képesség jellemzi a
sejteket, emiatt mar 1-2 hét alatt kialakulhat az in vivo sejtekre jellemzd egyréteg(, polarizalt
(differencialodott) sejtréteg (Geens és Niewold, 2011; Vergauwen, 2015) (3. abra).
A differencialodas soran a sejtek kézott TJ alakul ki a klaudin-1, -3, -4, -5, -7, -8, -12, a
tricellulin, az okkludin, E-kadherin és a zonula okkludens-1 sejtkapcsolé fehérjék
segitségével (Brosnahan és Brown, 2012; Vergauwen, 2015), valamint mikrovillusok is
megfigyelheték (Schierack et al., 2006). A mukdza termelésuk, in vitro kértlmények kozott
fugg a tapfolyadékba adott szérumtol, sertés szérum esetén megnd a termelés (Schierack et
al.,, 2006; Zakrzewski et al., 2013). Képesek citokineket és kemokineket expresszalni.
A mRNS-ek esetében a Toll-like receptorok (TLR) kozil kimutattak a TLR-1, -2, -3, -4, -5, -6,
-8, -9, -10-t (Arce et al., 2010), az interleukinok (IL) kézul az IL-1a, -1B, -6, -7, -8, -10, -12A, -
12B, -15, -18-t (Mariani et al., 2009). Fehérjeszinten kimutattak az IPEC-J2 sejtek IL-6 és
IL-8 termel6dését a sejteknél (Arce et al., 2010; Razzuoli et al., 2013).

Az IPEC-J2 sejteket széleskorlen alkalmazzak in vitro vizsgalatokban, mert
megfeleld kordlmények kozott képes fennmaradni és differencialédni, annak ellenére, hogy a
sejtvonal nem daganatos eredetii. A sejtvonal j6l modellezi a human in vivo kérilményeket
is, mivel a majomféléken kivll a sertés bélrendszere all legkdzelebb az emberéhez (Zhang
et al., 2013; Gonzalez et al., 2015; Nossol et al., 2015). Az IPEC-J2 sejtvonallal jol
vizsgalhatok a kdlcsdnhatasok a bélham és baktériumok (Liu et al., 2010; Spitzer et al.,

2016), virusok (Jung et al., 2018), valamint kulonféle molekulak kozétt, ha az enterocitakra
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kifejtett hatasaikat kivanjak vizsgalni (Farkas et al., 2015; Paldcz et al., 2016; Paszti-Gere et
al., 2016; Karancsi et al., 2020; Kovacs et al., 2020).

WeRM Differencialodds

3. abra: Az IPEC-J2 sejtek fénymikroszkopos képe 100x nagyitasban. A bal oldali felvételen a
killtetést kdvetd napon, a jobb oldali foté 10 nappal a killtetés utan készilt. Lathato, hogy a sejtek és
az egyrétegl bélham morfoldgiaja valtozik a differenciacio soran. A vonal 50 um méretet jeldl (sajat
felvétel).

3.3.  Fusarium gombak és mikotoxinjaik

A penészgomba megnevezés egy megjelenési format jeldl, nem egy rendszertani
kategériat. Az ide sorolt jaromsporas gombak (Zygomycota), tdmlésgombak (Ascomycota)
és imperfekt gombak (Deuteromycota) egy laza telepszerkezetet hoznak létre, de nem
fejlesztenek makroszkopikus termétestet (Zukiewicz-Sobczak, 2013). A penészgombak féleg
aerob, heterotrof élélények, melyeknél ritkan fordul el az ivaros szaporodas (Nieuwenhuis
és James, 2016). Jelenlétik gazdasagi és egészséglgyi problémat jelenthet a
novénytermesztésben, az allattenyésztésben és az élelmiszeriparban, mivel az altaluk
termelt masodlagos anyagcseretermékek toxikusak lehetnek az azt fogyaszté szervezet
szamara. llyen masodlagos anyagcsere melléktermék csoport a mikotoxinok, melyek
szerkezete és hatasmechanizmusa jelentésen eltérhet. Lehetnek karcinogén (aflatoxin,
Kumar et al., 2017, szterigmatocisztin, Diaz Nieto et al., 2018), immunszupressziv
(trichotecén-vazas mikotoxinok, Wu et al., 2017a), mutagén (zearalenon, Othmen et al.,
2008), teratogén (aflatoxin, Supriya és Reddy, 2015), emetikus hatasuak (trichotecén-vazas
mikotoxinok (deoxinivalenol (DON), a nivalenol (NIV) és a fuzarenon-X (F-X), Wu W et al.,
2013). Egy mikotoxin tdbb toxikus hatassal birhat, tdbb mikotoxin egyidejl jelenléte pedig
szinergista multitoxikozist okozhat a szervezetben (Creppy et al, 2004). Az egyes
mikotoxinok okozta toxikdzis sulyossaga Osszeflggésben van a bevitt mikotoxin
mennyiségével, az adagolas idétartamaval, tovabba fugg az él6lény fajatol, nemétdl,
egészségi és taplaltsagi allapotatdl is (Zain, 2011).

Az Ascomycota taxonba tartozé Fusarium fajok (Sharma és Marques, 2018) is
allitanak el6 mikotoxinokat, ezek termel6dését serkentik a gombat ért stressz faktorok.

A mikotoxin termelésre hatassal van a hémérséklet, a relativ paratartalom, az elérhetd
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szubsztratok mennyisége, a rovarok kartétele, a rovar- és gombairtd szerek és a
gazdanovény faja (Nesic et al., 2014). Az, hogy milyen mikotoxinokat fog el6allitani a gomba,
fligg a penészgomba fajatdl és fajtajatdl is (Jennings et al., 2004). A fuzariotoxinokat tobb
csoportba sorolhatjuk, kémiai szerkezet alapjan megkllénboztetjlk a trichotecén-vazas
mikotoxinokat, a fumonizineket és a zearalenont (ZEA), valamint ezeknek a metabolitjait
(Perincherry et al., 2019). Eurépaban a dominans fajok k&zé tartozik a Fusarium
graminearum, Fusarium culmorum, Fusarium avenaceum és Fusarium sporotrichioides
(Pasquali et al., 2016, Hellin et al., 2018), Magyarorszagon ezek kbézil a F. graminearum és
a F. culmorum fordul el6, ezek els6sorban a trichotecén-vazas mikotoxinokat és a ZEA-t
allitjak el6 (Tima et al., 2016b, Gyorgy et al., 2020).

3.3.1. Trichotecén-vazas DON és T-2 toxin bélrendszerre gyakorolt hatasai

A trichotecén-vazas mikotoxinok kémiailag tetraciklusos spiro-epoxi-szeszkviterpén
vegylletek. A toxicitasanak f6 kémiai alapja a 12,13-epoxid gy(rl és a 9. és a 10. szénatom
kozotti kettds kotés, amelyek hatasat tovabb erbsiti a 3. szénatomnal talalhatoé hidroxil
csoport (Wu Q et al., 2013).

A ftrichotecén-vazas mikotoxinokat tdbbféleképpen lehet felosztani, de az egyik
leggyakoribb a kémiai szerkezet alapjan torténé négy csoportba sorolas. A funkcionalis
csoportok jelenléte vagy hianya alapjan ,A”, ,B”, ,C” és ,D” tipust kuldénbéztetnek meg
(McCormick et al.,, 2011). A trichotecén-vazas mikotoxinokat tdbb gomba nemzetség is
képes elballitani, ezek kdzé kdzé tartoznak a Fusarium fajok (Proctor et al., 2018), amelyek
az ,A” és a ,B” tipusba tartoz6, mig a ,C” és ,D” tipusu trichotecén-vazas mikotoxinokat a
Myrothecium és a Cephalosporium fajok termelik (McCormick et al., 2011; Ye et al., 2016).
A ,B” tipusu trichotecének abban térnek el az ,A” tipusutél, hogy a 8. szénatomjukon karbonil
csoport talalhaté. Ide tartozik a DON, a NIV és a F-X. Az ,A” csoportba tartozik a T-2 toxin és
a diacetoxiszcirpenol (DAS). A DON-nal, NIV-vel és ZEA-val végzett héstabilitas vizsgalatok
alapjan, egy 30 perces hdkezelési intervallum alatt 240 °C-on a harom toxin tébb mint 90%-a
bomlott le (Yumbe-Guevara et al., 2003). A takarmanyok eléallitasa soran alkalmazott
el6készitd fizikai apritas és kémiai dekontaminacié soran sem csdkken a koncentraciojuk
(Karlovsky et al., 2016, Colovi¢ et al., 2019). A DON és a T-2 toxin a két legjelentésebb
trichotecén-vazas mikotoxin (4. abra), melyek taplalékban és takarmanyban el6fordulva
mérgezést okozhat emberekben és allatokban egyarant (Liew és Mohd-Redzwan 2018).
Ezen mikotoxinok altal el6idézett karos hatasok kozé sorolhatéak az anorexia,
gasztroentritisz, hanyas és kulénbdzd hematoldgiai betegségek (Adhikari et al., 2017; Wu et
116 gabona mintaban, amelyeket a Dunantul északi és déli megyeéibél szereztek be.

Mindegyik mintaban kimutathatéak voltak a mikotoxinok alacsony mennyiségben, minddssze
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egy buza mintaban a DON koncentracidja magasabb volt a maximalisan megengedett
mennyiségnél (1880 ug/kg). Az arpa és a zab esetében a DON és ZEA tartalom a
hatarértéken belll maradt, mig a T-2 toxin vizsgalata soran a legalacsonyabb atlagokat
mérték. Ugyanabban az évben Tima és munkatarsai (2016b) egy tanulmanyban foglaltak azt
0ssze, hogy a harom kllénb6z8 magyar sertéstakarmany gyarté cég 45 mintajaban milyen
mértékben van jelen a DON, ZEA és T-2 toxin. Eredményeik alapjan legnagyobb
koncentracidban a DON (atlagosan 192,6 pg/kg kocaknak, 175 ug/kg malacoknak szant
takarmanyban), majd a T-2 toxin (kocaknak atlagosan 40,6 ug/kg, mig 34 pg/kg a
malacoknak szant takarmanyban), végil a ZEA (kocak részére atlagosan 21,6 ug/kg, a

malacoknak szant takarmanyban 24,6 ug/kg) fordult el6 a mintakban.

4. &bra: A deoxinivalenol (DON) (a) és a T-2 toxin (b) kémiai képlete.

A toxikozis mértéke fiigg az allat fajatol, ugyanis a monogasztrikus allatok, mint a
sertés és a szarnyasok, érzékenyebbek a mikotoxinok tébbségére (Pierron et al., 2016). Ezt
rumen hianyara vezetik vissza, ahol a mikrobiéta nem degradalja a mikotoxinokat, emiatt
sokkal sulyosabb formaban Iéphetnek fel gasztrointesztinalis zavarok és dermatotoxikus
tinetek, nekrotikus és gyulladasos folyamatok, illetve idegrendszeri elvaltozasok (Forsyth et
al.,, 1977; Hoerr et al.,, 1981; Pollmann et al., 1985; Nayakwadi et al.,, 2020). Ezzel
ellentétben vannak olyan mikotoxinok, amelyek a rumenben valnak toxikusabba. Erre lehet
példa a ZEA, amelynek a metabolitjai, az a-zearalenol és a B-zearalenol mérgez6bbek az
eredeti vegyuletnél (Danicke et al.,, 2005; Gruber-Dorninger et al.,, 2021). 1974-ben
Schoental és Joffe beszamoltak Oroszorszagban kitért az alimentary toxic aleukia (toxikus
leukopénia) (ATA) betegségrdl. A fogyasztott gabonabdl kivont vegylletek ragcsaldkban
hasonlé tlineteket okoztak, mint emberekben. A betegség tlnetei k6zé tartozott a béron
megjelend foltok, a nekrotikus angina, az extrém leukopénia, a t0bbszords bevérzések és a
csontveld allomany csokkenése. A F. sporotrichioides és F. poae gombakbdl vett késébbi
mintavétel soran kiderult, hogy azok T-2 toxint és mas trichotecén-vazas mikotoxinokat
termelnek (Joffe és Yagen, 1978). Napjainkban az emberi taplaléknak szant zabban, az
aratas és feldolgozas utan 82-88%-kal csdkken a T-2 toxin és deacetilalt formajanak, a HT-2

toxinnak a mennyisége, mig a termel6dd melléktermékekben, melyeket takarmanyként
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értékesithetnek, kézel haromszorosara néhet a mikotoxinok koncentracioja (Pettersson et
al., 2011). A gabonaszemek maghéja, mint a korpa f6 alkotorésze, magasabb
koncentracioban tartalmaz mikotoxinokat (Kushiro, 2008).

A Fusarium fajok a DON két acetilalt formajat is képesek eldallitani, a 3-acetil-DON-t
és a 15-acetil-DON-t, amelyek a DON prekurzorai (De Boevre et al., 2012; Kadota et al.,
2013; Alizadeh et al., 2016), illetve a T-2 toxin deacetilalt formajat a HT-2 toxint (Edwards et
al., 2009). Ezek egyuttesen megtaldlhatok a gabonafélékben és az abbdl készult
termékekben (Ok et al., 2013). A névények egy vagy tobb cukor molekulaval konjugaljak a
szabad DON és T-2 toxin molekulakat (Lattanzio et al., 2012, Vidal et al., 2015), igy a
legtdbbszdr kimutathaté konjugatum a DON-3-B-d-glikozid (Berthiller et al., 2005) és a
T-2-3-0-a-glikozid (McCormick et al.,, 2012). Rasmussen és munkatarsai (2012)
vizsgalatukban azt talaltdk, hogy a természetes korlilmények kozott megferté6z8dott
gabonaban a magas DON tartalom pozitivan korrelal a DON-3-B-d-glikozid
gyomorbdl és a vékonybél proximalis részébdl (Danicke et al., 2004). Ezzel szemben a
cukorral konjugalt mikotoxinok nem bomlanak le a vékonybélben és képesek elérni a
vastagbél terlletét. Gratz és munkatarsai (2017) leirtak, hogy a mikotoxinok névényi eredeti
metabolitjai kevésbé toxikusak a mikotoxin aglikon formajahoz képest, egészen addig, amig
a szervezetben a mikrobiota tagjai nem hidrolizaljak a vegylletet, melynek révén
hozzaférhetévé valik az aktiv molekula a bélrendszerben és felszivdédhat a bélhamsejteken
keresztul.

Pestka és munkatarsai (1987) sertésekkel végzett vizsgalatabol kiderll, hogy a 75

s s

A vizsgalataik bizonyitottak, hogy az erésen savas kbdzeg, mint amilyen a gyomorban
lehetséges, elésegiti a DON deepoxi-deoxinivalenol (DOM-1) vegyuletté torténd atalakulasat.
A DOM-1 a DON-hoz képest kevésbé toxikus (Sundstgl Eriksen et al., 2004).
A transzformaciét képesek bélbaktériumok is elinditani enzimatikusan. A poligasztrikus
allatoknal és a madaraknal a gyomor-bél traktus kezdete felé helyezkednek el azok a
baktériumok, melyek képesek elvégezni a DON legaldbb részleges atalakitasat DOM-1
molekulava, miel6tt elérné a vékonybelet, ahol a mikotoxin felszivédasa megtorténhet. Ezzel
szemben a monogasztrikus allatok esetében a vékonybél terulete el6tt nem torténik meg ez
az atalakulas (Springler et al., 2017). Zhang és munkatarsai (2018) tanulmanyaban a T-2
toxin és a HT-2 toxin toxicitasa megegyezett per os és intraperitonealis adast kovet6en

egerekben.
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Sertéseknél kimutattak, hogy a takarmanyban 1 mg/kg alatti DON terhelés nincs
hatassal, mig az 1 mg/kg-nél tobb DON-t tartalmazo takarmanynak kitett sertések
ndvekedési teljesitménye visszaesett 77 napig tartd etetés alatt. Azt talaltak, hogy alig vagy
egyaltalan nem volt hatassal ez a mikotoxin a sertések nitrogén felhasznalasra, amibdl azt a
kovetkeztetést vontak le, hogy a DON negativ hatasai nagyrészt a lecsdkkent
takarmanyfelvételnek tudhaték be (Wellington et al., 2021). A takarmanyfelvétel csdkkenés
hatterében a kozponti idegrendszer zavara is &llhat. Flannery és munkatarsai (2012)
kimutattdak egérkisérletekben, hogy intravénasan adva 1 és 5 mg/testtotmeg kg DON-t
2,5-szeresére nétt az YY peptid hormon (PYY) szintje, mialatt az allatok nem vettek
magukhoz élelmet. Egészséges szervezetben magat a hormont a vékony és a vastagbél
valasztja ki abbdl a célbdl, hogy csdkkenjen a taplalék felvétele, a kéros megemelkedése
vezethet problémakhoz. A masik vizsgalt hormon, melynek szintjie a DON hatdséara szintén
megnétt a kolecisztokinin  (CCK) volt. Wu és munkatarsai (2014) altal mért
plazmakoncentraciok alapjan a per os DON fogyasztas esetében a CCK fontosabb szerepet
jatszik a taplalék visszautasitasban, mint az PYY hormon. Egy masik vizsgalat szerint, a
szajon at felvett toxin a gyulladasos citokinek termel6désének serkentése révén valt ki
takarmany-visszautasitast, ugy, hogy gatolja a nyelésben részt vevd izmokat (Abysique et
al., 2015).

3.3.2. A DON és a T-2 toxin sejtszintii mechanizmusai

A bélrendszerbe kerllt mikotoxinok elészér, a legmagasabb koncentraciéban a
bélhamsejtekkel Iépnek kapcsolatba. A krénikus toxin felvétel hatasara megvaltozhat az
emésztérendszer mikddése, amely megnyilvanulhat abban, hogy csdkken a tapanyagok
felszivodasa és metabolizmusa (Sergent et al., 2006). Li és munkatarsai (2018)
megfigyelték, hogy a DON-nal kezelt csoportokban a jejunum hisztomorfolégiai valtozasokon
ment keresztll 5 hetes malacokban. Az eredményeik alapjan a mikrovillusok ellaposodtak és
Osszeforrtak, valamint a bélbolyhok apikalis része nekrotizalt. Ezek azt mutattak, hogy a
DON rovidtavon elnyomhatja a malacok névekedési teljesitményét és megvaltoztathatja a
bélhormonok kivalasztédasat. Tovabba a DON gatol egy natrium-glikéz (SGLT-1)
magyarazata a DON felvételhez kapcsolédé hasmenésnek. A DON gatolja a cukrok bélbél
torténd felszivodasat, valamint egyes monokarboxilatok felvételét is (Dietrich et al., 2012).
Molekularis szinten a DON és a T-2 toxin az eukariéta sejtek 60S riboszoma alegységéhez
kétédnek (Katika et al., 2015). A riboszémaval valé kolcsOnhatas gatolja a fehérjeszintézis
elongaciés szakaszat, fehérjeszintézis gatlashoz vezetve (Bae és Pestka, 2008; Pestka,
2010, Bensassi et al.,, 2012). Akbari és munkatarsai (2014) kimutattak, hogy a 1 6ras,
1,39 yM DON kezelés hatasara megbomlik a Caco-2 sejtréteg integritisa. A DON
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dozisfuggd modon csokkentette a klaudin-1, klaudin-3 és klaudin-4 fehérjék szintjét. T-2 toxin
szintén koncentraciofiggé modon csokkentette a klaudin-3, klaudin-4 és okkludin fehérjék

expresszios szintjét (Romero et al., 2016).
3.3.3. Oxidativ stressz kialakulasa DON és T-2 toxin terhelést kovetéen

A DON Aaltal indukalt oxidativ stressz kart okoz a mitokondriumban azzal, hogy
lecsOkkenti a mitokondridlis membranpotencialt (Bin-Umer et al.,, 2011) és indukalja a
kaszpaz -8, -9 apoptotikus faktorok termelédését (Zhang et al., 2009; Li et al., 2014).
A folyamat végul sejthaldlhoz, apoptézishoz vezethet (Pestka, 2008; Redza-Dutordoir és
Averill-Bates, 2016; Chen et al., 2018; Habrowska-Gorczynska et al.,, 2019). A T-2 toxin
oxigén szabadgyokok képzésével valt ki oxidativ stresszt (Yang et al., 2016) és
lipidperoxidacids folyamatokat indukalva (Schuster et al., 1987) megvaltoztatja a membranok
szerkezetét, igy karositva a sejtmembran foszfolipidjeit és lipoproteinjeit, ezaltal zavart
okozva a sejtek kdzotti kommunikacidban (Chance et al., 1979; Barrera, 2012; Su et al.,
2019). Tovabba a T-2 toxin gatolhatja kdzvetlendl vagy a ROS kdzvetitette utvonalon is az
antioxidans rendszert (Wu et al.,, 2017b) és hatassal van az antioxidans enzimek

kifejez6désére, aktivitasara (Chaudhari et al., 2009).
3.3.4. DON és T-2 toxin altal eléidézett gyulladasos folyamatok

A DON bélben valo jelenléte gyulladasos valaszt indukal a tumor nekrézis faktor-alfa
(TNF-a), IL-1a, IL-1B és IL-8 expresszidjanak szignifikdns ndvekedésével. Mindegyik
gyulladasos citokin szerepet jatszik a gyulladasos valasz inditasaban és amplifikalasaban a
bélhamsejtekben (Bamias és Cominelli, 2016). A DON karositia a humoralis és
sejtkdzvetitett valaszokat, megvaltoztatjia a szérumban az immunoglobulin-A (IgA) szintet és
az IgA-hoz tarsuld nefropatiat okozhat egerekben (Greene et al., 1994). Sertésekben ezzel
ellentétben az IgA nem valtozik, viszont az immunoglobulin-G (IgG) és immunoglobulin-M
(IgM) szint megnd (Goyarts et al., 2006). Berek és munkatarsai (2001) teszteltek nyolc
fuzariotoxint és ezek kozul a T-2, F-X, NIV és DON mutatta a leger6ésebb immunszupressziv
hatast periférias vér mononuklearis sejteiben. Kisérletiikben csokkent a T- és a B-limfocitak,
valamint a természetes 06l6sejtek (NK sejtek) aktivitdsa. Savard és munkatarsai (2015)
sertéseknél mutattak ki, hogy a DON-nal szennyezett takarmany csokkenti a sertés
reprodukcios és légzészervi szindrédma virus (PRRSV) elleni oltast kdvetd antitestképzédést.
BALB/c egereken végzett kisérletekben a T-2 toxint 4 héten keresztul adtak 0,5 mg/testsuly
kg mennyiségben és megallapitottak, hogy a toxin ndvelte az IL-1B, IL-6 és TNF-a
gyulladasos citokinek expressziéjat (Lin et al., 2019). Caco-2 sejteken végzett kisérletek
soran a DON szignifikdnsan ndvelte meg az IL-8 szintjét koncentracié-fuiggé moddon

0-16,85 uM alkalmazott koncentracié tartomanyban 48 6ras inkubacios idé utan (Van de
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Walle et al., 2008). Egy késbbbi vizsgalatukban Van de Walle és munkatarsai (2010) 24 o6ras
DON-nak kitett Caco-2 sejtekben korulbelul 25-szeresére nétt az IL-8, mig a COX-2
transzkripcios szintje korulbelul 40-szeresére emelkedett. Kadota és munkatarsai (2013)
szintén dozisfuggd IL-8 szintemelkedést tapasztaltak Caco-2 sejteken DON hatasara

0,337-3,37 yM koncentracio tartomanyban.
3.3.5. DON és T-2 toxin hatarérték szabalyozas

A Nemzetkdzi Rakkutatasi Ugynokség (IARC) 1993-as kdzleménye szerint a DON és
a T-2 toxin a 3-as csoportba kerult, mely szerint a két toxin human vonatkozasban nem
karcinogén (IARC Monograph, 56, 1993).

2006-ban az Eurdpai Unié megallapitotta a mikotoxin tartalom felsé hatarértékét a
human fogyasztasra szant élelmiszer-alapanyagokban és élelmiszerekben, tovabba javaslati
értékeket hatarozott meg a gazdasagi allatfajoknak szant takarmany-alapanyagok és
takarmanyok esetében. Az emberi fogyasztasra szant élelmiszerekben a mikotoxin felsd
hatarértékeit a 1881/2006/EK rendelet szabalyozza. A DON esetében 1 pg/testsuly kg
megengedhetd napi beviteli szintet (TDI), T-2 toxinnal 0,06 pg/testsuly kg ideiglenesen
megengedhetd napi beviteli szintet allapitottak meg. A DON mennyisége a kozvetlen
emberei fogyasztasra szant gabonafélék, gabonalisztek, szaraz tészta, korpa és csira
esetében 750 ug/kg. Tovabba a kenyér, pékaru, gabonapehely, keksz és gabonaszeleteknél
ez az érték 500 pg/kg. Ezzel szemben a csecsemék és kisgyermekek szamara készilt
gabonalapu élelmiszerekben 200 pg/kg a megengedett felsé hatarérték. A feldolgozatlan
gabonafélékben (a durumblza, zab és kukorica kivételével) 1250 pg/kg, a durumbuzaban,
zabban és kukoricaban 1750 ug/kg. A T-2 toxinnal nincs megadva felsé hatarérték a
termékekre vonatkozodan.

Az Eurdpai Bizottsag kibocsatotta a 2006/576/EK ajanlasat a takarmanyok mikotoxin
szennyezettségére vonatkozdan. Kiegészité és teljes értekl takarmanyok esetében az
ajanlas 5 mg/kg, kivéve a sertéseknek szant takarmanyoknal, ahol ez 0,9 mg/kg. A DON
maximalis toleralhaté mennyisége malacoknal 200-500 ug/kg takarmany, sertéseknél
250-1000 pg/kg takarmany. 2016-ban elfogadtdak, hogy a 2006/576/EK ajanlas
mellékletének helyébe a 2016/1319 ajanlas melléklete 1ép, mely a kedvtelésbél tartott allatok
takarmanyaban el6fordulé DON, ZEA és ochratoxin-A tekintetében valé médositasardl szol.
Osszetett takarmanyokban a DON-ra vonatkozo ajanlas 5 mg/kg 12% nedvességtartalmu
takarmany. Viszont sertéseknél kulon kiemelésre kerllt, hogy 0,9 mg/kg takarmany az
iranyértéek. A T-2 toxin és a HT-2 toxin egyuttes mennyiségére vonatkozéan egyedul a
macskaknak szant 6sszetett takarmanyok esetében talalhaté iranyérték, mely 50 pg/kg, 12%

nedvesseégtartalmu takarmanyra vonatkozoan.

27



Mivel kevés in vivo adat all rendelkezésre, ezért a glikozilalt mikotoxin vegyuletek
koncentracioja nincs szabalyozva az Europai Unidban, pedig az emésztérendszerbe kerllve

(Nagl et al., 2014).

3.3.6. A mikotoxinokkal, illetve az altaluk kivaltott egészségkarosodassal
szembeni védekezés lehetdségei

A takarmanyokban el6fordul6 mikotoxinok negativ hatasainak kivédésére szamos
fizikai és kémiai mddszer all rendelkezésre. A mikotoxinok fizikai modszerekkel térténd
mennyiségi csOkkentése els6sorban a valogatds, a mosas, az olddszeres extrakcio, a
hékezelés és az adszorpcié révén valdsulhat meg (Karlovsky et al., 2016; Liu et al., 2022).
Az idealis mikotoxin adszorbens nagy megkodté kapacitassal rendelkezik a mikotoxinokkal
szemben, alacsony és nem specifikus kétédést mutat a tdpanyagokhoz, valamint nagyfoku
megbizhatdsag, stabilitas és megfeleld iz jellemzi (Kabak et al., 2006). Az adszorpciés
kétéanyagok komplexet képezhetnek a mikotoxinokkal, igy megakadalyozzak azok atjutasat
a gyomor-bélrendszerbdl az allatok keringésébe, szerveibe (Liu et al.,, 2022), igy az
adszorbealt mikotoxin a bélsarral Grilhet. Az aktiv szén, mint altalanos adszorbens, nagy
felllettel és kivald adszorpcids képességgel rendelkezik vizes kérnyezetben. Tobb
tanulmany igazolta, hogy porozus szerkezetének kdszénhetéen képes csdkkenteni a DON
mennyiségét in vitro és in vivo sertésekkel végzett vizsgalatokban is (Devreese et al., 2014;
Ying et al., 2021). Ahn és munkatarsai (2022) aluminium-szilikatok DON-hoz vald kétédését
vizsgaltak, és megallapitottak, hogy az adszorpci6 mértéke nem megfelelé a mikotoxin
hatékony eltavolitasa céljabol. A szerves eredetli adszorbensek a mikroorganizmusok
sejtfalanak Osszetev6jébdl szarmaznak. A moddositott glikomannan hozzaadasa a T-2
toxinnal szennyezett takarmanyhoz ellensulyozta a sertések T-2 toxin altal okozott csokkent
sulygyarapodasat és csOkkentette a Salmonella typhimurium mennyiségét a vakbélben
(Verbrugghe et al., 2012).

A DON kémiai technikakkal tortén6é dekontaminalasanal a lugos korulmeények és az
o6zonos kezelések hatékonynak bizonyultak. A natrium-karbonattal végzett kezelések
hatadsara szignifikansan cstkkent a DON mennyisége a kanadai arpatakarmanyokban
(Abramson et al., 2005). A buzakorpaban a DON mennyisége 32%-kal csOkkenthetd 1 6raig
tarté 6zonos kezeléssel (Santos Alexandre et al., 2018).

A fizikai és a kémiai stratégiak egyike sem képes a takarmanyban 1évé mikotoxinok
telies eliminalasara. Fontos iranyvonal a taplalkozassal kapcsolatos stratégiak kidolgozasa.
Az oxidativ stressz a mikotoxinok altal okozott citotoxicitas egyik fontos 0sszetevdje, ezért az
antioxidansok hozzaadasa a mikotoxinnal szennyezett takarmanyhoz javithatja a szervezet

antioxidans kapacitasat és novelheti az allatallomany mikotoxinokkal szembeni ellenall
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képességét. Ezeket az immunrendszer mikodésének és a bélrendszer egészségének
fokozasara hasznalhatjak, mivel feltételezhet6, hogy igy az allat kevésbé lesz érzékeny a
mikotoxinok toxikus hatasaira. A védé hatasu anyagok kdzé tartoznak a prebiotikumok, a
probiotikumok és a fitobiotikumok (Ferrer et al., 2015; Liao és Nyachoti, 2017).
A fitobiotikumok a névényi eredet(i anyagok széles skalajat foglaljak magukban, mint példaul
az illéolajokat és a gyogynovényeket. A fitogén takarmany-adalékanyagok haszndlata a
baromfi- és sertés takarmanyozasban az utébbi idében egyre nagyobb érdeklédésre tart
szamot. A nem-antibiotikus névekedésserkent6kkel, példaul a szerves savakkal és
probiotikumokkal 6sszehasonlitva, a fitobiotikumok viszonylag uj takarmany-adalékanyagok.
Tobbnyire a fitobiotikumok az antimikrobidlis, az antioxidans és a gyulladascstkkentd
hatasaiknak készdénhetéen javithatjak a ndvekedési erélyt és csdkkenthetik a mikrobialis
fertézés el6fordulasat (Gheisar és Kim, 2018; Holanda et al., 2021). Feltételezhetd, hogy a
ndvényekben megtalalhaté polifenolos vegyiletek egyedi vagy kombinalt antioxidans
tulajdonsagai felel6sek a jotékony hatasokért, azonban a hatasmechanizmusuk és az allati
takarmanyokban javasolt adagolasuk még nem telijes mértékben tisztazott (Mahfuz et al.,
2021).

3.4. Novényi polifenol vegyiiletek altalanos jellemzése

Szamos tanulmany vizsgalja a polifenolokban gazdag élelmiszerek fogyasztasanak
pozitiv hatasait, mind a human (D’Archivio et al., 2007, Marranzano et al., 2018), mind a
gazdasagi allatokban (Silva-Guillen et al., 2020, Hashem et al., 2020).

A polifenolok kémiailag valtozatos masodlagos anyagcsere melléktermékek.
Legalabb egy fenolos (aromas) gydrit tartalmaznak, amelyhez kilénb6z8 funkcids
csoportok, elsésorban hidroxil csoportok, kapcsolédhatnak (Kroymann, 2011, Ramakrishna
és Ravishankar, 2011). A polifenolok bioszintézisének alapja a fenilalanin vagy tirozin
aminosav, deaminalasuk soran fahéjsavhoz jut a névény (Pereira et al.,, 2009). Ehhez a
fenolos gy(irihoz kapcsolédhatnak cukorkomponensek, karbonsavak, hidroxil-, metil- és
szulfat csoportok kialakitva ezzel az adott polifenol szarmazékokat (Tsao, 2010). Ha egy
cukorkomponens adodik az aglikon alapvazhoz, akkor glikozidnak hivjuk a keletkezd
vegyuletet. Leggyakrabban glukéz kapcsolddik a flavonoidokhoz, de Ilehet arabindz,
galaktéz, glukoronsav, ramnoz és xiléz is (Kim et al., 2015). Ezzel az additiv Iépéssel
megvaltozik a molekula tulajdonsaga az alapvegyllethez képest. Példaul jelent6sen
megndhet a molekulatdmege, megvaltozhat a hidrofil jellege, ezaltal modosul a bioldgiai
hatas és hasznosulas is az eml6sdk szervezetében (Morand et al., 2000, Felgines et al.,
2000). A glikozilacié polarosabba teszi a flavonoidokat, igy megnéhet az oldhatésaguk és a

stabilitasuk vizes kézegben (Slamova et al., 2018).
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Funkciéjuk alapjan féleg a ndvények leveleiben, rigyeiben, a gylimdlcsdkben
halmozdédnak fel, de a ndvényi szarban is kimutathatok (Lavola et al., 2012, Das et al.,
2014). A novényt ért stresszhatasokra képzddnek ezen vegylletek aglikon formaban,
els6édleges szerepik megvédeni a ndvényt a kildénbdzd stresszhatasoktodl szinanyagokként,
antioxidansokként vagy szubsztratokként (Berini et al., 2018, Mazid et al., 2011). Selmar és
Kleinwachter (2013) kimutatta, hogy a vizhiany okozta stressz hatasara megemelkedik a
novényekben a fenolos vegyuletek, alkaloidok és izoprenoidok szintézise. Hasonléan a
vizhianyhoz, a megemelkedett UV-B sugarzas (Nascimento et al., 2015) és a kartevék
jelenléte (Kovalikova et al., 2019) is képes indukalni a fenolos vegyuletek mennyiségi
novekedését a ndvényben. A flavonoidok és fenolos savak lehetnek szignal molekulak a
mikorrhizak felé vagy részt vehetnek a patogén gombak elleni védekezésben (Ndakidemi és
Dakora, 2003, Mandal et al., 2010). Osszességében a névény polifenolos dsszetételét a
kilsé stressz faktorok és az adott névény genetikaja fogja meghatarozni.

Az emberi és az allati szervezet nem képes elBallitani polifenolokat, igy ezek a
vegylletek csak ndvényi eredetii taplalékkal juthatnak a testbe. Az elfogyasztott polifenolok
bioloégiai hasznosulasa figg a bélben térténd felszivédastol, ezt az adott vegyllet kémiai
felépitése befolyasolja. Ez lehet a glikozilaltsag-, illetve az észterezettség mértéke és a
polimerizaltsag foka. Az elfogyasztott élelmiszerben vagy takarmanyban a polifenol
molekulakat kérbeveszik az élelmi rostok. Komplex felépitésli halézatban talalhatok meg
konjugalva mas polifenolokkal moédositva az emésztéenzimek hozzaférhetéségét a
vegylletekhez. A felszivodast tovabba befolyasolja még a bélben €16 mikrobiota (Marin et
al., 2015, Catalkaya et al., 2020). A mikroflérat jelenté mikroorganizmusok bioldgiailag aktiv
molekulakat juttatnak a bél lumenébe, melyek kdlcsdnhatasba léphetnek a polifenolokkal.
Az aglikonok biologiai elérhetéségét tovabb mdédosithatja a bélben és a majban térténd
konjugacié (Manach et al., 2004, Bohn, 2014).

A polifenol aglikonok biokémiai tulajdonsagai kdzé tartozik az antioxidans hatas,
melyet a kémiai szerkezet hataroz meg. A fenolos gy(ri és a hidroxilcsoportok jelenléte j6
elektron- és hidrogéndonorra teszi, igy képes semlegesiteni a szabadgyokoket és mas
reaktiv oxigén fajtakat. Képesek tovabba direkt csdkkenteni a ROS mennyiségét
(Samoylenko et al.,, 2013), illetve gatolhatiadk a ROS termeléséért felelés enzimek
mikddését, ugy, mint a nitrogén-monoxid szintaz (NOS) (Morales et al., 2006, Calabré et al.,
2018) és a xantin-oxidaz aktivitasat (Mohos et al., 2019). A fémionokkal kelatokat
képezhetnek (Leopoldini et al., 2006), ezaltal képes megkdtni a fémionokat, megakadalyozva
ezzel a Fenton-reakcio kialakulasat és a lipidperoxidaciot (Cheng és Breen, 2000). Zha és
munkatarsai (2020a) bebizonyitottak, hogy a flavonok kbézé tartozé baicalin rézzel egyutt
torténé beadasa segit fenntartani az optimalis ndvekedést és ndvelheti az antioxidans

kapacitast a DON-nal szennyezett takarmanyt fogyaszté malacoknal. A baicalin-cink
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kiegészités visszaallithatja a DON altal kivaltott tapanyag felszivédasi zavart, és antioxidans
védelmet nyujthat a tulzott oxidativ stressz ellen (Zha et al., 2020Db).

A polifenolok immunmodulalé hatasat kilonb6zd vizsgalatok tamasztjak ala.
Az egyes polifenolok hatassal vannak az immunsejtek populacioira, szabalyozzak a citokinek
termel6dését és a gyulladast elésegitdé gének expresszidjat. Tovabba képesek specifikusan
az immunsejtek szamat és differencialodasat kdzvetlen médon megvaltoztatni. Karasawa és
munkatarsai (2011) vizsgaltak a datolyapalma (Phoenix dactylifera L.) érlelt terméseinek
forrévizes kivonatdban a kilénb6zd, hatasukban azonositott polifenolok (klorogénsav,
koffeinsav, pelargonin és ferulinsav) hatasat. Eredményeik alapjan a datolyakivonat
jelentésen stimulalta az IFN-y mRNS expressziot egér Peyer-plakk limfoid
sejttenyészetekben. A klorogénsav és a koffeinsav is szignifikansan ndvelte az
IFN-y(+)CDA4(+) sejtek szamat. Yang és munkatarsai (2012) kimutattak, hogy a baicalin
indukalta a Foxp3 fehérje expresszidjat tenyésztett T-sejtekben, valamint el6segitette a
Treg sejtek differencialédasat és szabalyozé aktivitdsat. Tovabbi eredményeikben
bizonyitottak a baicalin helyreallité képességét a Foxp3 expresszios szintjében a kezdeti IL-6
altal kozvetitett gatlas utan, és in vitro indukalta a Foxp3 expressziot. A baicalin tovabba
képes szabalyozni a Thelper-17 sejtek differencialédasat, és alkalmasnak tiinik a Thelper-17
sejtek altal kdzvetitett gyulladasos betegségek kezelésére is (Yang et al., 2011). Drummond
és munkatarsai (2013) harom a gyulladas kezelésére alkalmas eurdpai gyogyndvényt
vizsgaltak, a kamillat (Matricaria chamomilla L.-Matricariae flos), réti legyezéfivet
(Filipendula ulmaria L.-Spiraeae ulmariae herba) és a flizfa kérgét (Salix alba L.-Salicis
cortex). A vizes gyogynévény-kivonatokban izolaltak a polifenol vegylleteket (apigenin,
kvercetin és szalicilsav, 0-100 pM) és inkubaltdak THP1 makrofagokkal. 10 uM
koncentracional mind az apigenin, mind a kvercetin szignifikansan csékkentette az IL-6-ot.
Az apigenin 10 pM-nal és a kvercetin 25 pM-nal szignifikansan csOkkentette a TNF-a
mennyiségét. Vagyis bizonyitottak a gyégynoévény-kivonat polifenol vegylleteinek a
gyulladascsokkenté hatasat, az aglikon forma képes szabalyozni a makrofag sejtek egy
csoportjat.

Cushnie és Lamb (2011) 6sszefoglalé munkajukban leirtak, hogy a flavonoidoknak
lehet kozvetlen és kozvetett antibakteridlis hatasuk. Megemlitik még az antibiotikumokkal
valo szinergista hatasukat. A flavonoidok gatolhatjak a biofilmek képzédését és
megakadalyozhatjak a baktériumok gazdaszervezeti célpontokhoz vald kotédését in vitro
kisérletekben. Tovabba elnyomhatjak a bakterialis virulenciat, melyet a Helicobacter pylori
(Gonzalez et al., 2021) és a Staphylococcus. aureus (Lopes et al., 2017) baktériumokon
vizsgaltak. Xu és Lee (2001) altal végzett kutatas célja az volt, hogy a vizsgalt 38 flavonoid
molekula koézul felmérjék, hogy melyik hatékony az antibiotikum rezisztens baktériumok

ellen. Eredményeik alapjan négy flavonol (miricetin, datiszcetin, kempferol és kvercetin) és
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két flavon (flavon és luteolin) mutatott gatldo hatast a meticillin-rezisztens Staphylococcus
aureus ellen. A fenolos komponenseket két csoportra lehet bontani: flavonoidok illetve nem-
flavonoidok (Singla et al., 2019) (5. abra).

— Flavonolok — Que
—— Flavonok
— Flavanonok
Flavonoidok —
Flavanolok
Izoflavonok
Antocianidinek
r— Hidroxi-benzoesavak —» RA
Fenolos savak—
— Hidroxi-fahéjsavak
Polifenol vegyuletek — 4 Lignanok
Stillbbenék
———  Kinonok 2,6-dimetoxi-benzokinon —» DMBQ

5. abra: A polifenol vegytiletek feloszthaték flavonoid és nem-flavonoid vegytletekre, a kinonok
képzédhetnek a polifenolokbdl kinoidalis oxidacio révén. Que: kvercetin, RA: rozmaringsav, DMBQ:

2,6-dimetoxi-benzokinon

3.4.1. Kvercetin antioxidans és gyulladascsékkent6é hatasanak jellemzése

A flavonoidok szerkezete a szénatomok szama alapjan C6-C3-C6 képlettel irhato fel
(Santos-Buelga és Feliciano, 2017), mely 15 szénatomot tartalmaz harom gyiriben, ezeket
A7, ,B” és ,C” betlkkel jeldlnek (Kumar és Pandey, 2013). A kozéps6, ,C” gylri
szaturacidjatol és szubsztituenseinek szamatol fliggéen megkuldnbdztetiink tébb csoportot:
flavonolok, flavonok, flavanonok, flavanolok, izoflavonok és antocianidinek (Tsimogiannis et
al., 2007). Ezek kozll a flavonoloknak szerepe van a névény UV elleni védekezésében és a
szabadgyokok semlegesitésében (Zoratti et al., 2014). Ide tartozik a kvercetin (Li Yao et al.,
2016) (6. abra). Aglikon formaban sarga szind, forré vizben rosszul, alkoholban és lipidekben
jol oldédik, hideg vizben pedig oldhatatlan. A névényekben a kvercetin glikozilalt formaja
talalhaté meg, leggyakrabban a rutin (3-ramnozil-glukozil kvercetin) és a kvercitrin (kvercetin
3-O-ramnozid) (Zhang et al., 2014). A cukor komponenseknek készonhetéen a kvercetin
vizoldékonyabba valik. Féleg a zdldségek és gyumdlcsdk héjaban és husaban vannak jelen
(Zhai et al., 2019). Dabeek és Marra (2019) vizsgalatai alapjan a gyimdlcsodk kézul az alma
kvercetin tartalma 4,01 mg/100 g, a vordsafonyaé 25,0 mg/100 g friss tomeg. A kaposzta
14,7 mg, mig a hagyma 45,0 mg kvercetint tartalmazott 100 g friss tdmeghez viszonyitva.

A vizsgalt mintaikbdl a legtdbb kvercetint a kapor tartalmazta 79 mg/100 g friss témegben.
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6. abra: A kvercetin kémiai képlete.

A kvercetin rendelkezik antioxidans és gyulladascsdkkenté tulajdonsagokkal (Anand
David et al., 2016). A kovetkez6kben leirt kutatdsokban a haszonallatok a kvercetint per os
vették magukhoz a takarmanyokkal egyltt. Liu és munkatarsai (2014) vizsgaltak a kvercetin
hatasat a tojotyukok teljesitményére, tojasminéségére, urtlék mikrofléra populacidira és
antioxidans allapotara. A madarak nyolc héten keresztil fogyasztottak kvercetint 0; 0,2; 0,4
és 0,6 g kvercetin/ftakarmany kg koncentraciéban. Az eredményeik arra utalnak, hogy a
0,367-0,369 g kvercetin/takarmany kg kiegészités utan javul a tojasrakas és a takarmany-
hasznosulas. Tovabba bizonyitottak, hogy a kvercetin takarmany kiegészitése jotékonyan
modulalta a bélkdérnyezet és a maj szuperoxid-dizmutaz aktivitasat a tojétydkoknal.
Egy masik vizsgalatban brojlercsirkéknél vizsgaltak a 0,5 és 1 g kvercetin/kg takarmany
kiegészitést a ndvekedési teljesitmény, a belsd szervek sulya, a his minésége és a hus
oxidativ stabilitasa alapjan (Goliomytis et al.,, 2014). Eredményeik alapjan a 1 g
kvercetin/takarmany kg kiegészités csOkkenti a lipidek oxidacidjat és noéveli a relativ
szivtomeget. Sertéseknél Zou és munkatarsai (2016) vizsgaltak, hogy 4 héten keresztll
25 mg kvercetin/takarmany kg kiegészitést koveté 5 éras szallitasi stressz hatasara hogyan
valtozik a bél épsége, a bélben keletkezd ROS szintje és kialakul-e bélgyulladas a
sertésekben. Eredményeik alapjan a kvercetinnel kiegészitett takarmanyt fogyaszto
allatokban alacsonyabb volt a bél ROS és MDA szintje, csOkkent az endotoxin
szérumszintje, valamint megnodvekedett a jejunum tertletén a mikrobolyhok magassaga és
az okkludin és a zonula occudens-1 (ZO-1) mRNS expresszidja. Park és munkatarsai (2020)
szintén sertéseken vizsgalta a kvercetin hatasat az immunparaméterekre, a ndvekedési
teliesitményre és a tapanyagok emészthet6ségére ugy, hogy Escherichia coli
lipopoliszacharid (LPS) (100 ug / testtdbmeg kg) injekciot kaptak. A flavonoid-kiegészités
szignifikdnsan noOvelte az atlagos napi testtdbmeg-gyarapodast (ADG) a 0-21. napig.
Novekedett a szerves anyagok és a nyersfehérje emészthetésége, szignifikdnsan csokkent
az IL-6, nétt az IgG és a fehérvérsejtek koncentracidja, valamint a limfocitdk szazalékos

aranya az LPS terheléstdl fuggetlendil.

33



Yang és munkatarsai (2020) tanulmanyoztak a kvercetin és a DON hatasat az
emberi, nem daganatos eredetli gyomorhamsejteken (GES-1). Megallapitottak, hogy a
GES-1 sejtek esetében jobb sejtéletképességi értékeket kaptak, ha a sejteket 2 6ran
keresztil, 6,25 uM kvercetinnel elékezelték, majd 5 uM DON-nal inkubaltak a csak DON
kezelést kapott sejtekéhez képest. Tobb tanulmany sziletett arrél, hogy milyen hatast
gyakorol a kvercetin alacsony koncentracioban a Caco-2 sejtek TEER értékeire. Suzuki és
Hara (2009) azt talaltak, hogy a Caco-2 sejtvonalon a kvercetin 10 pM és 100 yM kdzotti
koncentraciotartomanyban szignifikdnsan novelte a TEER értékeket 24 és 48 oras
inkubacidés id6 utan. Tovabba ndvelte a klaudin-4 fehérje expresszidjat és csdkkentette a
luciferin sarga festék atjutasat a sejtrétegen. Carrasco-Pozo és munkatarsai (2013) hasonlé
medfigyeléseket tettek, eredményeikben a 33 pM kvercetin kezelés emelte meg
szignifikansan a TEER értékeket a Caco-2 sejtekben, amikor a nem-szteroid gyulladasgatlo
gyogyszert (NSAID-ot), az indometacint 250 yM koncentracidéban adtdk be. Amasheh és
munkatarsai (2008) eredményei szerint a 200 uM kvercetin hatékonyan javitotta a TEER-t
Caco-2 sejtekben esetében 24 ora elteltével. Suzuki és Hara (2009) eredményei szerint a
kvercetin kezelés fokozta a klaudin-4 prométer aktivitasat, illetve a ZO-2, okkludin és

klaudin-1 citoszkeletalis megjelenését.

3.4.2. Egy kavésav szarmazék, a rozmaringsav in vivo és in vitro hatasanak

vizsgalata

A nem flavonoidok csoportja tartalmazza az egyszeri fenolokat, fenolos savakat,
kumarinokat, xantonokat, kalkonokat, sztilbéneket, lignineket és lignanokat. A fenolos savak
tovabb oszthatdak benzoesav-szarmazékokra, illetve fahéjsav-szarmazékokra (Kumar és
Goel, 2019). A fahéjsav fenol gyiriijéhez kapcsoldédd hidroxil csoportokkal alakulnak ki a
hidroxi-fahéjsavak, ide tartozik a kavésav, ferulsav és p-kumarsav is. Ritkan fordulnak el
aglikonként, viszont gyakran észterek képzddhetnek belblUk. A kavésav szerepet jatszik a
novényi stressz tolerancia mechanizmusaiban, igy a lignin szintézisnél is, aminek
eredményeként véglul megvastagodnak a sejtfalak ezaltal a névény ellenalléva valik a
natrium- és nehézfém-stressznek. A nagy energiaju sugarzast elnyeli a mezofil sejtekben
aszalyos stressz alatt egy mechanizmus soran, melyet a kavésav O-metiltranszferaz enzim
katalizal (Riaz et al., 2018). A kavésav észterei k6zé sorolhatdé a rozmaringsav is (7. abra),
melyet megtalalhatunk nagyobb mennyiségben az ajakosok csaladjanak (Lamiaceae) tébb
nemzetségében (Janicsak et al., 1999, Regnault-Roger et al., 2004, Kosar et al., 2005,
Shekarchi et al., 2012). A rozmaringsav a természetben glikozilalt formaban fordul eld, ugy,
mint rozmaringsav-3-O-glikozid (Borras-Linares et al., 2014), rozmaringsav-3-O-B-glikozid

(Vogelsang et al., 2006) és a rozmaringsav-4-O-3-D-glikozid (Liu et al., 2017).
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7. &bra: A rozmaringsav kémiai képlete.

Altalanossagban a haszonallatokon végzett kisérletek esetében nem a
rozmaringsavat, hanem az azt tartalmazé novényi részekkel vagy novényi készitménnyel
kiegészitett takarmanyt, ivévizet adtak az allatoknak. Egy nyulakkal végzett kisérlet soran a
vakbél pH szintje csOkkent, ugyanis mérsékl6dott az ammonia mennyisége és
megndvekedett &sszillézsirsav koncentracidja (Kandeil et al., 2019). Szintén nyulaknal
allapitottak meg, hogy a duodenum transzepitelidlis ellenadllasa nétt, a bél MDA szintje
csokkent, valamint a bélben talalhaté bélfléra 6sszmennyisége kismértékben csokkent a
kontroll csoporthoz képest (Placha et al.,, 2013). Brojlercsirkéknél a kezelés hatasara
hosszabb villusok keletkeztek a duodénumban (Hong et al., 2012), de nem tapasztaltak
valtozast sem a bélbaktérium-fléra alkotéinak aranyaban, sem az 6sszmennyiségben (Cross
et al., 2007, Hong et al.,, 2012). A rozmaring (Rosmarinus officinalis L.) képes volt a
vérszérum szuperoxid-dizmutaz aktivitasat is emelni tojé tyukoknal, igy antioxidansként
viselkedni (Alagawany és El-Hack, 2015). Egyes kisérletekben 1-6 hetes japan firjek
takarmanyat kerti katicavirag (Nigella sativa L.), szegfliszeg (Syzygium aromaticum L.) és
rozmaring hidegen préselt olajanak 1:1:1 aranyu keverékével egészitették ki. A vizsgalt id6
alatt nétt a takarmanyfelvétel, a sulygyarapodas mértéke, tovabba az ileum és a vakbél
terlletén csOkkent az 0Osszbaktériumok szam és a koliform és E. coli baktériumok
mennyisége (El-Hack et al., 2015). Csuka és munkatarsai (2005) tojastermelés idészakaban
Iévé japan flrjeknél tesztelték a takarmanyba kevert rozmaringnovény oOrleményét.
Eredményeik azt bizonyitjak, hogy az ezt fogyasztd allatoknal volt a legkisebb a hasri
zsirparna, a maj és a tojassargajanak a tomege. A szerzék feltételezik, hogy ennek az is
lehet az oka, hogy a rozmaringporral kiegészitett takarmanybdl keveset fogyasztottak annak
valamely étvagycsokkentd dsszetevéje miatt.

A fenolos savak antioxidans aktivitasa fliigg a hidroxil csoportok szamatol (Kurek-
Gorecka et al., 2013, Kumar és Goel, 2019). Bacanh és munkatarsai (2016) leirtak, hogy
patkanyokban a rozmaringsav csokkentette a szepszis kivaltotta oxidativ stresszt.
A rozmaringsav alkalmas a lipidperoxidaci6 megakadalyozasara a membranokon torténd

atjutasaval (Fadel et al., 2011), ndveli kisérleti egerekben a szuperoxid-dizmutaz, a katalaz
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és a glutation-peroxidaz enzimek aktivitasat, amely végs6 soron megakadalyozza az oxidativ
stressz kialakulasat (Zhang Y. et al., 2015). Tovabba képes ndvelni a GSH mennyiségét és a
glutation-S-transzferaz enzim aktivitdsat a majsejtekben (Hasanein és Sharifi, 2017).
Scheckel és munkatarsai (2008) human daganatos eredet(i vastagbélham, HT-29 sejteken
bizonyitottak, hogy 1 oras 5, 10 és 20 pM rozmaringsavval végzett el6inkubacid
megakadalyozta a ciklooxigenaz-2 (COX-2) aktivalodasat.

A rozmaringsav gyulladascsokkentd hatasarol szamoltak be Kim és munkatarsai
(2013), ugyanis a rozmaringsav gatolta az IL-6 és IL-1B termel6dését patkanyokban.
A gyulladascsokkentd hatast azzal magyarazzak, hogy gatlédott a TNF-a, valamint az
5-lipoxigenaz (Geller et al., 2010) és a COX-2 (Scheckel et al., 2008) enzimek aktivitasa,

valamint csokkent a gyulladaskelté citokinek expresszidja (Sanbongi et al., 2003).
3.4.3. A fermentalt buzacsira kivonat és biolégiai hatasa

A kinonok konjugalt, telitetlen gylrit és oxocsoportokat tartalmazé aromas
vegyuletek, diketonok (Bolton és Dunlap, 2017). Kinonok elnevezésében az elétag az eredeti
vegyulet neve, amelyhez kapcsolddik a kinon toldalék, mig a karbonil csoportok helyzetét a
vegylletnevet megel6z6 szamok adjak meg (Moss et al., 1995). Ezek a vegylletek fé6ként a
katekolok oxidaciéja révén keletkeznek. Zhang és munkatarsai (2007) vizsgaltak és
megallapitottak, hogy a CYP1A1l, CYP1B1 és CYP3A4 képesek a katekol-6sztrogéneket
oxidalni a megfelelé kinonokka, igy képesek tovabb reagalni a GSH-val, a fehérjével és a
DNS-sel. A polifenolok kinonokka térténd oxidacidja antioxidans mechanizmusként szolgal,
de az igy létrejové kinonok karosodast okozhatnak a fehérjékben, mivel Michael-addicion
keresztil nukleofil csoportokkal, példaul tiolokkal és aminokkal reagalva adnak fehérje-
adduktokat (Bolton et al., 2000, Li Yuting et al., 2016). A kinonok erfsen redox-aktiv
molekulak, igy kilénb6zd ROS csoportok kialakulasat okozhatjak (Bolton és Dunlap, 2017).
Ide tartoznak a benzokinonok, melyek megtalalhaték a magasabb rendl ndvényekben,
gombakban, baktériumokban és az allatokban is. Tébb fontos bioldgiai funkciét latnak el,
ugy, mint a bioenergetikai transzport, részét képezik az elektrontranszport lancnak. Az utébbi
években tobb tanulmany is szuletett arrdl, hogy a benzokinonok koézul egyes vegyulletek
rendelkeznek antioxidans, gyulladascsokkenté és tumorellenes hatassal is (Dandawate et
al., 2010).

A fermentalt buzacsira kivonat benzokinonokat, élelmi rostokat, ligninek és
oligoszacharidok, valamint flavonoidokat és vitaminokat tartalmaz (Fardet, 2010). Mas
kutatasok alatdmasztottak, hogy a buzacsira kivonat f6 hatéanyagai kozé tartozik a
2,6-dimetoxi-p-benzokinon (DMBQ), a hidroxi-benzoesavak, a hidroxi-fahéjsavak és az
apigenin (Hidvégi et al., 1999, Hernandez et al., 2011). Ezek a vegyuletek glikozilaltak és
fiziologiailag inaktivak (Rizzello et al., 2013). Ahhoz, hogy a DMBQ és mas vegylletek
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biolégiailag aktivak lehessenen, B-glukozidaz enzim szikséges (Yoo et al., 2011).
A Saccharomyces cervisiae élesztégomba fajokkal (Telekes et al., 2009) és a Lactobacillus
plantarum dy-1 baktériumokkal (Zhang J.Y. et al., 2015) fermentalva a buzacsira kivonatot
csOkkenthetd a vegylletek glikozilaltsaga. Az igy keletkezd fermentalt buzacsira kivonat

pozitiv hatasaiért a DMBQ is felel6s lesz (8. abra).

8. abra: A fermentalt buzacsira kivonat egyik f6 vegytlete, a 2,6-dimetoxi-benzokinon kémiai képlete.

A fermentalt buzacsira kivonat human (Avemar®) és allatgydgyaszati
gyogyszerekben egyarant elérhetd. Ezek a termékek vizes, multiszubsztratos extrakciok,
melyeket Saccharomyces cervisiae segitségével fermentaltak és tébb bioldgiailag aktiv
molekulat tartalmaznak (Otto et al., 2016; Telekes et al., 2009). Az Avemar-t kemoterapias
kezelések mellett adjuvansként alkalmazzak, mert bizonyitast nyert, hogy a benzokinonok
antimetasztatikus (Hidvégi et al., 1999), antimetabolikus (Otto et al., 2016), antiangiogén
(Imir et al., 2018), antiproliferativ hatasuk révén képesek apoptozist kivaltani (Mueller és
Voigt, 2011; Zhang J.Y. et al., 2015). Az Immunovet® forgalmaz kiilén6z6 allatfajok szamara
fermentalt buzacsira kivonatot granulatum formajaban. Egészséges lovak esetében az
adagolas naponta 10 g, orvosi kezelés mellett kiegészitésként 500 kg alatti lovaknak
15 g/ nap, 500 kg feletti allatoknak 20 g/ nap, csikoknak 10 g/nap. Egészséges macskaknak
és kutyaknak 10 testtomeg kilogrammonként 1 g granulatum adasat javasolja a gyartd
naponta a nedves taphoz adva.

A fermentalt bluzacsira kivonat pozitiv hatasait szamos, haszonallatok kezelését
magaban foglalé tanulmanyban is vizsgaltdk. A 3 hetes csirkék klinikailag egészségesek
maradtak, Mycoplasma gallisepticum-mal valé fert6zést kdvetéen, ha mellette fermentalt
bluzacsira kivonat kezelést kaptak 3,0 g/kg takarmany koncentraciéban 9 napig. El6zetes
vizsgalatok alapjan a fermentalt buzacsira kivonat optimalis szintje 0,3 és 3,0 g/kg takarmany
kozott volt (Stipkovits et al., 2004). Egy masik kutatasban a fermentalt buzacsira kivonat
jotékony hatasunak bizonyult az altalanos egészségi allapot fenntartasaban, beleértve a
biokémiai és élettani paramétereket, a sulygyarapodas novelését és a vakcinazasra adott
immunvalasz javulasat (Ellakany et al.,, 2017). NOvendék sertésekben az 1 és 2 g/kg

takarmany koncentraciéban alkalmazott fermentalt bulzacsira kivonat fokozta a
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sulygyarapodast és védd hatasu volt a sejtes immunitasra. Ez a tulajdonsag fontos szerepet
jatszik a fakultativ korokozok elleni rezisztencia elésegitésében (Rafai et al., 2011). Szakacs
€s munkatarsai (2009) megallapitottak, hogy az fermentalt buzacsira kivonat fokozta az
immunvalaszt a T-2 toxinnal kezelt valasztott malacokhoz képest. Jerzsele és munkatarsai
(2020) beszamoltak, a takarmany 2% fermentalt buzacsira kivonat tal valo kiegészitése
segitett a brojlercsirkéknek a kontroll csoportnal nagyobb testsuly elérésében. Azt is
megallapitottak, hogy ellenérzott kérilmények koézoétt Salmonella typhimurium-mal fertézott
és fermentalt buzacsira kivonattal torténé kezelésben részesitett allatok nem terjesztették
tovabb a kérokozdkat mas csirkékre. A szakirodalmi adatok alapjan, a fermentalt buzacsira
kivonat esetében még nem all rendelkezésre megfelelé mennyiségl adat arra nézve, hogy a
haszonallattartasban mekkora mennyiségben érdemes ezzel a takarmanyt kiegésziteni.
Ezen kivll a fermentalt buzacsira kivonat fokozhatja a sejtek immunvalaszat (Telekes
et al., 2009, Rafai et al., 2011), és antioxidans hatassal bir (Hidvégi et al., 1999). Mackei és
munkatarsai (2020) megallapitottak, hogy a fermentalt buzacsira kivonat koncentraciéfuggé
modon lehet antioxidans és prooxidans is. Kisérletiukben 10 ug/ml Salmonella enterica
serovar. typhimurium LPS-sel kezelt hepatocitdkon bizonyitottak, hogy a 0,1% és 1%
fermentalt buzacsira kivonat hatékonyan csbdkkentette a cellularis ROS termelést és a
lipidperoxidaciés folyamatok sebességét LPS altal kivaltott gyulladasos valasz esetén.
novelte mind a ROS, mind a MDA szintézis sebességét. Imir és munkatarsai (2018)
vizsgaltak az Avemar hatasat emberi daganatos sejtvonalakon, gyomor tubularis
adenokarcinoma (NCI-N87), prosztata karcinoma (PC3), endocervikalis adenokarcindma
(HeLa) és tud®é adenokarcinoma (A549) sejteken. A kilénb6zé dézisu (400, 800, 1600 és
3200 ug/ml) Avemarral kezelt sejtekben szignifikansan csdkkent a vaszkularis endotelialis
novekedési faktor (VEGF) és a Cox-2 mRNS- és fehérjeszintje. Kovetkeztetésik szerint a

fermentalt buzacsira kivonat antiangiogén hatast fejthet ki a rakos sejteken.
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4, A kisérleti munka célja

A gabonandévényeket Fusarium gombafajok fertézhetik meg a szantéféldeken, ami a
tarolas soran mas mikotoxin termel6 gombaknak kdszonhetben emeli a gabonaszemek
mikotoxin szennyezettségét. Ez a koncentralodas el6segitheti a szinergista hatasok
kialakulasat. A PhD munkam f6é célja annak tanulmanyozasa volt, hogy a trichotecén-vazas
DON és T-2 toxin milyen hatast gyakorol 6nalléan és kombinacioban adva HIEC-6 és
IPEC-J2 sejtekre. A ndvényekben el6forduld polifenolok kbézdl szamos vegyulet onalléan
alkalmazva bizonyitottan rendelkezik antioxidans és gyulladascsotkkent6 tulajdonsagokkal.
Kutatasi terveim kézott szerepelt a flavonoidok kozll a kvercetin, fenolos savak koézil a
hatdsanak in vitro tanulmanyozasa. A kisérletek sordn annak megallapitasra térekedtem,
hogy a harom, dnalléan antioxidans és gyulladascsdkkentd hatassal bird vegyllet és
keverék alkalmas-e a két fuzariotoxin altal indukalt oxidativ stresszt, gyulladast és bélham
integritas csdkkenést mérsékelni. A kisérleti munkam soran célul tliztem ki:

1. A DON és a T-2 toxin és a kombinaciéjukbdl allé6 DT2 legmagasabb nem-citotoxikus
koncentracidinak meghatarozasat, valamint a DT2 sejtek életképességére, oxidativ
allapotara, a gyulladasos citokin termelésére és TJ fehérje elrendezésére gyakorolt
hatasainak vizsgalatat HIEC-6 és IPEC-J2 sejtekben.

2. A kvercetin, rozmaringsav és fermentalt buzacsira kivonat hatasanak tanulmanyozasat a
DON-nal, T-2 toxinnal vagy DT2-vel kivaltott karositdé folyamatokkal szemben.
Kutatasaim soran az alabbi kérdésekre kerestem a valaszt:

2.1.  Milyen koncentraciokban célszer( alkalmazni a kvercetint és a rozmaringsavat a

véd6 hatas eléréséhez a 24 6ras el6kezelés soran.

2.2. Képes-e a kvercetinnel torténé 24 o6ras el6- vagy 1 dras egyuttkezelés a DON
TEER-t mérsékld és oxidativ stressz noveld hatasat csokkenteni. A redox
mennyiségenek meérésével kivantam meghatarozni.

2.3.  Modositja-e a 24 6ras rozmaringsav el6kezelés a DON, a T-2 toxin és a DT2
potencialisan sejtréteg integritast csokkentd, extracellularis H,O, koncentraciot
novel6 hatasat. Tovabba alkalmas-e arra, hogy megakadalyozza a DT2 altal
indukalt IL-6 és IL-8 koncentracidinak a novekedést, illetve a klaudin-1 és az
okkludin fehérjék jelenlétének esetleges megvaltozasat a sejtmembranban.

2.4. Befolyasolja-e a fermentalt buzacsira kivonat a DON és T-2 toxin altal
feltételezhet6en kivaltott TEER- és az oxidativ stresszre gyakorolt hatasat az
egyuttkezelés soran. Valamint megfigyelheté-e a fermentalt buzacsira kivonat

jotékony hatasa 24 6ras regeneracios fazist kovetéen.
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A doktori munkam soran az alabbi kisérleteket végeztem el a két sejtvonalon. Minden

vizsgalatnal térekedtink legalabb 3 parhuzamos mérés kivitelezésére (1. tablazat).

1. tablazat: A doktori munkahoz felhasznalt kisérletek elrendezései. DON: deoxinivalenol, DT2: DON

és T-2 toxin keveréke, Que: kvercetin, RA: rozmaringsav, FBCSK: fermentalt buzacsira kivonat,

TEER: transzepitelialis elektromos ellenallas, H,O,: hidrogén-peroxid, ROS: reaktiv oxigén gyokok, IL-

6/1L-8: interleukin-6/interleukin-8, n: minta elemszam

Sejtvonal HIEC-6 IPEC-J2
el6kezelés:
24 6ra Que + 1 24 6ra RA +
Kisérleti elrendezés 24 6ra inkubacié eI DOl SIES (2 TR 24 OB AL &
egyuttkezelés: DON, T-2, 24 o6ra regeneracio
1 6ra Que + DT2
DON
24 6ra 48 és 72 6ra
Kezelési idd és a 1 uM DON, 1 6ra 1 uM DON, 24 o6ra
hasznalt mikotoxin 5 nM T-2 toxin 1 uM DON 5nM T-2, 8 uM DON,
K R DT2: 1 yM DON - DT2: 1 uM 5nM T-2,
oncentracidja + _ DON + _
5 nM T-2 toxin 5 nM T-2 toxin
el6kezelés:
24 6ra 20 uM
hasanalt véds hatas - Que 24 6ra 24 6ra
YT, egyuttkezelés: 50 uM RA 1% és 2% FBCSK
anyag koncentraciéja 1 6ra 20 uM
Que
Sejtéletképesség: 96-lyuku edény _ _ 96-lyuku edény
MTS (n=9) (n =8)
Sejtéletképesség: 96-lyuku efiény 96—I¥uku
Neutral Voros festés - (DON n =8) edény -
(Que n =5) (n =8)
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A HIEC-6 és IPEC-J2 sejtekkel végzett kisérletekben a sejtéletképesseg vizsgalatot
megel6zéen megallapitottuk a fagyasztasbdl felvett sejtek életképességét tripankék oldattal
valo festéssel. HIEC-6 sejteket ezt kdvetben 96-lyuku edényre UOltettlk ki a sejteket
2 x 10* sejt/ml mennyiségben és 48 6ra tenyésztést kdvetden hozzaadtuk a vizsgalt
mikotoxin koncentracidkat 24 6ras inkubacios idét alkalmazva (n =9). Az eredmények alapjan
a tovabbi kisérletekben az 1 yM DON, az 5 nM T-2 toxin és a 1 yM DON + 5 nM T-2 toxin
(DT2) koncentraciokat alkalmaztuk. A HIEC-6 sejteken ezt kovetben 24-lyuku inzertekre
Ultettik ki 2 x 10* sej/ml, majd 48 6ra letapadast kovetden a sejtekhez adtuk a
kezelboldatokat és 24 6ran keresztll inkubaltuk a sejteket. A kezelési id6 letelte utan mintat
vettink a sejtek sejtmentes fellluszéjabol, hogy késébb azokat felhasznalhassuk az
extracellularis H,O, és a gyulladasos citokinek (IL-6 és IL-8) koncentracidinak
meghatarozdsahoz. A sejtmentes fellluszoéban lévé H,O, meghatdrozasahoz 96-lyuku
edényt és az Amplex Red Hydrogen Peroxidase Assay Kit-et (n =8), az IL-6 és IL-8
koncentraciok meghatarozasahoz specifikus szendvics ELISA Kit-eket (IL-6: n =8, IL-8 n =6)
hasznaltunk. A sejteket ezt kdvetben PBS-sel mostuk és DCFH-DA festéket adtunk a
sejtekhez, hogy megallapithassuk a sejten beliili ROS-ok mennyiségét (n =10), valamint
immunfluoreszcens festést kezdtiink a sejteken a szoros sejtkapcsold struktirakban talalhato
klaudin-1 és okkludin detektalhatova tételére. Tripszin segitségével eltavolitottuk a HIEC-6
sejteket az inzert fellletérél és a centrifugalassal torténd feltarast kdvetden specifikus ELISA
esetében n =4).

Az IPEC-J2 sejtek életképességét tripankék oldattal torténd festéssel allapitottam
meg, majd vizsgaltam a kvercetin és a DON hatasat. A DON (n =8) és kvercetin (n =5)
citotoxikus koncentracioit Neutral Voros festéssel allapitottuk meg 24 6ra kezelést kdvetden.
A tovabbi vizsgalatokat 20 uM kvercetin és 1 uM DON kezelésekkel végeztik, két
elrendezésben, minden kisérletben 6-lyuku inzerten tenyésztve, melynek 4,67 cm? terlletére
1 x 10° sejt/ml mennyiségben iltettiik ki a sejteket, (I) 24 6ra kvercetin elékezelést kdvetden
1 oran keresztll inkubaltuk a sejteket DON-nal vagy (Il) 24 éras kontroll kezelés utan egydutt
adtuk a sejtekhez a kvercetin és a DON kezel6oldatot 1 6ran keresztul. Vizsgaltuk a sejtréteg
integritdst TEER moddszerrel a kezel6oldatok hozzaadasa elétt (0 h), 24 6rat kdvetéen (24 h)
és a tovabbi egy o6ras DON-nal toérténd inkubalas utan (25 h) (n =6). A 25 odra
id6intervallumnal tértént mintavétel a sejtmentes felliliszdbdl a tovabbi extracellularis H,O,
koncentracio (Amplex Red) (n =8) valtozasanak megallapitasahoz. Ezt kdvetéen mostuk a
sejteket és hozzaadtuk a DCFH-DA oldatot, hogy a feltéarast kbvetéen megmérhessik az
intracellularis ROS-ok mennyiségét (n =8).

Szintén IPEC-J2 sejteken vizsgaltuk a rozmaringsav védé hatasat a DON, a T-2 toxin

és a kett6 kombinacidjabdl allé DT2 toxin altal indukalt negativ hatasokkal szemben. Minden
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kisérletet 6-lyuku sejttenyészté edényen végeztink. A sejtéletképességet Neutral Red
festékkel elemeztik (n =8) és az eredmeények alapjan 1 yM DON, 5 nM T-2 toxin, 1 yM DON
és 5 nM T-2 keverékét (DT2) és az el6kezeléshez 50 pM rozmaringsav koncentraciot
valasztottunk ki a tovabbi vizsgalatokhoz. A kisérleti elrendezésben 24 6raig adtuk az egyik,
késébb DT2 csoportnak a rozmaringsavat, ezt kdvetéen hozzaadtuk az IPEC-J2 sejtekhez a
kllénbdz6 mikotoxin kezelboldatokat. A TEER értékek alapjan inditottuk el a kezeléseket, a
24 6raig tartd rozmaringsav el6kezelés megelézte a kisérleti eredményekben feltintetett
kisérleti kezd6pontot jelold 0. orat. Megmértik a sejtréteg integritds valtozasat 48 és 72
oraval a mikotoxin kezel6oldatok rarakasa utan (n =9). Mind a két kezelési id6t kdvetden
mintat vettink a sejtmentes fellluszébdl a késébbi extracellularis H,O, (n =8), valamint az
IL-6 és IL-8 ELISA Kitekkel t6rténé (n =10) koncentracidk meghatarozasahoz. A sejteket
mosas utan fixaltuk a membranon, majd immunfluoreszcens festéssel kivantuk lathatéva
tenni a klaudin-1 és okkludin membranban térténé elhelyezkedését a kezeléseket kdvetd 72
ora utan.

A fermentalt buzacsira kivonat hatasat kombinacioban vizsgaltam DON és T-2
toxinnal. Az IPEC-J2 sejtek éleképességét MTS moddszerrel hataroztam meg, melyet
96-lyuku edényben végeztiink (n =8). A kisérletben 8 yM DON, 5 nM T-2 toxin, valamint 1%
és 2% fermentalt buzacsira kivonat kezel6oldatok hatasat allapitottuk meg 6-lyuku
tenyészt6edényben. A Kkisérleti elrendezésben 24 6raig inkubaltuk a sejteket a
kezelboldatokkal, majd ezt kdvetben tovabbi 24 o6raig kontroll kezelést kapott minden
kezelési csoport. A TEER értékeket megmeértiik a kisérlet megkezdése elétt (0 h), a 24 éra
kezelést kdvetben (24 h) és a regeneracié végén (48 h) (n =9). Mindkét id6intervallum utan
mintat vettiink az extracellularis térbél, hogy megallapitsuk benne a H,O, koncentraciot
(n =8), majd ezt kdvetéen mostuk a sejteket és DCFH-DA festék hozzaadasaval az IPEC-J2

sejtek intracellularis ROS-0k szintjét hataroztuk meg (n =6).
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5. Anyag és modszer
5.1. A HIEC-6 és az IPEC-J2 sejtvonal tenyésztése

A HIEC-6 sejteket kereskedelmi forgalombdl szereztik be (CLR-3266, American
Type Culture Collection, ATCC®, Manassas, VA, USA), mig az IPEC-J2 sejtvonalat a
Gyogyszertani és Méregtani Tanszék ajandékba kapta Dr. Jody Gookintél (College of
Veterinary Medicine, North Carolina State University, Raleigh, NC, USA). Mind a két
sejtvonal sejtjeit Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium és Ham’s F-12 Nutrient Mixture 1:1
keverékében (DMEM/F12) (Merck, Darmstadt, Németorszag), 75 cm®-es, sz{irét tartalmazo
csavaros kupakkal zarhaté sejttenyésztd flaskakban (Orange Scientific, Braine-lI'Alleud,
Belgium) ndvesztettik és tartottuk fent. A tapkodzeget kiegészitettik 5% fotalis borju
szérummal (FBS), 5 pg/mL inzulin, 5 pg/mL transzferrin, 5 ng/mL szelén keverékével (ITS),
5 ng/mL egér epidermalis névekedési faktorral (EGF) és 1% penicillin-sztreptomicin oldattal
(utébbiak Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). A HIEC-6 sejteket azonnal
felhasznaltuk a kisérletekben a fagyasztasbdl torténd felvétel utan, mig az IPEC-J2 sejtek
esetében 42-48 passzazs szam kozotti sejtekkel dolgoztunk.

A két sejtvonalnal megegyeztek a fenntartasi korilmények, vagyis a sejteket
37 °C-on, 5% CO, tartalmu inkubatorban (Heracell 150i) tartottuk és kétnaponta cseréltik a

tapfolyadékot a sejteken.
5.2. Sejtéletképesség-vizsgalatok
5.2.1. Tripankék oldattal val6é detektalas

A tripankék festékkel az életképes sejtek nem festédnek meg, azonban kék szinivé
valtoznak a karosodott vagy elhalt sejtek sejtmagjai és a citoplazmajuk is.

A HIEC-6 és IPEC-J2 sejtek életképességét, fagyasztasbol felvétel utan, illetve
kisérleteket megel6z6en a sejtkililtetéskor, tripankék festéssel ellendriztik. A festéket
10-szeresére higitottuk DMEM/F12 hozzaadasaval, majd ebbdl az oldatb6l 200 pl-t
hozzaadtunk 200 pl sejtszuszpenzidhoz. Ezutdan egy Burker kamra segitségével
mikroszkép alatt (Olympus CKX41). A sejteket felhasznaltuk a kisérleteinkben, ha az él6
sejtek aranya az Osszes sejthez viszonyitva 90% vagy magasabb volt. Az itt leirt médon

végeztik el a sejtkitltetések el6tt a sejtszamlalast is.
5.2.2. MTS médszerrel torténd sejtéletképesség vizsgalat

Az MTS modszer egy kolorimetrikus vizsgalat, melyben a festék az MTS
(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboxi-metoxifenil)-2-(4-szulfo-fenil)-2H-tetrazdlium)  (Berridge

et al., 2005). A sejtek életképességét az alapjan hatédrozza meg, hogy az életképes sejtek

43



redukaljak a tetrazolium festéket (itt MTS) a cellularis NADPH-fugg6é oxidoreduktaz enzim
hatasara. A formazan képzddése fenazin-metoszulfat jelenlétében torténik, amely egy
kozbensd elektron akceptor, ez elektronokat tovabbit a NADH-bdl a tetrazoliumfesték
redukcidjahoz, és igy oldott formaju formazantermék képzddik. A keletkez6 formazan
mennyisége aranyos lesz az él6 sejtek szamaval.

A Kkisérletek soran alkalmazott kuldénb6z6é kezelboldatokat eltavolitottuk, majd a
sejteket haromszor mostuk PBS-sel. Ezt kdvetéen a 96-0s plate lyukaiba 100 yl DMEM/F12
és 20 ul CellTiter96 vizes oldat (Promega, Bioscience, Magyarorszag) keverékét mértink a
sejtekre sodtétben a festék fényérzékenysége miatt. A festékkel egyltt egy oran at inkubaltuk
a sejteket 37 °C-on, 5% CO; jelenlétében. A sejtek altal atalakitott formazan abszorbanciajat
490 nm hulldmhosszon mértik EZ Read Biochrom 400 microplate olvasoéval (Biochrom Ltd,

Egyesiilt Kiralysag).
5.2.3. Neutralvorés sejthalal mérés

A neutralvorés (Neutral Red, NR) egy indikatorfesték, amely a savas kémhatasu
lizoszomakban halmozdodik fel (Repetto et al., 2008).

A kilénbdz6 kezelések tapfolyadékait eltavolitottuk, majd atmostuk a sejteket
haromszor PBS-el. Ezutan a sejteket 50 mg/ml neutralvéros festéket tartalmazé DMEM/F12
médiummal inkubaltuk 37 °C-on, 5% CO, tartalom mellett, 2 éran keresztll. Az inkubacids
id6 letelte utan PBS-el mostuk a sejteket, majd feltartuk 6ket 96% etanol, ionizalt viz és
jégecet oldattal (50:49:1 aranyban). Ezt kdvetéen az abszorbanciat 540 nm hosszon mértiik
meg, ELISA Plate Reader (EZ Read Biochrom 400, Cambridge, Egyesilt Kiralysag)

segitségével.
5.3.  Reagensek

A vizsgalatokhoz hasznalt két mikotoxint, a DON-t (D0156) és a T-2 toxint (T4887) a
Merck-t6él szereztik be (Darmstadt, Németorszag). A DON-t el6szor acetonitrilben, a T-2
toxint PBS-ben oldottuk fel 1 mM koncentracidban, majd ezekbdl a térzsoldatokbdl a
munkaoldatokat fenolvords indikatort nem tartalmazé DMEM/F12 tapkozegbe (Merck,
Darmstadt, Németorszag) készitettik el.

A kvercetintt és a rozmaringsavat (Merck, Darmstadt, Németorszag) porbdl oldottuk
be DMSO és fenolvérés-mentes DMEM/F12 segitségével, ugy, hogy a DMSO koncentracioja
a munkaoldatokban kevesebb volt, mint 0,5% (v/v).

A fermentalt buzacsirabdl (Immunovet®, Magyarorszag) el6szor torzsoldatot
készitettliink 1 g szilard halmazallapotu terméket oldottunk fel 10 ml desztillalt vizben, melyet
kétszer négybe hajtott gézlapon szlrtunk le kétszer. Ezt kovetéen 0,22 pym atmeérdéja steril

sz(ir6én sterilizaltuk az oldatot, majd ebbdl a 10% kivonatbdl készitettik el az 1% és 2%
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munkaoldatokat, amikhez fenolvoros-mentes DMEM/F12 tapkdzeget hasznaltunk. A
kisérletekben 1% és 2% koncentracioju fermentalt buzacsira kivonat munkaoldatokat
alkalmaztuk, amelyeket korabbi tanszéki eredmények alapjan alkalmaztunk a kisérletben
(Karancsi et al., 2020). A kisérletekben az ismételt oldatbeoldast ugyanabbdl a sarzsbol
szarmazo termeék felhasznalasaval végeztik.

Az elkészllt oldatok pH értékét beallitottuk 7,2 értékre mikroprocesszorral ellatott pH
mérével (pH 3000 WRW, Weilheim, Németorszag). Miel6tt a sejtekhez adtuk volna, az
oldatokat 0,22 mm poérusatmérdjd, steril szlirén keresztll atnyomva sterilizaltuk (Millipore,

Merck, Darmstadt, Németorszag).
5.4. Sejtek kiultetése

A sejteket a kisérleti elrendezéstdl figgben vagy 96 lyukat tartalmazd tenyésztbéedényre
(plate-re) (Corning®, Merck, Darmstadt, Németorszag) vagy 6-lyukd, illetve 24-lyuku inzertes
plate-re ultettik ki (Corning® Costar® Transwell® Merck, Darmstadt, Németorszag).
Az inzertek alkalmazasa lehet6séget biztosit a sejtek apikalis és bazolateralis kezelésére,
kivitelezhet6k a TEER mérések és lehetéséget ad az elkilonitett mintavételekre (9. abra).
Az inzert egy membran, melyen porusok talalhatok, igy a membran felett és alatt folyadéktér
keveredhet, ha a tenyészet nem konfluens. A TEER méré az inzerten kialakitott réseken tud
a bazolateralis kompartmentbe mertlni, mig a rovidebb szara a TEER mérének nem ér

hozza a membranon Iévé sejtekhez.

Inzert

Apikalis kompartment TER merd

Sejttenyésztésre alkalmas membran

Bazolateralis kompartment

9. abra: A képen egy 6-lyuku tenyésztéedény lathato az inzerttel és a TEER mér6 sematikus abraja.

Az MTS sejtéletképesség vizsgalatokban 96-os tenyésztéedényt hasznaltunk, amely
lyukanként 0,32 cm? terlilettel rendelkezik és melyre a sejteket 2 x 10* sejt/ml denzitasban
ultettik ki. A 12 db inzertet tartalmazé 24-lyuku tenyésztéedény (CLS3470, Corning®
Costar® Transwell®, Merck, Németorszag) sejtek letapadasat segité tertilete 0,33 cm?,
inzertenként 2 x 10* sejt/ml (ltettiink ki. Ezt a tenyésztéedényt egyediil a HIEC-6 sejtekkel
végzett kisérletben alkalmaztuk. Az IPEC-J2 sejtekkel végzett kisérletekben 6-lyuku inzertet
tartalmazé edényt (CLS3450 Corning® Costar® Transwell®, Merck, Németorszag)
alkalmaztunk, melynek a sejttenyésztésre alkalmas terillete 4,67 cm?® ahova lyukanként

1 x 10° sejt/ml ltettink ki a kisérleteket megel6zéen. A kisérletek megkezdése elétt a
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HIEC-6 és IPEC-J2 sejteket 48 Ordig inkubaltuk, hogy letapadhassanak az inzertek
felUletére.

IPEC-J2 sejtekkel végzett kisérletek esetében, tovabbi 5 vagy 10 napig tenyésztettik az
inzerteken, attol fliggben, hogy melyik védé hatasu anyag hatasat vizsgaltam. A fermentalt
buzacsira kivonat esetében a 2 napig tartdé letapadast kdvetéen 5 nappal kezdtem meg a
kisérletet, mig a kvercetinnel és rozmaringsavval térténé el6kezeléseknél 10 napig

tenyésztettik a sejteket az inzert membranjan.
5.5. Sejtréteg integritas vizsgalata TEER méréssel

Az IPEC-J2 az inzertre torténd kililtetéstél szamitott 10. napon elérték a 1000 Q x cm?
kordli értéket Az inzertek hasznalataval harom mérést lehet végrehajtani egy kezeléshez
tartozé well-ben (9. abra). Annak érdekében, hogy a TEER mérések 6sszehasonlithatdéak
legyenek a kulonb6zd kisérleti beallitasok kodzott, az elektromos ellendllast a teruletre
normalizaljuk, megszorozva az ellenallast a membran teriiletével (Q x cm?). A méréseket
EVOM Epithelial Tissue Volt/ Ohmmeter (World Precision Instruments, Sarasota, FL, USA)

és STX-2 elektrédok segitségével végeztik.
5.6. Oxidativ allapot valtozasanak nyomon kévetése
5.6.1. H,O, mennyiségi mérése extracellularisan Amplex Red reagenssel

Az Amplex Red (10-acetil-3,7-dihidroxifenoxazin) egy nem-fluorogén, szintelen
vegyllet, amely segitségével mérni lehet a H,O, mennyiségét biolégiai rendszerekben
(Debski et al., 2016). A detektalas tormaperoxidaz altal katalizalt oxidacion alapszik, mely
soran az Amplex Red-bél fluoreszcens rezorufin keletkezik, amely 1:1 sztdéchiometrikus
aranyban reagal fellluszéban (extracellularisan) talalhaté H,O, molekulakkal.

A kisérleteinkben az Amplex Red Hydrogen Peroxidase Assay Kit-et (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) hasznaltuk. Az el6irt médon eléallitottuk a munkaoldatot,
majd a kezelések utani PBS mosast kdvetéen a sejtekhez pipettaztuk az Amplex Red-et és
tormaperoxidazt tartalmazé reakcié puffert. Az inkubaciés id6 leteltével a mintakat 560 nm
excitaciés és 590 nm emissziés hullamhosszon olvastuk le a fluoriméter (Victor X2 2030,
Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) segitségével.

5.6.2. Intracellularis ROS detektalasa DCFH-DA médszer segitségével

A sejten bellili ROS mennyiségét a DCFH-DA (2,7-dikloro-dihidro-fluoreszcein
diacetat), nem-fluoreszcens molekula segitségével hatarozhatjuk meg (Pavelescu, 2015).
A DCFH-DA diffuziéval atjut a membranon keresztil a sejtbe, ahol észteraz enzimek
hidrolizaljak DCF-H2 molekulava, amelyet a ROS molekuldk oxidalnak és keletkezik a
fluoreszcens DCF. A sejtekhez adott 10 yM DCFH-DA utan detektalhatd fluoreszcencia

egyenesen aranyos a sejten bellli ROS mennyiségével.
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A kulonb6z6 kezelboldatok eltavolitasa utan PBS mosast kovetéen a sejtekhez
hozzaadtuk a 20 yM DCFH-DA festéket és sotét helyen 30 percig inkubaltuk azokat. Ezt
kovetben a sejteket PBS-el mostuk, és 1% Triton X oldattal kezeltik 3 percen keresztil.
A fluoreszcencia intenzitast fluoriméter (Victor X2 2030, Perkin Elmer, Waltham, MA, USA)

segitségével olvastuk le 488 nm excitaciés és 525 nm emisszios hullamhosszon.
5.7. Az IL-6 és IL-8 gyulladasos citokinek vizsgalata

A kezeléseket kovetéen mindkét kompartmentbdl mintakat vettink. Ezeket
hasznaltuk fel az IL-6 és IL-8 koncentraciok meghatarozasahoz ELISA mddszer
segitségével. A HIEC-6 és az IPEC-J2 sejteknél fajspecifikus ELISA Kit-ek segitségével
hataroztuk meg, a gyart6é utasitasait kdvetve, mind a két citokin koncentraciojat. A HIEC-6
mintaknal az IL-6 és IL-8 szendvics ELISA kiteket a Mercktdl szereztik be, az IPEC-J2
mintak esetében IL-6 (Aviva System Biology, San Diego, USA) és IL-8 (Merck, Darmstadt,

Németorszag) kiteket hasznaltunk.
5.8. Klaudin-1 és okkludin lokalizaciéjanak és koncentraciéjanak meghatarozasa

A kezeléseket kdvetden a munkaoldatokat eltavolitottuk a sejtekrdl és 3 x mostuk
PBS oldattal. Ezutan a sejteket fixaltuk a membraninzerten 100% metanolban (Merck,
Darmstadt, Németorszag). Ezt kdvetéen 5% szarvasmarha szérum albumin (BSA, Merck,
Darmstadt, Németorszag) oldattal blokkoltuk a sejteket, szobahémérsékleten. Az elsédleges
antitestet (anti-klaudin-1 poliklonalis elsédleges ellenanyag, Invitrogen, Molecular Probes,
Carlsbad, CA, USA vagy anti-occludin nyul poliklonalis ellenanyag, Merck, Darmstadt,
Németorszag) szintén 5% BSA oldatba oldottuk fel (1:200) és inkubaltuk vele a sejteket 1
oran keresztlil, szobah6mérsékleten. Ezutan masodlagos ellenanyaggal lettek jelolve a
sejtek, Alexa Fluor 546 festékkel konjugalva (Invitrogen, Molecular Probes, Carlsbad, CA,
USA) anti-nyul IgG PBS-ben feloldva (1:200).

A sejtmembranban megtalalhaté szialsav szarmazékokat Alexa Fluor 488 festékkel
konjugalt buzacsira agglutinnal (WGA Alexa Fluor 488, Invitrogen, Molecular Probes,
Carlsbad, CA, USA) festettliik meg (1:200), szobahémérsékleten 10 percig.

A sejtmagokat 4’,6-diamino-2-fenilindollal (DAPI) festettik meg. A DAPI-t PBS-ben
oldottuk fel (1:500) és 10 percig, szobahémérsékleten inkubaltuk a sejtekkel. A festési
lépések kozott 3 x 5 percig PBS oldattal mostuk a sejteket.

A festést kovetben az inzerteket targylemezre helyeztik és fluoreszcens
rogzitéfolyadékkal (Dako, Agilent Technologies, Glostrup, Dania) fixaltuk egy fed6lemezzel.
A mintdkat konfokalis mikroszképpal elemeztik ki, 63 x nagyitasban. Zeiss LSM 710
Confocal Microscope (Oberkochen, Németorszag) vagy Leica SP2 Confocal Microscope

(Wetzlar, Németorszag) segitségével.
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A TJ fehérjék mennyiségét fajspecifikus szendvics ELISA modszerrel hataroztuk meg
a HIEC-6 kisérleteknél. A human klaudin-1 szendvics ELISA Kit-et (Cloud-Clone Corp.,
Wuhan, Kina) és okkludin szendvics ELISA Kit-et (Elabscience, Central European
Biosystems, Budapest, Magyarorszag) hasznaltunk. A kezeléseket kdvetben a sejteket
0,25% tripszin oldattal szedtik fel a membran fellletérél és gyjtéttik dssze. 1000 x g, 5 °C,
5 percig centrifugaltuk és a kapott sejtszuszpenziét hiitdtt PBS-ben vettik fel oldatba. Ezt
kovetden tovabb centrifugaltuk 1500 x g, 5 °C-on 10 percig. A sejtmentes fellluszét
Osszegyljtottik és a gyartd utasitasai szerint elvégeztiik az ELISA vizsgalatot, majd 450 nm
hullamhosszon leolvastuk az eredményeket fluoriméterrel (Victor X2 2030, Perkin Elmer,
Waltham, MA, USA).

5.9. Statisztikai elemzés

Az eredmények statisztikai elemzéséhez az R2.14.2 szoftver kerllt alkalmazasra
(https://cran.r-project.org/doc/FAQ/R-FAQ.html). Szignifikansnak tekintettiik az eredmények
kozti kildnbségeket, ha a p <0,05. A vizsgalt csoportok kdzotti kiiléonbségek megallapitasara
egytényezbs varianciaanalizist (one-way ANOVA) és post-hoc Tukey tesztet végeztink.
A kontroll és a kezelt csoportok k6zott mért szignifikans eltéréseket csillagokkal (*p <0,05;
**p <0,01; ***p <0,001), mig a csoportok egymashoz viszonyitott szignifikans kilénbségeit
vonalakon feltlintett p értékkel jeldltik. Ha egy abran tdbb kezelési id§ kerilt feltintetésre,
akkor az egy inkubaciés id6hoz tartozd csoportok kozotti eltérések hasonld szinl vonalon

lettek abrazolva. A kisérletek soran mért adatok abrazolasa atlag + szérasként (SD) tortént.
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6. Eredmények

6.1. HIEC-6 sejtekkel végzett kisérletek

6.1.1. HIEC-6 sejtek mikotoxinokkal torténé inkubacioja

6.1.1.1. A DON és a T-2 toxin kiilonallé és egyittes hatasa a sejtéletképességre

A DON, a T-2 és a DT2 toxinok citotoxikus hatasat HIEC-6 sejteken 24 6ras kezelési
idével vizsgaltuk MTS maddszerrel (10. abra). A DON hatasat 0-20 uM kozotti, mig a T-2
toxin hatasat 0-50 nM k&zétti koncentracio tartomanyban teszteltik. A DT2 esetében az
alabbi koncentracio parositasokat alkalmaztuk a sejteken: 0,5 yM DON + 1 nM T-2; 0,5 pM
DON+5nMT-2; 1 yMDON+1nMT-2; 1 yMDON +5nM T-2; 5 uM DON + 10 nM T-2; 20
MM DON + 50 nM T-2. Szignifikdns MTS abszorbancia csdkkenés volt megfigyelheté 5 és 20
MM DON koncentracioknal (mindketté esetében p <0,001). 10 és 50 nM koncentracioju T-2
toxin kezeléseket kovetéen csOkkentek az MTS abszorbancia értékek (mindketténél
p <0,001). A DT2 koncentracioé parositasok kozil az 5 uM DON + 10 nM T-2 és a 20 uyM
DON + 50 nM T-2 kezelések citotoxikusnak bizonyultak 24 éra inkubacidés id6 elteltével
(mindkét esetben p <0,001).
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10. abra: A deoxinivalenol (DON), a T-2 toxin és a kett6 keverékének (DT2) sejtéletképesseégre
gyakorolt hatasa HIEC-6 sejteknél 24 6ra inkubalas utan, MTS maodszerrel vizsgaltuk. a) A DON
hatasat 0,5-20 uM koncentracio tartomanyban adtuk a sejtekhez. b) A T-2 toxin esetében 1-50 nM
koncentraciok hatasat néztik. c) A DT2 kombinacids kezeléseknél az alabbi koncentracio parositasok
hatasat vizsgaltuk: 0,5 yM DON + 1 nM T-2; 0,5 yM DON + 5 nM T-2; 1 yM DON + 1 nM T-2; 1 yM
DON +5nM T-2; 5 yM DON + 10 nM T-2; 20 uM DON + 50 nM T-2. A kontroll értékektél valo jelentés
meértéki eltéréseket csillagokkal jeldltik: ***p <0,001. A diagram adatait relativ értékek atlag +
szoraskent (SD) (n =9) tlintettiik fel, ahol 1-nek tekintettiik a kontroll értéket.
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6.1.1.2.  Extracellularis H,O, koncentracié valtozasa a DON, a T-2 toxin és a DT2
expozicié utan

A HIEC-6 sejtek sejtmentes feluluszéjaban 1évé H,O, koncentracio valtozasat
megmertuk 24 éraval az 1 yM DON, az 5 nM T-2 toxin és DT2 (1 uM DON + 5 nM T-2)
kezelés utan (11. abra). Az eredmények azt mutattak, hogy a kontroll kezeléshez képest az 1
MM DON (p =0,0063), az 5 nM T-2 toxin expozicio (p =0,0318) és a DT2 kezelés (1 uM DON
+ 5 nM T-2) szintén szignifikdnsan novekedést eredményezett a H,O, extracellularis
mennyiségében (p =0,0068) a kontroll csoporthoz viszonyitva. A DON és T-2 toxin
kezeléssel 6sszevetve a DT2-vel torténd inkubacié nem mutatott szamottevé eltérést a H,O,
koncentracidjara nézve (DON: p =1,000; T-2: p =0,8938).
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3 - =0,8939
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11. abra: Az extracellularis H,O, koncentracié valtozasa 24 6raig tarté 1 uM deoxinivalenol (DON), 5
NnM T-2 toxin és DT2 (1 yM DON + 5 nM T-2) kezelésekkel végzett inkubacié utan, a HIEC-6 sejtek
fellluszéjaban mérve. A kontroll értékekhez viszonyitott eltéréseket csillagokkal: *p <0,05; **p <0,01, a
vizsgalt csoportok kozotti kilonbségeket a vonalon feltiintetett p értékekkel jeldltiik. A diagram adatai

atlag + szérasként (SD) (n =8) lettek feltlintetve.

6.1.1.3. Intracellularis ROS mennyiségi meghatarozasa DCFH-DA moédszerrel

A HIEC-6 sejtek intracellularis ROS mennyiségének valtozasat mértik 24 éra 1 uM
DON, 5 nM T-2 toxin és DT2 (1 yM DON + 5 nM T-2) expozicié utan (12. abra). A DCFH-DA
festést kdvetden a sejtmentes felliliszébdl detektalhato fluoreszcencia intenzitas alkalmas a
ROS mennyiségi valtozasanak meghatarozasara a kezelések utan. Az 1 yM DON, az 5 nM
T-2 toxin és a DT2 (1 uM DON + 5 nM T-2) is szignifikansan megemelte a ROS mennyiségi
ertékével korrelald fluoreszcencia értékeket a kontroll adatokhoz képest (DON: p =0,0134;
T-2: p =0,0272; DT2: p =0,0112). A DON és a T-2 kezelés nem mutatott jelentSs eltérést a
DT2 expozicidonak kitett sejtek értékeihez viszonyitva (DON: p =0,9997; T-2: p =0,9547).
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12. abra: Az intracellularis ROS mennyiségével aranyos fluoreszcencia intenzitas véaltozasat
meghataroztuk az 1 yM deoxinivalenol (DON), az 5 nM T-2 toxin és a DT2 (1 yM DON + 5 nM T-2)
toxinokkal torténd 24 6ras inkubaciot kévetéen, HIEC-6 sejtekben. A kontroll értékhez képesti eltérést
csillagokkal jeldltuk: *p <0,05, a csoportok kdzotti kildnbségek a vonal felett 1évd p értékekkel lettek

feltlintetve. A diagram adatai atlag + szérasként (SD) (n =10) lettek feltlintetve.

6.1.1.4. A DON, aT-2toxin és a DT2 kezelés hatasa az IL-6 és IL-8 gyulladasos

e

A HIEC-6 sejtek 1 uM DON-nal, 5 nM T-2 toxinnal és DT2-vel (1 yM DON + 5 nM
T-2) torténd kezelését kdvetd IL-6 és IL-8 koncentracid valtozas mérését szendvics ELISA
modszerrel a sejtmentes fellliszobdl 24 éra inkubacié utan végeztik (13. abra).

Az IL-6 koncentracidja szamottevéen nétt a kontroll értékekhez képest az 1 uM DON,
az 5 nM T-2 toxin és a DT2 kezelések utan (mindegyik esetben p <0,001). Osszehasonlitva
a kezelési csoportokat, a DT2-vel inkubalt HIEC-6 sejteknél jelentésen magasabb volt az
IL-6 citokin koncentracidja, mint az 6nmagaban adott DON és T-2 toxin esetében (p <0,001).
Szignifikans eltérés volt tapasztalhaté az 1 uM DON és az 5 nM T-2 toxin kezelések kdzott is
(p <0,001).

Az IL-8 koncentracidja szignifikansan mértékben megemelkedett az 1 yM DON, az
5nM T-2 és a DT2 (1 yM DON + 5 nM T-2) kezelések hatasara (DON: p =0,0022; T-2:
p =0,0059; DT2: p <0,001) a kontroll kezelést kapott sejteknél mért koncentraciohoz képest.
A DON és a DT2 altal kivaltott IL-8 koncentraci6 emelkedés kozoétt nincs kilonbség
(p =0,0800). Ezzel szemben a T-2 toxin kezeléssel 6sszehasonlitva, a DT2 hatasara jelentés

mértékben nétt az IL-8 koncentracio (p =0,0362).
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13. abra: Az IL-6 és IL-8 citokinek koncentracio valtozasa HIEC-6 sejteknél, az 1 uM deoxinivalenol
(DON), az 5 nM T-2 toxin és a DT2 (1 yM DON + 5 nM T-2) kezelések hatasara, 24 6ra inkubacio
utan. A sejtmentes felliliszdban talalhaté gyulladasos citokinek koncentraciojat human szendvics
ELISA kit segitségével hataroztuk meg. Az IL-6 (a) és az IL-8 (b) koncentracidjanak valtozasa. A

kontroll értékektdl vald kilénbségeket csillagokkal: **p <0,01; ***p <0,001; mig a kezelési csoportok

kozotti eltéréseket a p értékek feltlintetésével jeldltik. A diagram adatai atlag + szérasként (SD) (IL-6:

n =8, IL-8: n =6) kerlltek bemutatasra.

6.1.1.5. A klaudin-1 fehérje lokalizaciéjanak vizsgalata és mennyiségi

meghatarozasa

Az 1 yM DON, 5 nM T-2 toxin és DT2 (1 uM DON + 5 nM T-2) kezelést kdvetéen a
HIEC-6 sejteket immunfluoreszcens festékkel (klaudin-1 — Alexa Fluor 546, sejtmag — DAPI,
sejtmembranban talalhaté szialsavak — WGA, Alexa Fluor 488) festettik, igy a klaudin-1
elhelyezkedése lathatova valt a sejtmembranjaban, valamint a sejtek feltarasat kovetéen,
szendvics ELISA modszerrel meghatarozasra kerilt a klaudin-1 koncentraciéja is (14. abra).
A konfokalis mikroszkoppal készilt képek azt mutatjak, hogy a kontrollhoz képest mindegyik
vizsgalt mikotoxinnal t6rténé kezelés mérsékelte a klaudin-1 fehérje expresszidjat a
sejtmembranban. A DON, a T-2 toxin és a DT2 kezelésnél is csokkent a klaudin-1 fehérje
membranbeli jelenléte. A szendvics ELISA mddszer alatamasztotta a felvételeken latottakat,
vagyis a klaudin-1 koncentracidja szamottevéen csokkent minden mikotoxin kezelés
hatasara a kontroll értékekhez képest (mindegyik esetben p <0,001). Szignifikans kilonbség
volt az 1 uM DON és a DT2 kezelés kdzott (p =0,0391), mig T-2 toxinnal ésszehasonlitva

nem volt szamottevd kilénbség kimutathatd (p =0,3534).
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14. abra: A klaudin-1 fehérje lokalizalasa és mennyiségi meghatarozasa HIEC-6 sejtek membranjaban
24 6ra inkubaciot kovetéen az 1 uM deoxinivalenol (DON), 5 nM T-2 és DT2 (1 uM DON + 5 nM T-2)
kezelések utan. Az immunfluoreszcens festést kdvetéen konfokalis mikroszkdp segitségével lathatéva
valt a klaudin-1 elhelyezkedése a membranban. Piros szinnel (Alexa Fluor 546) jeldlt a klaudin-1
fehérje. A HIEC-6 sejtek sejtmagja kékkel lett megfestve (DAPI), mig a sejtmembranban talalhato
szialsavak z0ld szinben lathatok (WGA, Alexa Fluor 488). a,e) Kontroll kezelést kapott HIEC-6 sejtek
(a) és a klaudin-1 TJ fehérjék (e). b,f) 1 uM DON hatasa a sejt morfoldgiajara. c,g) A T-2 toxinnal
torténd kezelés hatasa a sejtek alakjara. d,h) A DT2 altal kivaltott valtozas a membranfehérje
mennyiségére. A vonal 20 um-t jeldl. i) A klaudin-1 koncentracié valtozasa a kezelések hatasara.
A kontrollhoz viszonyitott kilonbségeket csillagokkal jeléltik: ***p <0,001, mig a csoportok kdzotti
kilénbséget a vonalon feltlintett p értékekkel. A diagram adatai atlag + szérasként (SD) (n =4) lettek

feltiintetve.

6.1.1.6. Az okkludin fehérje lokalizaciéjanak vizsgalata és mennyiségi

meghatarozasa

Az okkludin sejtmembranban valé elhelyezkedését immunfluoreszcens festésekkel
tettlk lathatova kezeletlen kontroll, 1 uM DON, 5 nM T-2 toxin és DT2 (1 yM DON + 5 nM
T-2) oldatokkal tortént 24 6ras inkubaciot kovetéen, illetve meghatarozasra kerlltek az
abra). A konfokalis mikroszképpal készilt felvételeken lathatd, hogy a kezelések utan az
okkludin expresszioja nem valtozott meg egyik mikotoxinnal tortént inkubalas hatasara sem.
Az okkludin mennyiségi meghatarozasa alapjan a mikotoxin expozicié nem befolyasolta az

okkludin fehérje koncentracidjat a kontroll értékhez viszonyitva (DON: p =0,937;
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T-2: p =0,979; DT2: p =1,000). A csoportok kozott sem volt megallapithatd szignifikans
kalonbség.
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15. abra: Az okkludin fehérje lokalizalasa és mennyiségi meghatarozasa a HIEC-6 sejtek
membranjaban 24 6raval az 1 uM deoxinivalenollal (DON), 5 nM T-2 toxinnal és DT2-vel (1 uM DON +
5 nM T-2) tértént kezelések utan. Az okkludin fehérje piros szinnel (Alexa Fluor 546) lett jeldlve, a
HIEC-6 sejtek sejtmagja kékkel lett megfestve (DAPI), mig a sejtmembran szialsav szarmazékai zold
szinben lathatok (WGA, Alexa Fluor 488). a,e) Kezeletlen HIEC-6 sejtek (a) és az okkludin TJ fehérjék
(e). b,f) 1 uM DON hatasa a sejtek felépitésére (b) és az okkludin expressziés mintazatara (f).
c,g) A T-2 toxinnal torténd kezelés hatasa a sejtek alakjara (c) és az okkludin jelenlétére (g). d,h) A
DT2 kezelést kdvetéen a sejtek morfoldgiaja (d) és az okkludin fehérje expressziés mintazata lathato
(h). A vonal 20 um-t jeldl. i) Az okkludin koncentracio valtozasa a mikotoxinnal torténd kezeléseket
kdvetben. A csoportok kozotti kilénbséget a vonalon lathatod p értékkel jeldltik. A diagram adatait

atlag + szoéras (SD) (n =4) formajaban kerultek feltiintetésre.
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6.2. IPEC-J2 sejtekkel végzett kisérletek
6.2.1. IPEC-J2 sejtek el6- és egyiittkezelése kvercetinnel DON-expozicié mellett

6.2.1.1. Az IPEC-J2 sejtek életképességének meghatarozasa DON és kvercetin

kezelést kovetoen, NR modszerrel

A DON és a kvercetin IPEC-J2 sejtek életképességére gyakorolt hatasat NR
modszerrel hataroztuk meg, 24 o6ra inkubaciot kévetéen (16. abra). A DON mikotoxint 0-50
MM koncentraciéban alkalmaztuk és eredményeink alapjan a DON szignifikansan
csokkentette a sejtek NR abszorbancia értékeit 50 uM koncentracidéban (p <0,001) a kontroll
értékhez viszonyitva. A kvercetin hatasat 0—100 pM koncentracioé tartomanyban teszteltuk.
Az IPEC-J2 sejteknél mérhet6 abszorbancia értékek jelentésen csoOkkentek 75 pM és
magasabb koncentracidju kvercetin kezelés hatasara a kontroll csoporthoz képest
(p <0,001).
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16. abra: A deoxinivalenol (DON) és a kvercetin (Que) sejtéletképességre gyakorolt hatasanak a
vizsgalata Neutral Red modszerrel, 24 6ras inkubacids id6ét alkalmazva az IPEC-J2 sejteken. a) A
DON 1-50 uM koncentracidéban alkalmazva b) kvercetin esetében a 20-100 uM koncentracio
tartomanyban mért citotoxicitas eredménye. A kilénbségeket a kontroll csoporthoz viszonyitva
csillagokkal adtuk meg: ***p <0,001. A diagram adatait atlag + széras (SD) (DON: n =5; Que: n =8)

formajaban abrazoltuk.

6.2.1.2. A DON és a kvercetin hatasa a sejtréteg integritasra

A sejteket 6-0s inzertet tartalmazo tenyésztéedényre Ultettlk ki és a konfluens allapot
elérése utani hetedik naptél mértik a TEER értékeket, biztositva ezzel a sejtek
polarizaltsaganak nyomon kdvetését. Amikor az IPEC-J2 sejteken 1000 Q kortuli értékeket
mértink a TEER mérével, az 1 yM DON és 20 uM kvercetin kezelést alkalmaztuk (0 h)
(17. abra). 24 ¢6ra inkubaciés id6 utan a sejtréteg integritdsat meghataroztuk (24 h).
Vizsgaltuk az 1 yM DON és a 20 pM kvercetin hatdsat 6énmagaban, illetve kétféle
kombinaciés kezelésben. 24 6raig 20 uM kvercetin el6kezelést kdvetd 1 6ras 1 yM DON
inkubacio (24 h 20 uyM kvercetin + 1 h 1 uyM DON), illetve, ha az IPEC-J2 sejtek 24 6raig
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kontroll kezelést kaptak, majd egy 6raig egyszerre volt a sejteken a 20 uM kvercetin és 1 yM
DON (1 h 20 uyM kvercetin + 1 yM DON). Onmagéban a 24 o6ras inkubacio 1 uM
ugyanennyi ideig 6nmagaban hato 20 uM kvercetin jelentésen megndvekedett TEER értéket
adott, mint a kontroll kezelést kapott sejtek (p =0,0323). A 24 h 20 uM kvercetin + 1 h 1 yM
DON kezelés esetében a 24 odras kvercetin el6kezelés utan a TEER értékek szintén
szignifikdnsan magasabbak voltak a kontrollhoz képest (p =0,0191). Azonban az ezt kdvetd
egy 6ras 1 uM DON kezelés csokkentette a 20 uM kvercetin el6kezelést kapott sejtek kdzott
az integritast (p <0,001). A 24 6raig kontroll, majd 1 6ra hosszan 20 yM kvercetin + 1 yM
DON kombinalt kezelést koévetben az IPEC-J2 sejtek sejtréteg integritasa jelentésen
alacsonyabb volt, mint a kontroll (p <0,001). A 24 h 20 uM kvercetin + 1 h 1 yM DON kezelés
és az 1 6raig 20 uM kvercetin + 1 yM DON kezelést kapott sejtek kdozoétt jelentds kildnbség
volt a TEER értékeikben (p <0,01) a 25 éras eredményekben.
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17. abra: Az 1 uM deoxinivalenol (DON) és 20 uM kvercetin (Que) 6nmagaban és kombinacidban (24
h 20 yM Que +1 h 1 yM DON és 1 h 20 yM Que + 1 uM DON) kifejtett hatasa az IPEC-J2 sejtek
TEER értékeire (kQ x cm?) 24 6raig, illetve tovabbi egy dra kezelést (25 h) kévetéen. A 20 uM Que és
a24h 20 uM Que + 1 h1 uM DON kezelést kapott sejtek 24 6ra 20 uM kvercetin el6kezelést kaptak
mindkét esetben, mig az 1 h 20 uM Que + 1 yM DON csoport csak kontroll kezelést kapott az 1 6ra
kombinacios kezelés el6tt. A TEER értékeket megallapitottuk az oldatok rarakasa el6tt (0 h), 24 éraval
késbBbb (24 h) és ezt kdvetd 1 ora leteltével (25 h). A kontroll sejtekhez viszonyitott kilonbségeket
csillaggal: *p <0,05 és ***p <0,001, mig a két kezelési csoport kozotti kiilénbséget a vonalon
feltiintetett p értékkel jeldltik. A diagram adatai atlag + széras (SD) (n =6) formajaban vannak

szemléltetve.

6.2.1.3. A DON és a kvercetin hatasa az extracellularis H,O, termelodésére

A 25 6ras, 1 yM DON, 20 uM kvercetin dhmagaban és kombinacioban adott kezelése
utan Amplex Red segitségével megmértik a sejtmentes fellluszoban talalhaté H,O,

56



(p =0,4161), ahogyan a 24 h 20 uyM kvercetin + 1 h 1 yM DON kezelésnél sem talaltunk
szignifikdns novekedést a H,O, szintben (p =0,7006). A 25 o6ran at tarté 1 yM DON kezelés
kovetéen 1 oraig tartd egyuttkezeléshez (1 h 20 yM kvercetin + 1 uM DON), amely utan
szintén jelentésen nétt a H,O, termelést a kontroll értékekhez képest (p =0,0003).
Szamottevd kildnbséget talaltunk a 25. éraban mért 24 h 20 uM kvercetin + 1 h 1 yM DON
és az 1 h 20 pM kvercetin + 1 yM DON kezelés H,O, koncentracido értékei kozott
(p =0,0113).
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18. abra Az 1 uM deoxinivalenol (DON) és 20 uM kvercetin (Que) 6nmagaban és kombinacidban (24
h 20 uyM Que +1 h 1 yM DON és 1 h 20 uM Que + 1 yM DON) alkalmazott hatasa az extracellularis
H,0, koncentraciora 25 6éra inkubacios id6 elteltével, Amplex Red segitségével mérve az IPEC-J2
sejtek sejtmentes fellluszojabol. A kontroll csoporthoz viszonyitva az eltéréseket csillaggal: ***p
<0,001, a két csoportok kozotti kiildnbségeket a p érték megadasaval jeldltik. A diagram adatait atlag

+ szoéras (SD) (n =8) formajaban lettek szemléltetve.

6.2.1.4. A DON és a kvercetin kezelések hatasai az intracellularis ROS

mennyiségére

25 ora kezelés utan meghataroztuk az IPEC-J2 sejteknél az intracellularis ROS-ok
mennyiségét, 1 yM DON, 20 upM kvercetin 6nallé és kombinacidban adott (24 h 20 uyM
kvercetin + 1 h 1 yM DON és 1 h 20 uM kvercetin + 1 yM DON) kezelése utan (19. abra).
A 25 o6ras, 1 yM DON kezelés szignifikansan novelte a ROS értékeket (p <0,001). A 20 uM
kvercetin kezelés nem valtoztatta meg az intracellularis ROS mennyiségét a kontrollhoz
képest (p =0,9993). A 24 6raig 20 uM kvercetin elékezelést kapott, majd 1 éraig 1 yM DON-
nal inkubalt sejtekben emelkedett a ROS mennyisége, ahogy a 24 6ras kontroll kezelést
kovetd 1 oraig tarté 20 uM kvercetin + 1 uM DON kezelésnél is megnétt a ROS az IPEC-J2
sejteknél (mindketténél p <0,001). Szignifikans kilonbség volt mérhetd a két kombinacios
kezelés, a 24 h 20 uyM kvercetin + 1 h 1 yM DON és az 1 h 20 uM kvercetin + 1 yM DON
kozott (p =0,0005).
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19. abra: Az 1 uM deoxinivalneol (DON) és 20 uM kvercetin (Que) hatasa 6nmagaban és
kombin&cidban (24 h 20 yM Que + 1 h 1 yM DON és 1 h 20 uM Que + 1 uyM DON) adva az IPEC-J2
sejtek intracellularis ROS mennyiségére nézve, DCFH-DA festéssel vizsgalva, 25 6ra inkubacios idé

utén. A kezelések és a kontroll kezelés kdzotti kildnbségeket csillagokkal jeldltik: ***p <0,001, a
vizsgalt csoportok kozétti eltéréseket pedig a vonalon feltlintett p értékkel jeleztik. A diagram adatai

atlag + széras (SD) (n =8) formajaban lettek abrazolva.

6.2.2. Arozmaringsav elékezelés hatasanak vizsgalata 48 és 72 6ras mikotoxin

kezelés utan

6.2.2.1. A DON, aT-2toxin,a DT2 és a rozmaringsav sejtéletképességre

gyakorolt hatasa

A DON, a T-2 toxin, valamint ezek kombinaciéjabdl osszerakott DT2 és a
rozmaringsav sejtéletképességre gyakorolt hatasat 48 és 72 o6ras inkubaciés id6vel
vizsgaltuk az IPEC-J2 sejteken Neutral Red moédszerrel (20. abra). A DON 0-50 yM, a T-2
toxint 0-50 nM, a rozmaringsavat 0—1000 uM koncentracié tartomanyban vizsgaltuk. A DT2
esetében az alabbi koncentracié parositasok hatasat vizsgaltuk: 1 yM DON + 5 nM T-2;
5 uM DON + 10 nM T-2; 10 yM DON + 5 nM T-2; 10 yM DON + 10 nM T-2. Szignifikans NR
abszorbancia csokkenést okozott a DON kezelés 50 uM koncentracidban 48 és 72 dras
inkubacié utan (mindkét idénél p <0,001). A T-2 toxin jelent6ésen csokkentette az NR
abszorbancia értékeket 20 nM és annal magasabb koncentraciokban az IPEC-J2 sejteknél,
mindkét vizsgalt id6 esetében (p <0,001). A DT2 adasa utan azt talaltuk, hogy az 5 yM DON
+10nMT-2,2a10 M DON +5nM T-2 és a 10 uyM DON + 10 nM T-2 kezelések mérsékelték
a NR abszorbancia értékeket 72 6ra inkubacié utan (p <0,01 és p <0,001), mig 48 o6ras
kezelést kdvetéen egyedul a 10 uM DON + 10 nM T-2 kombinacié bizonyult citotoxikusnak.
A rozmaringsav kezelés 500 és 1000 uM koncentracional szignifikans sejthalalt okozott 48
és 72 ora inkubacios id6 utan is (p <0,01 és p <0,001).
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20. &bra: A deoxinivalenol (DON), a T-2 toxin, a ketté kombinacidjabdl allé DT2 és a rozmaringsav
(RA) sejtéletképességre gyakorolt hatasa IPEC-J2 sejteken, NR médszerrel mérve, 48 és 72 6ras
inkubaciods idé utan. a) A DON hatasat 1-50 pyM koncentracidban néztik. b) A T-2 toxin esetében
5—-20 nM koncentraciok hatasat vizsgaltuk 48 és 72 éra utan. c) A DT2 kezelésnél az alabbi
koncentracié parok hatasat vizsgaltuk: 1 uM DON + 5 nM T-2; 5 yM DON + 10 nM T-2; 10 uM DON +
5nM T-2; 10 yM DON + 10 nM T-2. d) A rozmaringsavat 50—1000 uM koncentracidban adtuk a
sejtekhez. A kontrolltdl vald kildnbségeket csillagokkal jeldltik: **p <0,01 és ***p <0,001. A diagram

adatait atlag + széras (SD) (n =8) formajaban tiintettik fel.

6.2.2.2. A DON, aT-2toxin,a DT2 és arozmaringsav + DT2 hatasa a TEER
értékekre

A TEER értékek megallapitasra kertltek 1 yM DON, 5 nM T-2 toxin, DT2 (1 yM DON
+ 5 nM T-2), illetve 24 6ras 50 yM rozmaringsav el6kezelést kdveté DT2 (1 uM DON + 5 nM
T-2) kezelés utan, 48 és 72 ¢6ra inkubaciés idéket alkalmazva. Amikor az IPEC-J2 sejtek
elérték az 1000 Ohm koruli TEER értékeket, akkor adtuk a munkaoldatokat a sejtekhez (0 h)
(21. abra). Eredményeink szerint az 1 yM DON 6nmagaban adva jelentésen alacsonyabb
sejtrétegintegritast okozott 48 6ra (p =0,003) és 72 ora elteltével is (p <0,001), mint a
kontroll. Az 5 nM T-2 toxin kezelés nem valtoztatta meg jelentésen a TEER értékeket sem 48
(p =0,0667), sem 72 o6ra elteltével (p =0,7708). A DT2 szignifikansan csdkkentette a TEER-t
48 és 72 ora elteltével (mindkét esetben p <0,001). Az 50 uM rozmaringsav el6kezelést
koveté DT2 (24 h 50 yM rozmaringsav + DT2 (1 uM DON + 5 nM T-2)) kezelés utan szintén
szignifikdnsan alacsonyabb TEER értékeket mértiink a sejteken a kontroll értékekhez képest
48 Ooraval a kezelés megkezdése utan (p =0,0058), 72 oraval kés6bb ugyancsak
alacsonyabb volt a TEER a kontroll kezelésnél mért értékhez viszonyitva (p <0,001).
Szignifikdns eltérés volt tapasztalhatd a DON és a DT2 kezelés kozott 48 ora és 72 ora
inkubacio utan (mindkét esetben p <0,001), valamint a T-2 toxinnal és a DT2-vel torténé

inkubacio utan is mindkét id6intervallumban (p <0,001). Osszehasonlitva a csak DT2 és a 24
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h 50 yM rozmaringsav + DT2 (1 yM DON + 5 nM T-2) kezelést kapott sejtek TEER értékeit
jelentés mértékl eltérés volt tapasztalhatd 48 és 72 odra inkubaciot kdvetben is (mindkét
esetben p <0,001).
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21. dbra: A TEER valtozas kQ x cm®-ben kifejezett értékei 48 és 72 dra inkubalas 1 uM
deoxinivalenollal (DON), 5 nM T-2-vel, DT2-vel (1 uM DON + 5 nM T-2) és 24 6ras 50 uM
rozmaringsav (RA) el6kezelést kéveté DT2-vel (24 h 50 yM RA + DT2 (1 yM DON + 5 nM T-2)
kezelések utan. A TEER értékek mérése a kezelések megkezdése el6tt (0 h), valamint 48 6ra (48 h)
€s 72 ora (72 h) inkubaciot kdvetéen tortént. Az 50 uM rozmaringsav elékezelés megelézte a 0 h
TEER mérést, az ekkor detektalt TEER adatok nem kertiltek abrazolasra. A kontroll értékéhez
viszonyitott eltéréseket csillagokkal jeldltik: **p <0,01 és ***p <0,001, mig az 6sszekapcsolt csoportok
kozotti (48 és 72 orara vonatkoztatott) kilonbségeket az 6sszekdtd vonalon lathatéd p értékekkel

tlntettlk fel. A diagram adatai atlag + szérasként (SD) (n =9) lettek abrazolva.

6.2.2.3. A DON, aT-2toxin, az 6nallé DT2 és a rozmaringsav eldkezelést kovetd
DT2 kezelések hatasa az extracellularis H,O, koncentraciora

A 48 és 72 6raig tarté 1 uM DON, 5 nM T-2 toxin, DT2 (1 uM DON + 5 nM T-2) és 50
MM rozmaringsav el6kezelést kovetdé DT2 kezeléseket kdvetben meghatarozasra kerult az
IPEC-J2 sejtek sejtmentes felllluszéjaban a H,O, koncentracio (22. abra). Azok az IPEC-J2
sejtek, melyek az 1 yM DON vagy a DT2 kezelést kaptak szignifikansan magasabb volt a
H.O, koncentraciojuk 48 és 72 o6ra inkubacidé utan a kontroll értékhez képest (mindkét toxin
kezelés, mindkét id6 intervallumaban p <O 001). Az 5 nM T-2 toxin 48 ¢dra alatt nem
térben (p <0,001). Az 50 pM rozmaringsavval el6kezelt DT2 kezelést kapott sejteknél nincs
szignifikans eltérés a kontroll csoporthoz képest sem 48 érat (p =0,9653), sem pedig 72 orat
(p =0,9969) kbdvetben. Osszehasonlitva az 1 MM DON és a DT2 hatasat a H,0,
koncentraciora nem talaltunk szignifikans kulénbséget (48 h: 0,9931;72 h: 0,2038), mig 5 nM

T-2 toxin és DT2 kezeléseket kapott csoportok kozott 48 orat kdvetben jelentbs eltérést
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talaltunk (p =0,0061), azonban 72 orat kdvetben ez az eltérés nem volt kimutathato
(p =0,9289). Jelentés mértéki kuldnbseg volt megfigyelhetd a csak DT2 és a 24 h 50 uM
rozmaringsav + DT2 (1 yM DON + 5 nM T-2) kezelések kdzott, a rozmaringsav el6kezelést
kapott sejteknek szignifikdnsan alacsonyabb volt a H,O, termelése 48 érat (p =0,0049) és 72
orat (p <0,001) kévetden.
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22. abra: Az extracellularis H,O, koncentracio valtozasanak mérését Amplex Red segitségével IPEC-
J2 sejtek sejtmentes fellluszojabol 1 uM deoxinivalenol (DON), 5 nM T-2 toxin, DT2 (1 yM DON + 5
nM T-2) és 50 uM rozmaringsav (RA) + DT2 (1 yM DON + 5 nM T-2) kezelést kdvetéen végeztik el. A
mintavétel 48 (48 h) és 72 6raval (72 h) a kisérlet megkezdése utan tortént. A kontroll értékektdl valo
kuldnbségeket csillagokkal jeléltik: ***p <0,001, a kezelési csoportok kozotti eltéréseket 48 éra
inkubalast kévetéen zold vonalon, 72 érat kovetéen kék vonalon feltiintetett p értékekkel jeleztik. A
diagram adatait atlag + szorasként (SD) (n =8) tiintettik fel.

6.2.2.4. A DT2 és arozmaringsav eldkezelést koveté DT2 hatasa az IPEC-J2
sejtek IL-6 és IL-8 termelésére

Az IPEC-J2 sejtek sejtmentes feluluszojabdl kimutatasra kerilt az IL-6 és IL-8
citokinek koncentracié valtozasa 48 és 72 6ran at tarté DT2 (1 M DON + 5 nM T-2) és 24 h
50 uM rozmaringsav + DT2 (1 yM DON + 5 nM T-2) kezelések utan (23. abra). Az IL-6
koncentracioja szignifikansan megemelkedett DT2 kezelés hatasara mind a 48, mind a 72
ora kezelési id6 utan (mindkét esetben p <0,001), mig a rozmaringsav elékezelésnél nem
tortént valtozas a kontroll értékhez képest sem 48 (p =0,1451), sem 72 érat kdvetben
(p =0,7118). Az 6nmagaban alkalmazott DT2 és az 24 h 50 yM rozmaringsav + DT2 kezelést
(p =0,2256), addig a 72 6ra inkubaciét kdvetéen szignifikans eltérés volt a két csoport kdzott
(p =0,0218).

Az IL-8 koncentracidja szignifikdnsan megnétt DT2-vel térténd inkubalds utan az
IPEC-J2 sejteknél, mind a 48, mind a 72 ¢6rat kovetéen (p <0,001). A 24 h 50 uM
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rozmaringsav + DT2 kezelés hatasara nem valtozott jelentés mértékben az IL-8 citokin
koncentracioja, sem 48 6ra (p =0,0602), sem 72 6ra kezelést kdvetéen a kontroll sejtek IL-8
alacsonyabb a 24 6ra 50 uyM rozmaringsav el6kezelést kapott sejtek IL-8 termelése az
Onmagaban DT2 kezelést kapott IPEC-J2 sejtekhez képest mind 48, mind 72 6rat kdvetden
(mindkét esetben p <0,001).
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23. abra: Az IPEC-J2 sejtek sejtmentes felliliszéiban mért IL-6 és IL-8 koncentracié valtozasai 48
(48 h) és 72 ¢6raig (72 h) tartd DT2 (1 yM DON + 5 nM T-2) és 24 h 50 uM rozmaringsav (RA) + DT2
kezeléseket kdvetden. a) Az IL-6 koncentracio valtozasai a két kezelés hatasara. b) Az IL-8 citokin
mennyiségi valtozasa a két inkubacios id6t kdvetden. A kontrollhoz viszonyitott jelentésen eltérd
eredményeket csillagokkal kilonboztettiik meg: ***p <0,001, mig a kezelési csoportok kozotti
kildnbségeket IL-6 mérésnél, 48 dra inkubalast kovetéen zold, 72 orat kovetden kék vonalon
feltlintetett p értékekkel jeldltik. IL-8 koncentracié valtozasanal a csoportok kozotti szignifikans
eltérések, 48 és 72 6ras eredményei kapcsos vonalakra irt p értékkel kertlt bemutatasra. A diagram

adatai atlag + szérasként (SD) (n =10) kerlltek bemutatasra.

6.2.2.5. A DT2 és a rozmaringsav elokezelést koveté DT2 hatasa a klaudin-1 és

az okkludin lokalizaciojara a sejtmembranban

Az IPEC-J2 sejtek sejtmembranjaban a klaudin-1 és okkludin fehérjék lokalizaciojat
72 6ras DT2 (1 uM DON + 5 nM T-2), illetve 24 h 50 yM rozmaringsav + DT2 (1 yM DON +
5 nM T-2) kezeléseket kdvetben hataroztuk meg (24. abra). A DT2 hatasara kevésbé
detektalhatd a membranban a klaudin-1 a kontrollnal lathaté fehérjemennyiséghez képest.
A rozmaringsav el6kezelést, majd szintén 72 6ra DT2-vel indukalt IPEC-J2 sejteknél a
klaudin-1 fehérje mennyisége hasonlé maradt a kontroll képest.

A 72 ¢dran at tartd6 DT2 kezelést kovetéen az okkludin fehérje jelenléte a
sejtmembranban a kontrollhoz képest nem valtozott a konfokalis felvételek alapjan.
A rozmaringsav el6kezelést kovetd DT2 kezelés utan a membranban |évé okkludin fehérje

mintazata hasonlé maradt a kontroll sejteknél lathatéhoz.
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24. dbra: A DT2 (1 uM deoxinivalenol (DON) + 5 nM T-2) és a 24 h 50 uM rozmaringsav (RA) + DT2
(1 uM DON + 5 nM T-2) (RA + DT2) kezelés hatésa a klaudin-1 és okkludin elhelyezkedésére a
sejtmembranban. Az IPEC-J2 sejtek 72 éran keresztil inkubalddtak a kezel6oldatokkal, majd fixalast
kévetden immunfluoreszcens festéssel tettik lathatéva a két TJ membranfehérjét. Piros szinnel (Alexa
Fluor 546) a klaudin-1, valamint az okkludin TJ fehérjék lathatéak. Az IPEC-J2 sejtek sejtmagja kékkel
festédott (DAPI), mig a sejtmembran zéld szinben lathaté (WGA, Alexa Fluor 488). a,d) kezeletlen
IPEC-J2 sejtek sejtmagja, valamint a membranban elhelyezkedd klaudin-1 (a) és okkludin TJ fehérjék
(d). b,e) DT2 kezelés hatasa a klaudin-1 (b) és az okkludin fehérje expresszids mintazatara (e).
c,f) RA + DT2 kett6s kezelést kovetéen a klaudin-1 (c) és az okkludin (f) membranban torténé

kifejez6dése és lokalizacidja. A vonal 50 um-t jeldl.

6.2.3. A fermentalt buzacsira kivonat védéhatasanak vizsgalata DON és T-2 toxin

terheléskor és az azt kovetd 24 6raban
6.2.3.1. Citotoxicitas vizsgalat MTS médszer segitségével 24 ora kezelés utan

Az IPEC-J2 sejteket 24 6raig kezeltik 8 yM DON, 5 nM T-2 toxinnal, valamint 1% és
2% fermentalt buzacsira kivonattal. Tovabba teszteltiik a vegyuletek hatasat kombinacidban
adva: 8 uM DON + 1% fermentalt buzacsira kivonat, 8 yM DON + 2% fermentalt buzacsira
kivonat, 5 nM T-2 + 1% fermentalt blzacsira kivonat, 5 nM T-2 + 2% fermentalt buzacsira
kivonat (25. abra). A DON és a T-2 toxin is szignifikdnsan csokkentette az MTS
abszorbancia értékeit (p <0,001 és p =0,0039). Mind a két alkalmazott koncentracioju
fermentalt buzacsira kivonat oldat novelte a sejteknél mért MTS abszorbancia értékeket a
kontroll értékhez képest (p <0,001). A kombinaciés kezelés eredményei azt mutattak, hogy a
8 UM DON citotoxikus hatasat nem tudta csékkenteni sem az 1%, sem a 2% fermentalt

buzacsira kivonattal torténd kezelés a kontroll értékhez viszonyitva (p <0,001). Azonban
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5 nM T-2 hatasat képes volt mind az 1%, mind a 2% fermentalt buzacsira kivonat javitani,
0sszehasonlitva a kontrollnal kapott eredménnyel (p =1,000 és p =0,999).
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25. &bra: A 8 pyM deoxinivalenol (DON), 5 nM T-2, 1% és 2% fermentalt buzacsira kivonat (FBCSK)
sejtéletképességre gyakorolt 6nalld és kombinaciéban (8 uM DON + 1% FBCSK,
8 uM DON + 2% FBCSK, 5 nM T-2 + 1% FBCSK, 5 nM T-2 + 2% FBCSK) adott hatasat MTS
maodszerrel vizsgaltuk, IPEC-J2 sejteken 24 6ra kezelési id6t alkalmazva. A kontroll értékhez
viszonyitott eltéréseket csillagokkal jeléltik **p <0,01 és ***p <0,001. Az adatok atlag + szoéras (SD) (n

=8) formajaban vannak megadva.

6.2.3.2. Mikotoxin kezeléseket kovetd regeneracio hatasa az IPEC-J2 TEER
értékeire

A mikotoxin és fermentalt bluzacsira kivonattal t6rténd kezeléseket megel6z6en
megmertlik a sejtréteg integritasanak erésségét (TEER értékeket) az IPEC-J2 sejteknél
(0 h). Ezutan 24 ¢raig tarté kezelés kdvetkezett a mikotoxinokkal (8 uM DON és 5 nM T-2) és
az 1% és 2% fermentalt buzacsira kivonat oldatokkal, illetve a keverékeikkel (8 yM DON +
1% fermentalt buzacsira kivonat, 8 uM DON + 2% fermentalt bdzacsira kivonat, 5 nM T-2 +
1% fermentalt buzacsira kivonat, 5 nM T-2 + 2% fermentalt buzacsira kivonat). Ezt kdvetéen
tovabbi 24 6ra regeneracio kodvetkezett (48 h), melynek soran minden kezelt csoporthoz
kontroll tapoldatot (fenolvérés-mentes DMEM/F12) adtunk (26. abra).

A 24 ¢6ras kezelést kovetben azt talaltuk, hogy a 8 uyM DON és 5 nM T-2 kezelés
szignifikdnsan csokkentette a TEER értékeket (p <0,001). Az 6nmagaban adott 1% és 2%
fermentalt buzacsira kivonat emelte a sejtréteg integritast (p <0,001). A kombinacios
kezelések kdzul a 8 yM DON TEER csokkenté hatasat nem tudta ellensulyozni sem az 1%,
sem a 2% fermentalt buzacsira kivonat, a kontroll értékeihez viszonyitva (p <0,001). Az 5 nM
T-2 + 1% fermentalt buzacsira kivonat szédmottevéen alacsonyabb értéket mutatott
(p <0,001), azonban az 5 nM T-2 + 2% fermentalt buzacsira kivonat egyuttkezelés jelentésen
magasabb értéket mutatott a kontroll értékekhez képest (p =0,018). Osszehasonlitva a 8 uM

DON kezelésnél mért TEER értékeket a két fermentalt buzacsira kivonattal kombinacioban
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megallapitottakkal, azt az eredményt kaptuk, hogy csoportok kdzo6tt nincs szignifikans
kalénbség (8 uM DON + 1% fermentalt buzacsira kivonat: p =0,9925; 8 uyM DON + 2%
fermentalt buzacsira kivonat: p =1,000). 5 nM T-2 toxin és az 5 nM T-2 + 2% fermentalt
buzacsira kivonat kezelést kapott csoportok eredményei szignifikansan eltérnek (p <0,001),
mig az 6nmagaban adott T-2 toxin és az 5 nM T-2 + 1% fermentalt buzacsira kivonat k6zott
ez nem allapithaté meg (p =0,6941).

A mikotoxinokkal és fermentalt buzacsira kivonattal torténd inkubalast kdvetden
regeneracios kezelést kaptak az IPEC-J2 sejtek (48 h), vagyis fenolvorés-mentes
DMEM/F12 tapfolyadék hozzaadasa tortént meg a sejtek apikalis és bazolateralis
kompartmentjében, PBS mosast kovetéen. A korabban 1% és 2% fermentalt buzacsira
kivonat kezelést kapott sejtek TEER értékei megkdzelitették a kontroll csoport TEER értékeit
(19% fermentalt bazacsira kivonat: p =0,348; 2% fermentalt buzacsira kivonat: p =0,194), mig
az el6zbleg mikotoxin kezelést kapott IPEC-J2 sejtek értékei szignifikansan alacsonyabbak
maradtak (8 yM DON és 5 nM T-2 esetében is: p <0,01). A kombinacios kezelésen atesett
sejtek esetében is jelentésen alacsonyan maradtak a TEER értékek a kontroll értékhez
viszonyitva (p <0,001). A korabban 8 uM DON kezelést kapott sejtek eredményeit
O0sszehasonlitva a 24 6ra kezelés alatt 1% fermentalt buzacsira kivonattal kombinacioban
kapott DON TEER értékeivel (8 yM DON + 1% fermentalt buzacsira kivonat) szignifikdnsan
alacsonyabb értéket mértiink (p <0,01), mig az 6nallé 8 uM DON kezeléshez képest a 8 uM
DON + 2% fermentalt buzacsira kivonattal kezelt csoportok 6sszehasonlitdsanal nincs
szignifikans kildnbség (p =1,0000). Osszehasonlitva az 5 nM T-2 toxin és a két kombinacios
kezelését a regeneracio utan, azt kaptuk, hogy mig az 5 nM T-2 + 1% fermentalt buzacsira
kivonat esetében nincs szignifikans kulénbség (p =0,9850), addig 5 nM T-2 + 2% fermentalt

bluzacsira kivonat esetében jelentés mérték(i TEER érték névekedés detektalhato (p <0,01).
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26. abra: A TEER értékek a kisérletek megkezdése elétt (0 h), 24 6ras inkubaciét (24 h) és a
regeneracios kezelést kdvetden (48 h) kQ x cm*-ben kifejezve. Az IPEC-J2 sejtréteget kezeltiik 8 pM
deoxinivalenol (DON), 5 nM T-2, 1% és 2% fermentalt buzacsira kivonat (FBCSK) oldatokkal és ezek
kombin&cidival: 8 uM DON + 1% FBCSK, 8 uM DON + 2% FBCSK, 5 nM T-2 + 1% FBCSK, 5 nM T-2
+ 2% FBCSK. A kontroll értékhez viszonyitott kiilénbségeket csillagokkal jeldltik: *p <0,05; **p <0,01

és ***p <0,001, mig a csoportok egymashoz viszonyitott eltéréseit a 24 éras inkubaciéhoz tartozo
eredményeket sarga vonalaok, a regeneraciot kdvetéen zold vonalakon feltlintett p értékekkel jeldltik.
Az adatokat atlag + széras (SD) (n =9) formajaban tlntettik fel.

6.2.3.3.  Extracellularis H,O, koncentracié meghatarozasa Amplex Red reagens

segitségével

Az extracellularis H,O, koncentraciévaltozas megmérésre kertlt a 8 uyM DON, az
5 nM T-2, 1% és 2% fermentalt buzacsira kivonatok, valamint ezek kombinaciéjabdl allo
oldatokkal (8 uM DON + 1% fermentalt buzacsira kivonat, 8 yM DON + 2% fermentalt
buzacsira kivonat, 5 nM T-2 + 1% fermentalt buzacsira kivonat, 5 nM T-2 + 2% fermentalt
bluzacsira kivonat) tértén6é 24 6éras inkubacié utan (24 h), majd az azt kovetd 24 o6ras
regeneracios kezelés utan is (48 h) (27. abra).

Az inkubaciods idb lejarta utan, azt az eredmeényt kaptuk, hogy a 8 yM DON hatasara

a kontrollhoz hasonldé (p =0,07), mig az 5 nM T-2 toxin kezelés hatasara szignifikadnsan

nem valtoztatta meg a H,O, szintjét az extracellularis térben a kontroll értékhez viszonyitva
(p =0,905 és p =0,705). A kombinacios kezelések esetében a 8 uM DON + 1% fermentalt
buzacsira kivonat és az 5 nM T-2 + 1% fermentalt buzacsira kivonat nem valtoztatta meg az
extracellularis H,O, mennyiségét a kontroll kezelésekhez képest (DON p =0,844 és T-2

p =0,835). Ezzel szemben a 2% fermentalt buzacsira kivonat kiegészités mind a 8 uM DON,
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értékhez képest (p <0,001). Osszehasonlitva, az 1% fermentalt bluzacsira kivonattal
kombinaciéban adott DON és az 6nall6 DON kezelési csoportok kdzott nem volt szignifikans
eltérés (p =0,8681), mig az 5 nM T-2 + 1% fermentalt buzacsira kivonat 6sszevetve az 5 nM
T-2 toxin H,O, koncentraciora gyakorolt hatasat jelentés mértékii csdkkenést allapitottunk
meg (p =0,031). Szignifikdnsan alacsonyabb volt a 8 yM DON + 2% fermentalt buzacsira
kivonat és az 5 nM T-2 + 2% fermentalt buzacsira kivonat kezeléseket kapott sejtek H,O,
mennyisége (mindketténél p <0,01), dsszehasonlitva azoknal a sejteknél mért értékekkel,
melyeknél a mikotoxinok kulon-kilon lettek hozzdadva.

A regeneracios id6t kovetéen (48 h) a korabban mikotoxinokkal kezelt sejtek
sejtmentes felliluszéjaban az extracellularis H,O, koncentracidja nem valtozott a kontroll
csoport értékéhez képest, ahogy a fermentalt buzacsira kivonattal kezelt sejteknél sem
IPEC-J2 sejtekhez. Az inkubacié alatt kombinacios kezeléseket kapott IPEC-J2 sejteknél a
8 uM DON + 1% fermentalt buzacsira kivonat, illetve a 8 yM DON + 2% fermentalt buzacsira
kivonat hatasara szignifikansan megemelkedett a H,O, koncentracié a kontrollhoz képest
(p <0,001 és p =0,009). Az 5 nM T-2 + 1% fermentalt buzacsira kivonat kezelést kapott
sejtek extracellularis terében a H,O, a kontroll értéktél nem kilénb6zoétt (p =0,097), mig az
5 nM T-2 + 2% fermentalt buzacsira kivonat kapott sejteknél megnétt a H,O, termelés
(p <0,001). Szignifikdnsan magasabb lett a H,O, koncentraci6 a korabban kombinaciés
kezeléseket kapott sejtek extracellularis terében (8 uM DON + 1% fermentalt buzacsira
kivonat: p <0,01; 8 uM DON + 2% fermentalt buzacsira kivonat: p <0,01; 5 nM T-2 + 1%
fermentalt bldzacsira kivonat: p =0,0182; 5 nM T-2 + 2% fermentalt buzacsira kivonat:
p <0,01) 6sszehasonlitva a csak 8 yM DON- nal vagy csak 5 nM T-2-vel inkubalt sejtekhez
képest.
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27. abra: Az extracellularis H,O, koncentracio valtozasai a 8 uM deoxinivalenol (DON), 5 nM T-2 toxin,
1% és 2% fermentalt buzacsira kivonat (FBCSK) és ezek kombinacidjaval (8 uM DON + 1% FBCSK,
8 uM DON + 2% FBCSK, 5 nM T-2 + 1% FBCSK, 5 nM T-2 + 2% FBCSK) torténd inkubacidja (24 h),

valamint az ezt kdvetd regeneracios kezelés utan (48 h). A kontroll értékekhez viszonyitott eltéréseket

csillagokkal jeldltiuk: **p <0,01 és ***p <0,001, illetve a csoportok kozotti kiilénbségeket, inkubaciét
koévetéen sarga vonalon, regeneracié esetében zold vonalon jelolt p értékekkel kertltek feltlintetésre.

Az adatokat atlag + széras (SD) (n =8) formajaban adtuk meg.

6.2.3.4. Intracellularis ROS meghatarozasa kezelés és regeneracié utan

Az intracellularis ROS szintet DCFH-DA festéssel hataroztuk meg 24 6ra 8 uM DON,
5nM T-2, 1% és 2% fermentalt buzacsira kivonat, valamint ezek kombinaciojabdl allé (8 yM
DON + 1% fermentalt buzacsira kivonat, 8 uM DON + 2% fermentalt buzacsira kivonat, 5 nM
T-2 + 1% fermentalt buzacsira kivonat, 5 nM T-2 + 2% fermentalt buzacsira kivonat)
kezelések utan (24 h) majd 24 éra regeneracios inkubaciot kdvetéen (48 h) (28. abra).

Mind a 8 yM DON, mind az 5 nM T-2 6nallé adasa utan szignifikansan megnétt az
intracellularis ROS mennyisége (mindkét esetben p <0,001). Az 6nalléan adott 1% és 2%
fermentalt buzacsira kivonat jelentésen csdkkentette a ROS szintjét (mindkét kezelésnél
p <0,001). Kombinacidban adva 8 yM DON + 1% fermentalt buzacsira kivonat a kontroll
értékhez hasonlé eredményt adott (p =1,000), mig 8 yM DON + 2% fermentalt buzacsira
kivonat hatasara jelentésen csokkent az intracellularis ROS szintje (p <0,001). Az 5 nM T-2
toxint kombinacidoban adva az 1% vagy a 2% fermentalt buzacsira kivonattal szignifikans
mértékii ROS csOkkenést tapasztaltunk (mindkét esetben p <0,001). Meghatarozo
mértékben csokkent az intracellularis ROS mennyisége azokban az IPEC-J2 sejtekben, ahol
a sejtek fermentalt buzacsira kivonattal egyutt inkubalva kaptak mikotoxint 6sszehasonlitva a

csak 6Gnmagaban mikotoxint kapott sejtekkel (minden esetben p <0,001).

68



A regeneraciot kovetden (48 h) az el6zéleg 8 yM DON vagy 5 nM T-2 kezelést kapott
IPEC-J2 sejtekben megnétt az intracellularis ROS mennyisége (DON: p =0,0439, T-2:
p <0,01). Az inkubacio ideje alatt 1% és 2% fermentalt buzacsira kivonat oldatot kapott sejtek
intracellularis ROS mennyisége kozelitett a kontroll értékekhez a regeneracio utan. A 8 uM
DON + 1% fermentalt buzacsira kivonat és az 5 nM T-2 + 1% fermentalt buzacsira kivonat
kezelést kapott sejteknél a regeneraciot kdvetéen jelentés mértékben magasabb volt a ROS
mennyisége a kontrolinal mért értékhez képest (mindkét esetben p <0,01). A 8 yM DON +
2% fermentalt buzacsira kivonat szignifikdnsan magasabb ROS értékeket adott (p <0,001),
mig az 5 nM T-2 + 2% fermentalt buzacsira kivonat kezelés nem mutatott kildbnbséget a
kontroll értékekhez viszonyitva (p =0,142). Osszehasonlitva a 8 uM DON és az 1% és 2%
fermentalt buzacsira kivonattal egyutt adott DON hatasat a regeneraciot kdvetéen, mindkét
esetben szignifikans intracellularis ROS noévekedést tapasztaltunk (8 yM DON + 1%
fermentalt buzacsira kivonat: p <0,01; 8 uM DON + 2% fermentalt buzacsira kivonat:
p =0,0378). Az 5 nM T-2 toxint és a kombinacids kezelésket (5 nM T-2 + 1% fermentalt
bluzacsira kivonat és 5 nM T-2 + 2% fermentalt buzacsira kivonat) kapott sejtek eredményeit
O0sszehasonlitva jelentés mértékl kildénbséget talaltunk (mindkét esetben p <0,01).

***n <0,001 ***p <0,001
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28. abra: Az intracellularis ROS szint valtozasa 8 uM deoxinivalenol (DON), 5 nM T-2 toxin, 1% és 2%
fermentalt buzacsira kivonat (FBCSK) és ezek kombinacios kezelése (8 yM DON + 1% FBCSK, 8 uM
DON + 2% FBCSK, 5 nM T-2 + 1% FBCSK, 5 nM T-2 + 2% FBCSK) (24 h) valamint a regeneraciot
kovetben (48 h)az IPEC-J2 sejtekben. A kontroll értékektdl eltérd kildnbségeket csillagokkal jeldltiik
*p <0,05 és ***p <0,001, tovaabba a csoportok kdzotti eltéréseket, inkubaciot kbvetéen sarga
vonalakon, regeneracié utan zéld vonalakon feltiintetett p értékekkel jeldltiik. A diagram adatai atlag +
szoérasként (SD) (n =6) tlntettiik fel.
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7. Diszkusszio

A Fusarium penészgomba fajok altal termelt, trichotecén-vazas mikotoxinok kdozé
tartozik a DON és a T-2 toxin, melyek kimutathatéak a mérsékelt égévon termesztett,
megfert6zott gabonafélékbél. Az elbfordulasuk természetes, ezért nem lehet teljes
mértékben kikliszobdIni a penészgomba fert6zédést és a mikotoxin szennyezédést (Zinedine
és Mafies, 2009). Kulcsfontossagu a mikotoxinok kombinacidban térténé vizsgalata, mivel a
fuzariotoxinok természetes mddon fordulnak el6 egyszerre az élelmiszerekben és a
takarmanyokban. Nehézséget okoz a vizsgalatokban, hogy a takarmanyban a mikotoxinok
glikozilalt formaban is jelen lehetnek, igy amikor a szervezetben deglikozilalodnak a
bélbaktériumok vagy a gyomorsav pH hatasara, akkor az adott toxin koncentracidja megné a
béltraktusban, akar meg is haladhatja a napi beviteli iranyértéket is (Berthiller et al., 2013).
Tébb human és allat vékonybél-sejtvonalat izolaltak, hogy modellezhessék az élelmiszerrel
bekerult vegylletek hatdsat a vékonybélre. Cencic és Langerholc (2010) &sszefoglald
munkajukban felsoroljak azokat a sejtvonalakat és sejtmodelleket, amelyek alkalmasak az

ilyen vizsgalatokra. Az altalunk valasztott két sejtvonal a HIEC-6 és az IPEC-J2.

7.1. HIEC-6 sejtek valaszkészségének vizsgalata a DON, a T-2 toxin és a DT2

kezelésekre

Kutatasi munkamban elséként vizsgaltuk a human intesztinalis, nem-daganatos
HIEC-6 sejteken a DON és a T-2 toxin sejtszintl hatasait. Korabban olyan human bélham
sejtvonalakon vizsgaltak a DON hatasat, melyek vastagbél eredetliek és daganatosak.
Graziani és munkatarsai (2015) Caco-2 sejteken 24 6ras DON-nal val6 kezelést kovetd laktat
dehidrogenaz (LDH) vizsgalattal végzett kisérlet soran 100 uM koncentracié esetében
detektaltak citotoxikus hatast. Krishnaswamy és munkatarsai (2010) a DON ICs, értékét
0,84 uM értékben hataroztak meg HT-29 sejteken MTT tetrazélium festés (MTT) és LDH
vizsgalat segitségével 24 ¢6ras inkubaciét kovetéen. Del Favero és munkatarsai (2018)
ugyanugy HT-29 sejtvonalon vizsgaltak a DON sejtéletképességre hatd befolyasat 24 éras
inkubacios idével. A WST-1 formazan festés eredmények alapjan szignifikans csokkenést
mértek a sejtek életképességében 1 és 10 uM DON koncentracio esetében. Ez korrelal az
altalunk kapott eredményekkel, miszerint a HIEC-6 sejteknél jelentds mértéki sejthalalt
mértink 5 uM DON koncentracié folott. Megallapithatd, hogy a HIEC-6 sejteknél mar az 5
MM DON koncentracié is citotoxikus volt, 6sszehasonlitva a Caco-2 sejtekkel, mig az emlitett
szakirodalmi adatok szerint a HT-29 daganatos eredete ellenére érzékenyebb volt a DON
jelenlétére. A T-2 toxin human sejtekre vonatkozo toxicitasarol kevés adat all rendelkezésre.
Calvert és munkatarsai (2005) Caco-2 sejteken tesztelték a T-2 toxin hatasat 0,34-1,7 yM
koncentracioban 48 oraig. Az MTT teszt alapjan a sejtvonal rezisztens a toxinra. Romero és

munkatarsai (2016) Caco-2 sejteknél a T-2 toxin ICs, értékét 14,83 uM koncentraciéban
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hataroztak meg MTT és LDH moddszerekkel, 24 oras kezelést kdvetéen. A Caco-2
sejtvonalon kapott T-2 toxin citotoxicitasi eredmények azonban nem extrapolalhatéak egy
nem daganatos sejtvonalnal tapasztalt sejtéletképességi vizsgalat adataival. Kisérleteink
alapjan a 24 oras inkubacidt kdvetéen a T-2 toxin 10 nM koncentracio folott valt citotoxikussa
HIEC-6 sejtek esetében, aminek ismeretében Romero és munkatarsainak (2016) Caco-2
sejtekkel végzett eredményeivel 6sszevetve kijelenthetd, hogy a HIEC-6 sejtek a T-2 toxin
altal okozott karositd hatasara kifejezetten érzékenyek. Még kevesebb informacié all
rendelkezésre a human bélhamsejtekkel végzett kombinacidés kezelésekrél. Alassane-
Kpembi és munkatarsai (2013) a DON és mas trichotecén-vazas mikotoxinok egyuttes
hatasat vizsgaltak Caco-2 sejteken 48 6ras inkubacios idét kdvet6éen NR modszerrel.
A DON-t 0,15-0,55 uM koncentracidoban egyulttadagolva a tdbbi mikotoxinnal szinergista
hatast figyeltek meg. A HIEC-6 sejtekkel végzett sajat kisérleteinkben a DON esetében 5 yM
folotti, a mellette adagolt T-2 toxin esetében 10 nM folotti 24 o6ras kezelést kdvetéen
detektaltunk szignifikans mértéki sejthalalt. Bar magasabb koncentraciokat alkalmaztunk,
megallapithatjuk, hogy egyik DT2 kezelés sem volt toxikusabb a csak DON vagy csak T-2
toxin kezelést kapott sejtekhez képest a HIEC-6 sejtek esetében.

In vitro kisérleti eredmények szerint a DON és a T-2 toxin jelentés mértéki oxidativ
stresszt képes okozni. Kouadio és munkatarsai (2005) MDA méréssel bizonyitottak, hogy 24
o6ras, 10 pM koncentracidoju DON kezelés hatasara jelentésen megemelkedett a
lipidperoxidacié Caco-2 sejtekben. HT-29 sejteken végzett DCFH-DA kisérletekben 1 uM
DON kezelést alkalmaztak 0,5-6 6ras inkubacios id6vel, mely id6 alatt szignifikansan
megemelkedett a ROS szint, viszont 24 6ra elteltével nem volt valtozas a ROS
mennyiségében (Wan et al., 2019). Ugyanilyen eredményt kaptak Bensassi és munkatarsai
(2009), akik HT-29 sejteket kezeltek 24 6raig 2,5-15 uM koncentraciéju DON-nal és a DCF
szint nem valtozott meg. A HT-29 sejtekkel ellentétben, a HIEC-6 sejtekkel kapott
intracellularis ROS mennyiségét. Ez 6sszhangban van a szintén nem-daganatos eredeti
IPEC-J2 kisérletek adataival, miszerint 6,7 yM DON megemelte az intracellularis ROS
szintet, DCFH-DA modszerrel vizsgalva, 24 o6ra kezelés utan (Kang et al., 2019).
A kisérleteink alapjan az 5 nM T-2 toxin kezelés szignifikdnsan megemelte az extracellularis
1 yM DON és 5 nM T-2 toxin jelentés mértékben jarult hozza az oxidativ stressz
kialakulasahoz.

Eckmann és munkatarsai (1993) tobb daganatos eredetli sejtvonalon végeztek
kisérletet és kimutattak, hogy az altaluk vizsgalt sejtvonalak (Caco-2, HT-29, SW620, T84)
mindegyike szekretal IL-8-at és mas citokineket (pl.: IL-12, TGF-B1) is. Emellett mind a

Caco-2, mind a HT-29 sejtvonal vizsgalata soran mértek detektalhato IL-6 szintet is (Vitkus
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et al., 1998; Li et al., 2009). Az altalunk alkalmazott HIEC-6 sejtvonal esetében is detektaltak
IL-6 és IL-8 citokin termelést (Schwartz et al., 2005). HIEC-6 sejtek esetében azt talaltuk,
hogy a DON 1 uM koncentracidban is képes szignifikdns mértékben megndvelni az IL-6 és
hatasarol kevés adat all rendelkezésre a szakirodalomban. Kruber és munkatarsai (2011)
Caco-2 sejteken vizsgaltak a T-2 toxin hatasat 4,29-275 nM koncentracié tartomanyban 20
oras inkubacios id6 utan. Azt talaltak, hogy az IL-8 szintje megnétt, mely eredmény hasonlé
a sajat kovetkeztetéseinkhez, miszerint 5 nM T-2 toxin szignifikdns mértékben megemelte az
alkalmazott mikotoxin kezelések hatasara az IL-6 és az IL-8 szintje szignifikdnsan
megemelkedett, igy igazolhaté a DON és a T-2 toxin kombinaciéjanak gyulladaskelté hatasa
HIEC-6 sejteknél is.

Van De Walle és munkatarsai (2010) szerint a Caco-2 sejteknél nétt a sejtek kozotti
permeabilitds a klaudin-4 alultermel6dése miatt koncentraciéfiggd modon. Vizsgalatukban a
DON-t 0,17-17 pyM koncentracié tartomanyban alkalmaztak. A vizsgalati eredményeiket
megerésitette Pinton és munkatarsainak (2009) kutatasi munkaja, miszerint a Caco-2 sejtek
esetében a DON hatasara csdokkent a klaudin-3 és klaudin-4 expresszidja. Ezek az
eredmények megegyeznek a kisérletiinkben tapasztaltakkal, mar 1 yM DON is jelentés
mértékben csokkentette a klaudin-1 expressziéjat HIEC-6 sejtekben. Az 5 nM T-2 toxin is
mennyisége nem valtozott. Az immunfluoreszcens festést kdvetéen lathatova valt két TJ
fehérje eloszlasa a HIEC-6 sejtek sejtmembranjaban, mely bizonyitotta, hogy 24 6ra kezelést
koévetden az 6nmagaban és a kombinacidban adott mikotoxin kezelések hatassal voltak az
expresszios mintazatokra. A mennyiségi meghatarozas eredmeényei is azt mutatjak, hogy a
klaudin-1 koncentracidja erételjesen csokkent, mig az okkludin koncentraciéja nem valtozott

szignifikdns mértékben egyik kezelés hatasara sem.
7.2. A két fuzariotoxin IPEC-J2 sejtekre gyakorolt hatasanak feltérképezése

Goossens és munkatarsai (2012) meghataroztdak 72 6ras DON és T-2 toxin
inkubaciot kdvetden az IPEC-J2 sejteknél az él6, apoptotikus és nekrotizal6é sejtek aranyat
aramlasos citometriai modszerrel. Eredményeik alapjan a DON és a T-2 toxin ICsy értéke
23,52 uyM és 20,4 nM volt. Springler és munkatarsai (2016) NR festéssel és LDH teszt
segitségével allapitottak meg, hogy a DON milyen hatassal van az IPEC-J2 sejtekre. Azt
talaltak NR festéssel, hogy a DON szignifikdnsan csdkkentette a sejtéletképességet 24 6ra
alatt, 50 uM koncentracioban alkalmazva, mig az LDH teszt 48 6ra DON inkubaciét kdvetéen
33% csokkenést mutatott az IPEC-J2 sejtek életképességében. Vandenbroucke és
munkatarsai (2011) leirtak, hogy IPEC-J2 sejtek esetén a sejtpusztulas szignifikans volt 24

72



oras DON hozzaadas utan 0,8425-33,7 uM koncentraciok kozott. A sajat eredményeink azt
mutattak, hogy az IPEC-J2 sejteknél a DON mar 8 pM koncentracioban és magasabb
koncentracidoban sejthalalt okozott. A T-2 toxin toxicitasat vizsgalva Verbrugghe és
munkatarsai (2012) megallapitottak, hogy a T-2 toxin ICs, értékei az IPEC-J2 sejtek
esetében 0,0121-0,395 pM voltak. Az eredményeink 6sszhangban vannak Verbrugghe és
munkatarsai (2012) altal leirtakkal, az IPEC-J2 sejteknél 20 nM, illetve az annal magasabb
koncentraciokban valt citotoxikussa a T-2 toxin.

A legtobb tanulmany a kuléon hozzaadott mikotoxin kezelésekre 0Osszpontosit,
azonban ismert, hogy a mikotoxinok egylttesen fordulnak el a takarmanyban és
feltételezhetéen hatassal vannak egymasra (Smith et al., 2016, Alassane-Kpembi et al.,
2017, Weaver et al., 2020, Xu et al., 2020). Eddig csak néhany in vitro kisérletben vizsgaltak
a DON és a T-2 toxin egyittes hatasat. Lei és munkatarsai (2017) megallapitottak, hogy a
DON-nal (2,696 uM) és a T-2 toxinnal (21,4 nM) végzett egylittes kezelés fokozta az oxidativ
stresszt, igy apoptdzist indukalt a kondrocitakban és a hepatocitakban. Ruiz és munkatarsai
(2011a, 2011b) megvizsgaltak a DON és a T-2 toxin kombinacié hatasat az immortalizalt
horcstg petefészek sejtekre (CHO-K1) és az emlés vese hamsejtjeire (Vero) és azt
tapasztaltak, hogy 24, 48 és 72 Oras kezelés utan antagonista modon hatottak. Ezzel
szemben Ficheux és munkatarsai (2012) arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy a kombinacio
toxicitasa nagyobb volt, mint az egyes mikotoxinok egyéni toxicitasa, 14 napig tarté kezelés
utan, fehérvérsejt progenitor sejteken, koldniaképz6é granulocita / monocita egységen
(CFU-GM). Szintén additiv hatast allapitottak meg a trombocita-aggregacié gatlasara
valészinlileg hasonlé biokémiai mechanizmusok révén, amikor a sertés trombocita-
szuszpenzidokat ennek a mikotoxin-kombinaciénak tették ki (Gentry et al.,, 1988). A DT2
(1 yM DON + 5 nM T-2) esetén 72 dras expozicid utan sem befolyasolta a sejtek
életképességét szignifikans mértékben. Osszehasonlitva a DON, a T-2 toxin és a DT2 utani
TEER értékeket megallapithatjuk, hogy a kezelési csoportok kdozott mind 48, mind 72 6ra
utan szignifikans a kilénbség.

Pinton és munkatarsai (2009) 24 6ras 5 yM DON kezelés utan a TEER értékek
dozisfiuggd csoOkkenését figyeltétk meg az IPEC-1 sejtekben. A TEER értékek jelentés
kezelést adtak hozzajuk bazolateralisan (Diesing et al., 2011). Springler és munkatarsai
(2016) arrél szamoltak be, hogy IPEC-J2 sejteknél a DON hatasara szignifikansan
alacsonyabb TEER értékek meérhet6k 5-20 pM koncentraciok kozott, 24 ora elteltével.
A sajat eredményeink alapjan az IPEC-J2 sejteknél a DON 1-8 yM koncentraciéban
szignifikdns TEER csOkkenést okozott 24, 48 és 72 o6rat kovetben is. Ezek alapjan

kijelenthetjuk, hogy a szakirodalmi adatokkal ellentétben a mi kisérletiinkben felhasznalt
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integritdsa. Goossens és munkatarsai (2012) megallapitottak, hogy a T-2 toxin, 21,4 és 214
nM koncentracié kozott, 72 oras inkubacid utdn csokkentette az IPEC-J2 sejtréteg
integritasat. A T-2 toxint 1,6-10,5 nM koncentracié tartomanyban adva, 24 éras inkubacio
utan, a TEER értékekben tortént valtozas nélkil gyengllt meg annyira a bélham, hogy a
Salmonella typhymurium transzepitelidlisan athaladt az IPEC-J2 sejtrétegen keresztil
(Verbrugghe et al.,, 2012). Ezekkel az eredményekkel 6sszhangban vannak a sajat
eredményeink is, ugyanis 5 nM T-2 toxin nem okozott a TEER értékekben valtozast 48 és 72
oras kezelést kovetéen sem. A DT2 esetében a TEER érték szignifinansan alacsonyabb,
mint a DON vagy a T-2 toxinnal kapott értékek.

Kang és munkatarsai (2019) beszamoltak arrél, hogy DCFH-DA mddszerrel vizsgalva
a DON 6,7 yM koncentracidoban 24 6ras mikotoxin-expozicié utan jelentésen megemelte az
intracellularis ROS-szintet az IPEC-J2 sejtekben. Kisérleteinkben az oxidativ stresszt az
extracellularis H,O, koncentracio- és az intracellularis ROS mennyiségi valtozasaval mértik
IPEC-J2 sejtekben. Az 1 yM DON mar szamottevéen megemelte az extracellularis H,O,
koncentraciot és az intracellularis ROS mennyiségét is 24, 48 és 72 6ras kezelést kdvetben.
5 nM T-2 toxin koncentracio, 48 6ra inkubaciét kdvetéen nem okozott szignifikans H,O,
koncentracioemelkedést, azonban az oxidativ stressz mértéke 72 o6rat kdvetéen mar
jelentdsen magasabb volt a kontroll értékekhez képest.

Wan és munkatarsai (2013) arrél szamoltak be, hogy a 0,5-2 yM DON hozzaadasa
48 oran keresztll az IL-6 és az IL-8 relativ mennyiségének névekedését okozta az IPEC-J2
sejtekben. A T-2 toxin hatasat a bélhamsejtek citokin szintjére még nem vizsgaltak széles
korben. Caco-2 sejteknél a 4,29-275 nM koncentraciétartomanyban alkalmazott 20 éras T-2
toxin expozici6 utan megemelte az IL-8 fehérje szintjét (Kruber et al., 2011).
A szakirodalomban nem taldltam adatot a DT2 interleukin koncentracié valtozasara
vonatkozé hatasarél. Eredményeink alapjan a DON és a T-2 toxin egylttes alkalmazasakor
(1 yM DON + 5 nM T-2) mind 48, mind 72 éra utan szignifikansan megemelkedett az IL-6 és
IL-8 koncentracidja a sejtmentes fellluszoban, igy eredményeink alatamasztjak Wan és
munkatarsai (2013) eredményeit.

Springler és munkatarsai (2016) arrél szamoltak be, hogy a DON nem befolyasolta az
okkludin és a klaudin-4 szintjét, ha 20 uM koncentracidoban és 72 oran keresztll kezelték az
IPEC-J2 sejteket, de jelentésen csOkkentette a klaudin-1 és a klaudin-3 szintjét. Ez a
medgfigyelés ellentétben all Gu és munkatarsai (2016) altal leirtaktdl, mivel 6k arrdl szamoltak
be, hogy a DON alacsonyabb koncentraciéja (6,74 uM) 48 6éras kezelést kovetben
csOkkentheti az okkludin expressziéjat. Az eredményeink hasonldéak voltak Springler és
munkatarsai (2016) altal megallapitottakhoz, hiszen immunfluoreszcens eredményeink
alapjan a 72 éran at alkalmazott DT2 (1 yM DON + 5 nM T-2) nem valtoztatta meg az

okkludin lokalizacios mintazatat. Kiserleti eredményeink szerint a DT2 azonban hatassal volt
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szakirodalom szerint. Feltételezhet6, hogy a DT2 kezelés altal kivaltott TEER csokkenés

legalabb részben korrelalhat a klaudin-1 megvaltozott mennyiségével.
7.3. A nodvényi polifenol vegyiiletek alkalmazhatésaga

A koézelmultban végzett in vivo vizsgalatok kimutattak, hogy egyes flavonoidok a
sertések takarmanyaban csotkkenthetik az oxidativ stresszt, a gyulladast és ez altal javithatja
a sertések altalanos jollétét (Liao et al.,, 2020, Zha et al., 2020a, 2020b). Novendék
sertésekkel (Park et al.,, 2020) végzett vizsgalatokban leirtdk, hogy a kvercetint aglikon
formajaban adva hatékonyan felszivodott és képes volt az Escherichia coli lipopoliszacharid
karosité hatasat kivédeni. A rozmaringsav a f6 fenolos komponens tébb, a Lamiaceae
csaladba tartoz6 aromas névényben, tdbbek koz6tt az orvosi zsalydban (Salvia officinalis L.)
is. Szarnyasoknak adhatjak esszencialis olaj (Placha et al., 2015) vagy por formaban
(Galamatis et al., 2021) is. Megallapithatd, hogy még nem all rendelkezésre elég adat arra
vonatkozdéan, hogy milyen mennyiségben, milyen id6tavon, mely élelmiszertermeld
haszonallat esetén alkalmazhatdak a fenolos vegylletek takarmanykiegészitéként. Azonban
in vitro kisérletek alapjan lathatd, hogy a polifenolos vegylletek jotékony hatassal birhatnak
a mikotoxinok altal kivaltott negativ hatasok megelézésében az antioxidans hatasuk miatt.
A kvercetinnel kapcsolatban leirtak, hogy fokozta a nyul petefészeksejt-proliferaciojat és

csOkkentette a T-2 toxin altal okozott apoptozist (Lesniak-Walentyn et al., 2013).

7.3.1. A kvercetin elokezelés és egyiittkezelés védé hatasanak meghatarozasa

DON altal indukalt oxidativ stresszel szemben

Chen és munkatarsai (2018) szerint a kvercetin megvédi az IPEC-J2 sejteket az
oxidativ karosodas altal kozvetitett apoptézistdl. Tanulmanyukban a mechanizmus a

mitokondrialis apoptdzis utjanak gatlasahoz és a lipidperoxidaciéhoz kapcsolodik. Ezek az

életképességét, addig a 33 pM kvercetin koncentraciok jelentés sejtpusztulast okozott az
IPEC-J2 sejtekben MTT vizsgalattal mérve. Ezzel 6sszhangban azt talaltuk, hogy a kvercetin
IPEC-J2 sejtekben citotoxikus 75 uM vagy annal magasabb koncentracioban 24 6éras
inkubacios id6ét alkalmazva. Vergauwen és munkatarsai (2016) arrél szamoltak be, hogy az
sejtpusztulast mutattak NR festési eljarast alkalmazva.

IPEC-J2 sejteken korabban Vergauwen és munkatarsai (2016) bizonyitottak, hogy

25-200 pM kvercetin elbkezelés 18 oran at er6sitheti a sejtréteg integritasat. Eredményeink
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0sszhangban vannak a fenti megallapitasokkal, mivel 20 uyM kvercetinnel 24 éraig inkubalt
IPEC-J2 sejtek TEER értékei szignifikdnsan magasabbak voltak a kontroll kezeléshez
viszonyitva. A 20 uM kvercetin el6kezelés nem volt alkalmas arra, hogy megakadalyozza
1 uM DON TEER csékkentd hatasat. Az 1 6raig egyitt adott kvercetin és DON szintén nem
bizonyult alkalmasnak, hogy mérsékelja a TEER valtozasat. Az 1 6ran at adott, 1 yM DON
hatasat 6sszehasonlithatjuk aszerint is, hogy 24 6ra 20 uM kvercetin elékezelést vagy 24
oran at tartd kontroll kezelést kaptak az IPEC-J2 sejtek elbtte. Azt az eredményt kaptuk,
hogy szignifikdns kuldnbség van a két csoport kdzott, vagyis a 20 uM kvercetin elékezelés
segitett a DON altal kivaltott bélham integritasanak sérilésének helyreallitasaban.
Vergauwen és munkatarsai (2016) DCFH-DA kisérleteket végeztek IPEC-J2 sejteken
kdlénb6z6 koncentracidju kvercetin felhasznalasaval és megallapitottak, hogy a kvercetin
csokkentheti az intracellularis ROS mennyiségét. A DCFH-DA vizsgalat segitségével Chen
és munkatarsai (2018) kimutattak, hogy az IPEC-J2 sejtek ROS tartalmat csdkkentette a
kvercetin 16,5 uM koncentracidban. Kisérleteink soran azt talaltuk, hogy az extracellularis
H,0O, termelés jelentésen megnétt a 25 éras, 1 UM DON kezelés utan. Az elbkezelés 20 uM
kvercetinnel, majd 1 yM DON-nak valé kitettség 1 6ran at nem mutatott szignifikans
valtozasokat a H,O, termelésben a kontroll értékekhez képest. Az egylttkezelés 20 yM
kvercetinnel és 1 uyM DON-nal 1 éran at jelentésen ndvelte az extracellularis H,O,
koncentraciot, alatamasztva azt, hogy a 24 éras el6kezelés megakadalyozhatja a DON altal
indukalt extracellularis H,O, termelést, mig a 20 uyM kvercetinnel végzett 1 Odras
egylttkezelés nem volt képes gatolni a DON altal indukalt H,O, tidltermelés hatasat.
Vizsgalatunkban 25 orat koévetéen az 1 uM DON szignifikansan novelte az intracellularis
mutattak kilonbséget a kontroll sejtek ROS szintjehez képest. A 20 pM kvercetinnel
elékezelt, majd DON-nak kitett sejtek jelentésen magasabb intracellularis ROS névekedést

mutattak a kontroll sejtek értékeivel 6sszehasonlitva.

7.3.2. Arozmaringsav elékezelés eredményei a mikotoxinokkal kezelt IPEC-J2

sejteken

Vergauwen és munkatarsai (2016) vizsgaltak az IPEC-J2 sejtek életképességét 12,5;
25; 50; 100; 200 és 400 pyM rozmaringsavval torténé 18 dras inkubalast kdvetéen.
Eredményeik alapjan 24 o6ra alatt mindegyik koncentracié ndvelte, mig a nagy
sejtek életképességét. A sajat kisérleteink alatamasztjak, hogy a magas koncentracioju
rozmaringsav mar karosan befolyasolja az életképességet. Az IPEC-J2 sejteknél 48 és 72
ora inkubalast kévetéen 500 uM rozmaringsav koncentracié esetében és a folott volt jelentds

sejtéletképesség csokkenés.
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Tovabbi vizsgalataikban, Vergauwen és munkatarsai (2016) arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy 18 oran keresztll el6kezelve az IPEC-J2 sejteket 200, 400 és 600 puM
rozmaringsavval megerésitheti a sejtréteg integritasat, 1 éras H,O, kezelést kdvetben. Sajat
vizsgalatomban, mig a DT2 kezelés szignifikansan csOkkentette a TEER értékeket, addig a
24 ¢6ras 50 puM rozmaringsav elbkezelést kdvetéen, majd DT2-vel inkubalt sejtek TEER
értékei magasabbak voltak a DT2 kezeléshez viszonyitva. A rozmaringsav el6kezelés
hatékonynak bizonyult az 1 yM DON + 5 nM T-2 keverékének a TEER csokkentd hatasat
kivédeni, mivel szignifikans az eltérés a két csoport TEER értékeiben.

12 oras elbkezelés, 10-30 yM rozmaringsav oldattal képes csdkkenteni az oxidativ
stressz karosité hatasait a normal human dermalis fibroblaszt sejtben ugy, hogy
megakadalyozza 10 perc 600 pM H,O, kezelés indukalta ROS termel6dést és gyulladast
(Hahn et al., 2017). Kisérleteinkben bizonyitottuk, hogy 24 6ras, 50 yM rozmaringsav
elbkezelés képes csOkkenteni a DT2 altal indukalt extracelluldris H,O, koncentracio
novekedést IPEC-J2 sejteknél. A rozmaringsavval el6kezelt, majd 48 és 72 éran keresztl
DT2-vel inkubalt sejteknél nem talaltunk szignifikans eltérést a kontroll csoporthoz képest.
Osszehasonlitva a csak DT2 kezelést kapott sejtek H,O, termelésével, szignifikdnsan
alacsonyabb koncentracio mérhetd a korabban rozmaringsav kiegészitést is kapott sejteknél,
vagyis az 50 yM rozmaringsav 72 oraval az inkubalast kovetéen is hatassal volt a sejt
oxidacios allapotara.

Kevés adat talalhaté a szakirodalomban a rozmaringsav gyulladascsokkentd
hatasarol in vitro koérilmények koézott. Kim és munkatarsai (2013) azt talaltak, hogy 1 éras 50
és 100 uM koncentraciéban adott rozmaringsav képes a 4 6ran keresztiul adott 10 uM
kadmium sé (CdCl,) altal indukalt IL-6 és IL-1B citokin termelést gatolni egy egét hallosejt
sejtvonalon (HEI-OC1). Az IPEC-J2 sejtekkel végzett kisérletiinkben a DT2 kezelés jelentés
rozmaringsav el6kezelést, majd DT2 kezelést kapott sejtek esetében szignifikansan
alacsonyabb volt mindkét citokin koncentraciodja, vagyis a rozmaringsav el6kezelés
csOkkentette a citokinek szintjének emelkedését 48 és 72 oraval az inkubacio utan.

A kontroll kezelést kapott IPEC-J2 sejtek okkludin és klaudin-1 eloszlasa
homogénnek mutatkozott, az immunfluoreszcens festés hatasara lathatova valtak a
sejthatarok. Qiang (2011) bizonyitotta, hogy az 50 yM rozmaringsav fokozta a ZO-1, ZO-2, a
klaudin-1 és az okkludin mRNS-expresszidjat Caco-2 sejtekben. Az eredményeink
korrelalnak Qiang (2011) eredményeivel, ugyanis a rozmaringsavat 24 6ran keresztil 50 yM
koncentracioban adva az IPEC-J2 sejtekhez elGsegitheti a klaudin-1 membranban valo

jelenlétét 48 és 72 6ra DT2-vel torténd inkubaciot kovetden.
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7.3.3. A fermentalt buzacsira kivonattal torténé kezelés hatasa 6nmagaban és

mikotoxinokkal kombinaciéban IPEC-J2 sejteken

A fermentalt buzacsira kivonat szamos elényés tulajdonsaggal rendelkezik, amelyek
miatt ez a tdbb hatéanyagot tartalmazé kivonat hasznos lehet a két leggyakoribb mikotoxin
altal okozott oxidativ stressz ellen. Vizsgalatainkban mind az 1%, mind a 2% fermentalt
buzacsira kivonat ndvelte a sejtek életképességét, a kontroll sejtekhez képest.
A szakirodalomban az fermentalt buzacsira kivonatot tébbnyire tumoros sejtvonalakon
vizsgaltak, ahol a fermentalt buzacsira kivonat tébb esetben apoptdzist és sejthalalt indukalt
(Zhurakivska et al., 2018). Sajat, IPEC-J2 sejtekkel végzett kutatdasomban az 1% vagy 2%
fermentalt buzacsira kivonat nem tudta mérsékelni a sejthalal mértékét, amikor 8 yM DON-t
adtunk a sejtekhez. Ezzel szemben 1% és 2% fermentalt buzacsira kivonat fokozta a T-2
toxinnal egyidejlleg kezelt IPEC-J2 sejtek tulélését a csak 5 nM T-2 toxinnal kezelt sejtekhez
képest.

Nem talaltunk szakirodalmi adatot arra nézve, hogy korabban vizsgaltak a fermentalt
bluzacsira kivonat TEER értékekre gyakorolt hatdsat. Eredményeink alapjan az IPEC-J2
sejteknél a 8 uyM DON és az 5 nM T-2 toxin szignifikdnsan csokkentette a TEER értékeket a
24 oras inkubacié alatt és a regeneracios kezelés utan is, mig az 1% és 2% fermentalt
bluzacsira kivonat énmagaban adva a sejtekhez jelentésen ndvelte a TEER-t a kontroll
értékekhez viszonyitva. Adataink alapjan az 1% fermentalt buzacsira kivonat mikotoxinokkal
kombinaciéban adva nem emelte meg az IPEC-J2 sejtek TEER értékeit. Ezzel szemben a
2% fermentalt buzacsira kivonat, mely 5 nM T-2 toxinnal lett egyutt adva, segitett a bélbarrier
integritas fenntartasaban.

Kisérleti adataink szerint az IPEC-J2 sejtekben mind a 8 yM DON, mind az 5 nM T-2
toxin jelentésen noévelte az intracellularis ROS-szintet a 24 6ras kezelés és a 24 oras
regeneralas utan. Ezt erdsiti meg Kang és munkatarsai (2019) tanulmanya, miszerint 6,7 uM
DON IPEC-J2 sejtekben szignifikansan megemelte az intracellularis ROS-szintet 24 6ras
mikotoxin-expozicié utan. A 2% fermentalt buzacsira kivonat csokkentette a ROS-t 24 6ras
kezelés utan, mind DON-nal, mind T-2 toxinnal egyutt kezelve. Ezek az eredmények
Osszhangban allnak Karancsi és munkatarsai (2020) megallapitasaival, akik elészor
tisztaztak a fermentalt buzacsira kivonat jotékony hatasat az LPS altal kivaltott oxidativ
karosodas esetén. A fermentalt buzacsira kivonat csdkkentheti az intracellularis ROS-szintet
az LPS beadasa utan és véd6hatast fejt ki az LPS-kezelésnek kitett IPEC-J2 sejtréteg
integritasara. Vizsgalatuk azt is kimutatta, hogy a fermentalt buzacsira kivonat kulénb6zd
koncentraciokban (1%, 2% és 4%) nem befolyasolta a sejthalal mértékét; ezen kivul a 2%
fermentalt buzacsira kivonat jelentsen javitotta a sejtek életképességét 24 oras kezelés

utédn. Ezek az eredmények latszdlag ellentétben allnak Otto és munkatarsai (2016) azon
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adatainak, melyek szerint 24 yM DMBQ gatolja a sejtciklus el6rehaladasat; apoptdzist
indukal és ndveli az intracellularis DCF fluoreszcenciat 24 o6ras kezelés utan kilenc human
rakos sejtvonalban. Az ellentmondast Hidvégi és munkatarsai (1999) munkaja
magyarazhatja meg azzal, hogy tisztaztak, a fermentalt buzacsira kivonat hatasai nem
kizarélag a benzokinonoknak tulajdonithaték. Tovabbi kildnbség, hogy az altalunk is
hasznalt IPEC-J2 egy nem tumoros eredetl sejtvonal. Egyidejl 24 6ras kezelés esetén mind
az 1%, mind a 2% fermentalt buzacsira kivonat szignifikansan csokkentette a DON és T-2
toxin &ltal kivaltott ROS szintiének emelkedését. Erdemes megemliteni, hogy a 2%
fermentalt buzacsira kivonat kezelésnél az extracellularis H,O; szignifikansan csdkkent a 24
oras kezelés soran, azonban az IPEC-J2 sejtek tdbb H,O,-t termeltek a regeneraciés
id6szak végén, dsszehasonlitva azokkal a sejtekkel, amelyek korabban DON vagy T-2 toxin
expozicidnak voltak kitéve 24 6ran keresztiil. A fermentalt buzacsira kivonat jotékony hatast
gyakorolt az IPEC-J2 sejtek életképességére. Ebben a munkaban bizonyitast nyert, hogy a
magas koncentracioban alkalmazott DON és a T-2 toxin altal kivaltott oxidativ stresszt képes
a fermentalt buzacsira kivonat csdkkenteni, viszont tovabbi kisérletekre van sziikség a
hatasmechanizmus pontos meghatarozasahoz.

A szakirodalmi adatokkal 6sszhangban bizonyitottuk, hogy énmagukban alkalmazva
a kvercetin, rozmaringsav és fermentalt buzacsira kivonat jétékony hatast gyakorol a sertés
vékonybélham sejtekre. Azonban fontos megjegyezni, hogy ezekben a kisérletekben a
vegylletek természetes modon megjelend koncentracidinak tdbbszorosét alkalmaztuk
aglikon formaban. A noévényekben talalhaté polifenol mintazat feltételezi, hogy a
komponensek egymas hatasat és hasznosulasat befolyasolhatjak. Ezért az altalunk végzett
kisérletekben, a vizsgalt mikotoxinok és véddé hatasu anyagok koncentraciéit minden esetben
az IPEC-J2 és a HIEC-6 sejtek életképességére gyakorolt hatasuk alapjan valasztottuk meg.
A jov6ben olyan kisérletekkel lehet jobban megismerni a hatdsmechanizmusokat és a valodi
bioldgiai hasznosulast, amelyek soran tébb polifenol vegylletet tesztelésére keril sor aglikon
és glikozilalt formaban is, in vitro majd in vivo kisérletekben. Az igy kapott eredmények
segithetik a természetes eredetii takarmany kiegésziték fejlesztését.

A sertéseknél hasznalt nem szteroid gyulladascsdkkenté (NSAID), a meloxicam egy
preferencialis COX-2-inhibitor, melynek potencidlis mellékhatasai vannak a gyomor-bél
traktusra és befolyasolja a sertés novekedése szempontjabdl relevans folyamatokat
(Gorissen et al.,, 2017). Gyogyndveényekbdl szarmazd kivonatok enyhe gyulladas esetén
alkalmasak lehetnek kivaltani az NSAID gyoégyszerek hasznalatat. Scheckel és munkatérsai
(2008) HT-29 sejteken kapott eredménye szerint a rozmaringsav hatékony megel6z6 szer
lehet a COX-2 aktivacio ellen daganatos sejtekben, ahogy a kvercetin is képes egy
epitelialis, human mellrak, MDA-MB-231 sejtvonalon gatolni a COX-2 expresszidjat (Xiao et

al., 2011). Ahogy Déciga-Campos és munkatarsai (2021) patkanyokon formalin- és
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karragén-teszttel vizsgaltak, hogy a szegflszeg (Syzygium aromaticum L.) olaja és a
rozmaring (Rosmarinus officinalis L.) etanolos kivonata 1:1 aranyu kombinacioban fokozza-e

antinociceptiv és gyulladascsdkkenté hatasukat.

8. Kovetkeztetés

A Fusarium gombafajok megfertézhetik a gabonaféléket a betakaritas el6tt, melyek
kedvezétlen kornyezeti feltételek kozott mikotoxinokat termelhetnek a gazdandvényen.
A tobbféle kémiai szerkezettel rendelkezd mikotoxinok szamos negativ hatast
gyakorolhatnak a mikotoxinokkal szennyezett névényt fogyaszté szervezetre. A trichotecén-
vazas mikotoxinok kozé tartozO6 DON és T-2 toxin a gasztrointesztinalis traktusban
okozhatnak szdvet- és sejtszintli valtozasokat. Szakirodalmi forrasok alatamasztjak, hogy a
mikotoxinokat sem fizikai, sem kémiai médszerekkel nem lehet teljes mértékben azokat a
fogyasztasra szant gabonaszemekbdl eltavolitani, ezért egyedili védekezési lehetéség a
bevitt mennyiség csdkkentése. Napjainkban azonban elétérbe kerlltek a ndvényi eredeti
taplalék- és takarmanykiegésziték, melyek hozzajarulhatnak a béltraktus normal funkcidinak
meglrzéséhez és j6tékony hatasaikkal segithetik a bél regeneralddasat. A flavonoid és
egyéb, tobbségikben aromas gylrivel rendelkez6 vegylletek antioxidans és
gyulladascsokkenté tulajdonsagokkal rendelkezhetnek az in vivo és in vitro kutatasi
eredmények szerint.

Kisérleteinkben bélhamsejteken vizsgaltuk a mikotoxinok sejtéletképességre, oxidativ
stresszre, gyulladasos folyamatok mértékére és a TJ-ra gyakorolt karositd hatasait.
A HIEC-6 sejtek esetében el6szor végeztik el a DON, a T-2 toxin és a DT2 hatasanak
nyomon kovetését. Alacsony koncentracioju fuzariotoxin kezelés hatasara megemelkedett az
oxidativ stressz és nétt a gyulladasos citokinek koncentracidja, a sejtkapcsold strukturak
fehérjéi koziul a klaudin-1 mennyisége pedig csokkent. Az IPEC-J2 sejteken el8szor
alkalmaztuk egyitt a DON-t és a T-2 toxint, hogy megallapithassuk, hogy milyen hatas
varhatdé, ha a bélhamsejtek egy idében Ilépnek kapcsolatba a két mikotoxinnal.
Az eredményeink alapjan, a kombinaciés kezelésnél szignifikansan alacsonyabb volt a
TEER a kilén- kuldén alkalmazott mikotoxinok sejtrétegintegritas csokkentéséhez képest.
Ezzel szemben nem talaltunk szignifikansan magasabb értékeket DT2 kezelést kdvetéen az
extracellularis H,O, koncentracio valtozasaban a vizsgalt csoportok k6zott. A mikotoxinokkal
torténd inkubalast kdvetéen csokkent a klaudin-1 fehérjék sejtmembranbeli detektalhatésaga
is. Bizonyitottuk mindkét sejtvonalnal, hogy a DON és a T-2 toxin esetében a legmagasabb
nem-citotoxikus koncentraciok is modositjak a sejtek oxidativ allapotat, gyulladast
indukalhatnak és negativan befolyasoljak a sejtréteg integritas er6sségét.

A polifenolok kézé tartozé vegylletek kozil tdbb esetében igazolast nyert in vitro

kisérletekben, hogy azok hatékonyan csokkentik az oxidativ stressz mértékét, a gyulladast
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és jotékonyan hatnak a bélhamsejtek kdzotti kapcsolatok fenntartasara. A munkaban azt
vizsgaltuk, hogy bizonyos névényi eredetl vegyuletek (a kvercetin és a rozmaringsav) és az
fermentalt buzacsira kivonat képesek-e a vizsgalt mikotoxinok altal eléidézett valtozasokat
mérsékelni. A polifenol vegyuletek kézé tartozé kvercetinnel és rozmaringsavval végzett 24
oraig tartdé elékezelések minden esetben novelték az IPEC-J2 sejtek kdzott az integritast.
A mikotoxinok altal kivaltott oxidativ stresszt részben vagy teljesen sikertlt csdékkentenitk a
sejtmodell tipusatél fliggéen. Bizonyitottuk tovabba azt is, hogy a rozmaringsav képes volt a
DT2 klaudin-1 csékkentd hatasat ellensulyozni. Vizsgalataink soran el6szér hataroztuk meg
a fermentalt buzacsira kivonat hatasat a TEER értékekre. A mérési eredményeink szerint a
ndveényi kivonattal torténd kezelés hatasara nétt az IPEC-J2 sejtréteg integritds 24 orat
koévetden. Eredményeink szerint a 2% fermentalt buzacsira kivonattal térténd egylttkezelés
képes volt csokkenteni a T-2 toxin altal kivaltott oxidativ stresszt. A kisérleti elrendezésben
vizsgaltuk 24 ¢éras utankovetéssel (regeneracid) az egyuttkezelések hosszutavu hatasat.
A regeneracié utani mintavételbdl kiderllt, hogy az intracellularis ROS-ok mennyisége
megemelkedett a mikotoxinokkal kombinacidban adott fermentalt buzacsira kivonat
kezeléseket kapott sejteknél, viszont a T-2 toxin hatdsat mérsékelte a 2% fermentalt
buzacsira kivonat.

Kutatasunk soran human HIEC-6 és sertés eredetli IPEC-J2 sejtvonalon
tanulmanyoztuk mikotoxinok és véd®é hatasu bioaktiv anyagok hatasat. Osszefoglalasként
megallapithatd, hogy a nem daganatos human és sertés bélhamsejtek alkalmasak a
Fusarium toxinok altal el6idézett bélbarrier karosodas modellezésére. Kisérleti munkankban
novényi vegyluleteket (kvercetint és rozmaringsavat) és a fermentalt buzacsira kivonatot
teszteltiink, és bizonyitast nyert, hogy ezek az anyagok részt vettek a karosodott
bélhamsejtréteg integritasanak helyredllitasaban és az alkalmazott xenobiotikumok altal
okozott oxidativ stressz mérséklésében. Kisérleti adataink szerint a penészgomba fajokkal
fert6zott gabonaféléken egyuttesen el6forduld mikotoxinok kézil a DON és a T-2 toxin
kombinacidjanak alkalmazasakor egyes gyulladasos citokinek (IL-6 és IL-8) szintje
megemelkedett, és a sejtréteg ellenallasa jelentés mértékben csokkent, amely karos
elvaltozasokat a rozmaringsavval valé el6kezelés hatékonyan allitotta helyre IPEC-J2
sejtekben. Az Uj in vitro eredmények megalapozhatjadk tobb antioxidans és
gyulladascsokkentd hatasu természetes vegyllet étrend- és takarmanykiegésztbként valo

késbbbi gyakorlati alkalmazasat.

9. Uj tudomanyos eredmények

A kisérleti munkamban a trichotecén-vazas mikotoxinok kozil a DON és a T-2 toxin

bélham karositd hatasat vizsgaltam két, nem-daganatos eredetlii bélham sejtvonalon, a
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human HIEC-6 és a sertés IPEC-J2 sejteken. A két fuzariotoxint vagy énmagukban, vagy

védd hatasu anyagokkal kombinaciéban adtam a sejtekhez.

1)

2)

HIEC-6 sejteken el6sz0r vizsgaltam meg a mikotoxinok hatasat. Meghatarozasra
kertlt a DON (=25 yM), a T-2 toxin (=10 nM) és a DT2 (5 yM DON + 10 nM T-2)
citotoxikus koncentraciéja 24 ora inkubaciot kovetben. A vizsgélatban
alkalmazott, 1 yM DON, 5 nM T-2 toxin és a DT2: 1 yM DON + 5 nM T-2
kezelések szignifikdnsan megemelték az oxidativ stressz mértékét, a vizsgalt
gyulladasos citokinek koncentraciéjat és jelentés mértékben csokkentették a
Ezzel a HIEC-6 sejteken végzett kisérleti elrendezéssel igazoltam, hogy a
nem-daganatos eredetli, human bélhamsejtekre negativ hatassal vannak a

vizsgalt fuzariotoxinok.

IPEC-J2 sejteken végzett vizsgalatokban az 1 yM DON és 5 nM T-2 toxin (DT2)
kombinacidja szamottevéen befolyasolta a sejtéletképességet, szignifikansan
megemelte az oxidativ stressz mértékét és a gyulladasos citokinek
lokalizaciés mintazata a kezelést koévetben jelentésen csokkent a
sejtmembranban, mig az okkludin membranbeli elhelyezkedése nem valtozott a
DT2 kezelés hatasara. A TEER csdkkenés és a klaudin-1 fehérje membranbeli

csOkkenése alatamasztja, hogy a DT2 expozicié karositotta a sejtréteg integritast.

Kutatasomban tovabba in vitro el&szlirést végeztem a kvercetinnel és a

rozmaringsavval, valamint a fermentalt buzacsira kivonattal az IPEC-J2 sejteken, hogy

megvizsgaljam milyen mértékben képesek kifejteni az antioxidans és gyulladascsokkentd

hatasukat DON illetve T-2 toxin expoziciot kdvetéen.

3)

4)

Kisérleteimben dsszehasonlitottam a 24 éras el6kezelés és az 1 6ras 20 yM
kvercetinnel térténé egytttkezelés hatasat a DON altal indukalt sejtréteg integritas
karosodasara és az oxidativ stressz ndvekedésére IPEC-J2 sejteknél. A 20 uM
kvercetin el6kezelés képes mérsékelni a TEER csokkenést, illetve a DON altal
kivaltott extracellularis H,O, és az intracellularis ROS emelkedést,

O0sszehasonlitva az egy oras egyuttkezeléssel.

A 24 oras, 50 yM rozmaringsav el0kezelés hatasara a 48 és 72 odraig tarté DT2
(1 yM DON + 5 nM T-2) kezelést kdvetben a TEER érték magasabb volt az
elbkezelést kapott sejteknél, mint a csak DT2 kezelést kapott sejtek esetében.
A rozmaringsav el6kezelés szignifikans mértékben csbdkkentette a DT2 altal

indukalt extracellularis H,O, és gyulladasos citokinek koncentracidinak
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5)

emelkedését a csak DT2 expozicionak kitett sejtekkel szemben. A DT2-vel kezelt
sejtek membranjaban nem valtozott meg a klaudin-1 fehérje lokalizacios

mintazata rozmaringsav adasa mellett.

A fermentalt buzacsira kivonatot elészor alkalmaztam fuzariotoxinokkal torténé
egyulttkezelésben. Bizonyitast nyert, hogy a fermentalt buzacsira kivonat hatasara
nétt az IPEC-J2 sejtréteg-integritasa 24 6ras kezelést kdvetéen. Eredményeink
szerint a DON altal el6idézett TEER csokkenést nem mérsékelte sem az 1%, sem
a 2% fermentalt buzacsira kivonat, ezzel ellentétben a T-2 toxin hatasat a 2%
kezelb6oldat jelentésen ellensulyozta. A mikotoxinok altal elbidézett oxidativ
stresszt a 24 6raig tartd 1% és 2% fermentalt buzacsira kivonat egyulttkezelés
képes volt csOkkenteni. Tovabbi 24 6ra regeneracio utani mintavételekbél kiderult,
hogy az 1% fermentalt buzacsira kivonattal torténé egyuttkezelés mind a DON,
mind a T-2 toxin altal kivaltott intracellularis ROS mennyiségi ndvekedését képes
volt kompenzalni, mig a 2% fermentalt buzacsira kivonat a T-2 toxinnal valé

egyuttinkubalas utan csékkentette az intracellularis ROS termelédését.
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Pomothy Judit Mercédesz, Barna Réka Fanni, Kiss Zsodfia, Pasztiné Gere Erzsébet. A
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Szakdolgozat és TDK munka iranyitasa

Paréj Zsuzsanna: Pharmacological and toxicological characterization of S1P as a treatment
option in aenemias. TDK dolgozat, témavezeték: Dr. Czimmermann Agnes Eszter, Pomothy
Judit Mercédesz, 2020.

Prokoly Dorottya: Fermentalt buzacsira kivonat hatasanak vizsgalata fuzarium toxinokkal
terhelt bélhamsejteken. TDK dolgozat, témavezeték: Dr. Pasztiné Dr. Gere Erzsébet,
Pomothy Judit Mercédesz, 2019.

Kiss Zsofia: A zearalenon altal okozott bélham karosodasok modellezése IPEC-J2 sejteken.
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12. Koszonetnyilvanitas

Mindenekel6tt koszonetemet szeretném kifejezni Dr. Pasztiné Dr. Gere Erzsébetnek
a kutatasi koncepciok megalapozasaért, a kisérleti eredmeények interpretalasaban, a szakmai
Otletek kidolgozasaban és megvaldsitasaban nyujtott utmutatasaert, valamint a kéziratok
publikalasahoz szikséges ismeretek elsajatitdsanak lehet6ségéért, a sok-sok szakmai
tanacsért a kutatbmunkam soran. Kilon készondm a Gyogyszertani és Méregtani Tanszék
munkatarsainak a tamogaté és baratsagos munkakdrnyezetet. Készoénettel tartozom tovabba
Dr. Galfi Péternek és Dr. Jerzsele Akosnak, hogy lehetévé tették a tanszéki kutatasaim
elvégzését.

Kdszonettel tartozom Dr. Neogrady Zsuzsannanak és Dr. Matis Gabornak a
kisérleteim soran mutatott folyamatos és Osszetett szakmai tamogatasukért. Halasan
készéndm Dr. Barna Réka Fanninak a segitséget a laboratériumi munkaban és
konferenciakra valé kdzos felkészllésben.

Kilon kdszonettel tartozom Dr. Racz Bencének és Dr. Matyas Ferencnek, hogy
biztositottak a hozzaférést a konfokalis mikroszkopokhoz és szakmai ismereteikkel
hozzajarultak a PhD munka megvaldsitasahoz. Tovabba kdszonet illeti Babiczky Akost és
Magyar Alettat, hogy segitettek elkésziteni és értelmezni a konfokalis mikroszkdp
felvételeket. Koszonettel tartozom Dr. Varga Tamas Rdbertnek és Seprédi Julianak, hogy
megrajzoltak a kémiai szerkezeteit a vizsgalt vegylleteknek, melyeket igy felhasznalhattam
a publikaciékhoz és a PhD dolgozathoz. Kdészéndm a Hutyra Ferenc Konyvtar
munkatarsainak, akik segitették, hogy a cikkekhez hozzaférhessek, akar tavoli eléréssel,
akar személyesen elkildve a cikket.

Szeretném megkdszonni a tudomanyos diakkori- és szakdolgozé hallgatéimnak a
munkajukat és a részvételiket a kisérletekben. A témarészikon felll is segitettek a
kisérletek lebonyolitasaban és aktivan részt vettek a publikaciokhoz tartozé
irodalomgydjtésben.

Halasan kdszonom férjemnek, csaladomnak és barataimnak a tdmogatast és az épit6
kritikdkat, amellyel segitették a publikalast és a tlrelmiket, mellyel viseltettek irantam.
Nélkulik ez az értekezés nem szllethetett volna meg!

A dolgozat Iétrejottében segitettek az alabbi elnyert palyazatok: az Eurépai Unid és
az Eurdpai Szocialis Alap tarsfinanszirozasaban az EFOP-3.6.1-16-2016-00024; az EFOP-
3.6.2-16-2017-00012 és az EFOP-3.6.3-VEKOP-16-2017-00005. A kutatas az NKFIH
124522, NKFIH 115685, valamint a Bolyai Janos Kutatasi (")sztt')ndij és az Innovacios és
Technolégiai Minisztérium UNKP-20-5 kédszamu Uj Nemzeti Kivalosag Programjanak a
Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és Innovaciés Alapbdl finanszirozott szakmai tamogatasaval

készult.
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