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Bevezetés

A globdlis felemelegedés hatasara egyre jelentdsebb a takarmanyozasra szant gabonamagvak,
mint a kukorica, a buza, a zab, és az arpa mikotoxin-szennyezettsége szerte a vilagon [1]. A
dezoxinivalenol (DON) egy trichotechénvazas mikotoxin, melyet a Fusarium nemzettségbe
tartozo F. culmorum és a F. graminearum penészgombak masodlagos anyagcseretermékként
termelnek. E toxin dozis- €s kitettségfliggd modon lehet citotoxikus és immunotoxikus, illetve
okozhat reprodukcios problémakat is. Kis adagban a szervezetbe jutva csokkent étvagyat,
ezaltal a takarmany kisebb meértékii felvételét eredményezi, mig hosszabbtavu kitettség soran
romlik a takarmanyhasznosulas, csokkenhet a novekedési rata, illetve immunrendszeri ¢€s
reprodukcios zavarok is felléphetnek, melyek komoly gazdasagi karokat okozhatnak [2—4]. F6
sejtszintli hatdsa a riboszoma 60S alegységéhez vald kotddéssel a fehérjeszintézis gatlasa,
valamint befolyasolhatja a membranszerkezetet is [5].Hatasara szabadgyokok szabadulhatnak
fel a sejtekben, amely oxidativ stressz kialakulasdhoz vezethet. Ez egyiitt jarhat DNS és RNS
karosodassal, fokozott mértéki lipidperoxidacidval és egyes gyulladasos faktorok szintjének
emelkedésével, végiil pedig apoptdzishoz is vezethet [6].

A Dbaicalin (BAI) egy flavonoid vegyiilet, melyet elséként a bajkali csucsoka (Scutellaria
baicalensis Georgi) gyokerébdl izolaltak, és pozitiv hatasai mar régota ismertek. Antioxidans
tulajdonsaga révén képes csokkenteni az oxidativ = stressz  mértékét, valamint
gyulladascsokkentd, tumorellenes és antiviralis hatasat is leirtak mar [7].

TDK munkdm sordn csirke eredeti haromdimenziés (3D) ma4jsejttenyészeteken
tanulmanyoztuk a DON sejtkarosité és a baicalin védd hatasat. Elsé vizsgalataink soran
meghataroztuk a sejtek metabolikus aktivitasat, melybdl a sejtek ¢Eletképességére lehet
kovetkeztetni. A DON membrankarosito hatasat a laktat-dehidrogenaz (LDH) enzim
extracelluléris aktivitasdnak mérésével vizsgaltuk. A DON ¢és baicalin altal kivaltott, az oxidativ
homeosztazisban szerepet jatszo folyamatok jobb megismerése érdekében pedig két paraméter,
a nuklearis faktor eritroid-2-hez kapcsolodo faktor 2 (NRF-2) és a 8-hidroxi-2-dezoxiguanozin

(8-OHdG) mennyiségét vizsgaltuk csirke specifikus ELISA tesztek segitségével.



Irodalmi attekintés

A trichotecénvazas mikotoxinok szerkezete és csoportositiasa

A trichotecénvazas mikotoxinok masodlagos anyagcseretermékek, melyeket tobbek kozott a
Fusarium nemzetségbe tartozd penészgombak allitanak elé [8]. A kiilonb6zé Fusarium
fajoknak mas és mas hdmérséklet az optimalis a fertézéshez, azonban mindegyik szdmara
idedlis koriilmény a hdmérséklet csokkenése és a ndvekvd paratartalom. A F. avenaceum és a
F. graminearum optimalis fert6zési hdmérséklete 28,0-29,0 °C, mig a F. culmorum esetében
26,5 °C. Europaban a F. graminearum, F. culmorum, F. avenaceum és F. sporotrichoides fordul
el6 a leggyakrabban [9].

Kémiailag a trichotecénvazas mikotoxinok tetraciklusos spiro-epoxi-szeszkviterpének.
Toxikus hatasukért a szerkezetben talalhato 12,13-epoxid gy(rii, valamint a C9 és C10 kozott
kialakult kett6s kotés a felelds, melyek hatasat tovabb erdsitheté a C3-nal 1évé OH csoport is
[10].

1. abra: A DON szerkezeti képlete

A trichotecénvazas mikotoxinok kémialag a funkcids csoportok jelenléte, vagy hidnya szerint
négy csoportba sorolhatok. Ezek alapjan A, B, C és D tipusokat kiilonithetiink el. A Fusarium
fajok az A és B csoportba tartoz6 mikotoxinokat termelik, a C és D tipusuakat pedig a
Cephalosporium ¢s a Myrothecium fajok allitjak el6. Az A és a B tipusok kozotti szerkezeti
eltéres a B tipus C8-as pozicioban talalhaté karbonil-csoportja. Az A csoportba sorolhatd
tobbek kozott az egyik legtoxikusabb trichotecén vazas mikotoxin, a T-2 toxin, valamint a
diacetoxiszcirpenol (DAS) is. A B csoportba tartozd mikotoxinok mérsékeltebb toxicitassal
rendelkeznek. Ide sorolhato az egyik leggyakrabban el6forduld, altalunk is vizsgalt DON (ébral
[11]), a fuzarenon-X (F-X) és a nivalenol (NIV). A C-tipusu trichotecének C-7/C-8 epoxiddal



rendelkeznek (pl. krotocin). A D-tipusu trichotecénekben pedig a C-4 és C-15 pozicid kozott
egy gyurt talalhato (pl. roridin A, verrucarin A, satratoxin H) [12].

Dezoxinivalenol (DON)

A DON a Fusarium spp. altal termelt egyik legelterjedtebb mikotoxin, mely gyakran szennyezi
az ¢€lelmiszer- ¢és takarmanytermelésre szant gabonat, tobbet kozott a buzat, az arpat €s a
kukoricat. Egy vizsgéalat soran igazoltdk mar, hogy egyes ¢lelmiszerekben is a DON
koncentracidja meghaladhatja a megengedett hatarértékeket, tobbek kozott buzabol szarmazéd
mintaban, ahol 0,9-7,6 g/kg-os koncentracidban mutattak ki [13]. Ez a mennyiség mar
kockazatot jelenthet human- és haszonallat-egészségiigyi szempontbdl is [14].

Az egyes allatfajok kozott eltérhet a DON-ra valod érzékenység, mivel eltéré6 modon tudjak
metabolizalni a toxint. A madar fajok jellemzden kevésbé érzékenyek a toxin karos hatasaira,
mint példaul az emldsdk, de a hosszabbtava kitettség még esetiikben is komoly negativ
kovetkezményekkel jarhat.[15] Altaldban a DON mikotoxikozis akut formdja normal
koriilmények kozott ritkan fordul elé baromfidllomanyokban. Ha azonban, a takarmany
alacsony DON-tartalmi (kevesebb, mint 5 mg DON/kg takarmany), csokkent
sulygyarapodashoz, csokkent immunitashoz, ezaltal pedig a fert6z6 betegségekre vald
fogékonysaghoz vezethet [16].

A DON f{6ként az immunrendszerben és a bélrendszerben okoz zavarokat, melyek mértéke
kitettség ¢s koncentracio fliggd [13]. Nagy doézisban akut toxicitast okoz, melynek tiinetei a
hasmenés, hanyas, leukocitdzis, vérzés, a keringés 0sszeomlasa, végso esetben pedig az allat
elhulldsa is bekovetkezhet. Ezzel szemben a kronikus alacsony dozisu kitettség soran csokkent
stulygyarapodas, tapanyag-felszivodasi zavarok, neuroendokrin elvaltozasok ¢és az
immunrendszer zavara jellemzo [17].

A szennyezett takarmanyt felvételét kovetden a mikotoxinok elészor a bélhamsejtekkel

keriilnek kapcsolatba. Alacsony, 10 mol/l alatti koncentracioban a DON szelektiven modulalja

a bélrendszerben taldlhatd Na+-ﬁ'1gg6 gliikoz/galaktéz (SGLT-1) transzportert, amely a viz
megfeleld felszivodasaért felelés [14] Az SGLT-1 meghibasodasa magyarazatot adhat a
toxinnal szennyezett takarmany felvétele utani hasmenéses korképre. Emellett a DON
kozvetleniil is képes karositani a bélhamsejteket. Egy vizsgalat soran DON kezelés hataséara a
bélbolyhok magassagaban rovidiillést és a sejtek apoptdzisat tapasztaltdk, melynek
kovetkeztében a tapanyagok csak kisebb feliileten tudnak felszivodni. Tovabba a DON
negativan befolyasolja a bél mikrobiomegyensulyat is a hasznos baktérumok kdrnyezetének

megvaltoztatisaval [18]. A Bacteroidetes és a Firmicutes fontos, egészséges allapotban a
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bélben €16 baktériumok, melyek jelenlétének hianya az étvagytalansaggal van 0sszefliggéseben.
[19] Wan és mtsai kutatasuk soran arrol szamoltak be, hogy a Fusarium mikotoxinok képesek
aktivalni kiilonféle antimikrobialis védekezé mechanizmusokat, amelyek szintén hatassal
lehetnek a bélmikrobiomra [20]. Ez a mdédosult bél mikrobiom-egyensuly negativ hatassal van
a szervezet altaldnos egészségi allapotara, mivel ennek megvéltozasa csokkent mértéki
immunvalasszal jarhat kiilonb6z6 bakterialis illetve viralis fertézések esetén [21].

A DON felszivodas utdn a majba keriil. A maj elsddleges feladata a méregtelenités, azonban
til nagy DON kitettség méjgyulladashoz, majkarosodashoz vezethet, gatolva annak élettani
funkcioit. Ez magyarazhat6 azzal, hogy tartos DON Kkitettség hatasara zavart szenved egy un.
pregnan X receptor (PXR) expresszidja, melynek fontos szerepe van kiilonb6z6 metabolikus
folyamatok szabalyozasaban, beleértve a gyogyszeriiritést, a gyulladasos folyamatokat, a
sejtdifferencialodast €és az oxidativ homeosztazis fenntartasat. Példaul a hepatocitakon beliili
glitkuronizaci6s folyamatokban résztvevé UDP-gliikuronil-transzferazok (UGT-k) is a PXR
altal szabalyozddnak. Tehat a PXR receptor elégtelen miikodése gatolja a normal méregtelenito
reakciokat, valamint tulzott oxidativ stresszhez vezethet, ami sejtkarosodast indukal a

majsejtekben [22].

A DON sejtszintii hatasai

A DON legfontosabb sejtszintli hatasa a fehérjeszintézis gatlasa, melyet a peptidil-transzferaz
enzim megkotésén keresztiil ér el. Ez bizonyitottan stresszvalaszt indukal, és ndvekszik a
mitogén aktivalt fehérje kindzok (MAPK-k) jelenléte a riboszomdk peptidil-transzferaz
aktivitasat befolydsolo riboszomalis konformacids valtozasok miatt. A ciklooxigendz2 (COX2)
indukciojat kovetden a prosztaglandinszint is emelkedik [16]. ADON emellett képes felboritani
az oxidativ homeosztazist reaktiv oxigéngyokok (ROS-0k) termelddésének serkentésével. A
ROS-ok a lipidmembranban lipidperoxidacids reakciot indithatnak el, amely a sejtmembrant
felépité foszfolipidek és lipoproteinek roncsolasat, valamint a DNS karosodasat okozhatja.
Ezenkiviil a fokozott ROS termelédés kedvez kiilonb6z6 gyulladasos és apoptotikus
folyamatoknak is [4].

Az NRF-2 fehérje jelentOs szerepet tolt be az oxidativ homeosztazis fenntartasaban azaltal,
hogy szamos gén transzkripcidjat szabalyozza, mint példaul a NAD(P)H kinon-dehidrogenaz 1
(NQO-1) és a hemoxigenaz-1 (HO-1). A DON altal indukalt majkarosodas elleni
valaszreakcioban az NRF-2 nagyon fontos szerepet jatszik antioxidans hatasa révén. Azonban

a DON altal kivaltott oxidativ stressz csOkkentheti az NRF-2 antioxidans és citoprotektiv



hatasat. Az NRF-2 hianya fokozhatja a majsejtek karosodasat, illetve a gyulladasos valaszt a
reperfuzios sériilésekben [1].

A 8-OHdG a DNS oxidaciojanak egyik f6 terméke. A 8-OHdG az oxidativ stressz biomarkere
lehet, mivel szintje emelkedhet, ha a tal sok keletkezett ROS oxidalja a sejtmagi vagy
mitokondrialis DNS-t. Mivel a DON a ROS serkentésén keresztiil oxidativ stresszt és DNS
karosodast indukalhat, hatasara emelkedhet a 8-OHdG szintje [23].

Ezenkiviil a DON negativ hatassal lehet a mitokondrium miikddésére is azaltal, hogy megnyitja
a permedbilis fehérjecsatornakat ¢és megsziinteti a mitokondrium membranpotencialjat.
Kutatasok bizonyitottak, hogy DON Kkitettség hatdsara ndvekedett a mitokondrialis hasadasi
faktorok (dynamin-kapcsolt fehérje 1 [Drpl], mitokondrialis hasadas 1 fehérje [Fisl],
mitokondrialis elongacios faktor 1[MIEF1]), illetve a mitofag faktorok koncentracidja is
(Parkin-figgé mitofag faktor-1 [PINK1], Parkin és a mikrotubulus-asszocialt 1A/1B
konnytilanc 3A [LC3]). Tovabba, csokkentette a mitokondrialis fizids faktorok szintjét is
(mitofusin-1 [Mfn1] és mitofusin-2 [Mfn2]). Ezen folyamatok kovetkeztében a mitokondrium
mikodésének egyensulya zavart szenved, illetve mitofagia is aktivalodhat [24]. Bekovetkezhet
apoptozis is, amely egy aktiv és szabalyozott sejthalal folyamat. A szervezetben intracellularis
¢s extracellularis serkentd faktorok aktivaljak, és szigorti jelatviteli mechanizmusok
szabalyozzak. A mitokondrium az egyik legfontosabb sejtorganellum a sejtek energiatermelése
és tulélése szempontjabol, és a mitokondridlis Utvonal kulcsfontossdgu az intracellularis
apoptozis jelkaszkadjaban. A mitokondrialis utvonal altal okozott apoptozist elsdsorban a
fehérjék, a gének és a mitokondrialis membran permeabilitasinak valtozasai okozzak, melyekre
a DON mind hatassal van_[25].

A DON magas koncentracioban képes tonkretenni a bélhamsejtek kozotti kapcsolatokat. Ezt
egy kutatas soran is alatamasztottak, melyben a DON-expozicio karositotta az IPEC-J2 sejtek
kapcsolatot fenntarto fehérjék expresszidja, illetve a sejtek életképessége. Ezen folyamatok
mind hozzajarulhatnak a bélhamréteg barrier sériiléséhez. Az LDH egy citoplazmatikus enzim,
mely a sejtmembran karosodasakor jut ki a sejtekbdl és aktivitasa emelkedik a tapfolyadékban.
A daganatos megbetegedések vizsgalata soran is fontos szerepet jatszik ez a biokémiai
biologiai modszerekkel kimutattdk, hogy az LDH, mint intracellularis enzim, érzékeny
indikatora lehet a sejtek metabolikus allapotanak, a glikolizis aerob, illetve anaerob irdnyanak

meghatarozasahoz [26].



Baicalin

A baicalin és aglikonja, a baicalein, egy flavonoid vegyiilet, amelyet elséként a bajkali csucsoka
(Scutellaria  baicalensis)  gyokerébél  vontak  ki.  Antioxidans,  antimikrobialis,
gyulladascsokkentd, valamint rdkellenes hatdsa miatt kiilonboz6é betegségek kezelésére mar
régota hasznaljak. A baicalin antioxiddns hatasat tobbek kozott az NRF-2 utvonalon keresztiil
tudja kifejteni. A BAI aktivalja az NRF-2 jelatviteli mechanizmusat, ezaltal névelve kiilonboz6
antioxidans enzimek (HO-1, NQO-1) expresszidjat. [27, 28]. Korabbi tanulmanyok arrol
szamoltak be, hogy a baicalin szamos citokin és fehérje, tobbek kdzott a tumor nekrozis faktor
a (TNF-a), az immunglobulin E (IgE), az interleukin-6 (IL-6) és az interleukin-1f (IL-1B)
szintjét csokkentheti. Ezzel mérsékelni tudja a gyulladas okozta karosodast, illetve a szdveti
sériiléseket. Szamos tudomanyos kutatds bizonyitotta, hogy a baicalin antioxidans ¢s
gyulladascsokkentd hatdsa révén eldsegitheti a neurdlis védofaktorok expresszigjat és a

neurogenezist (2. abra) [29][1, 30].
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2. dbra: A baicalin antioxiddns befolyasa a ROS negativ hatdsaival szemben. Az aszpartdt-aminotranszfetraz
(AST) és az alkalikus foszfataz (ALP) szintjét a baicalin csokkenti, a nukledris faktor eritroid-2-hez kapcsolodo
faktor 2 (Nrf2) utvonalon keresztiil gatolva a reaktiv oxigéngyokok (ROS) felszabadulasast. Ugyanezen
utvonolon keresztiil csokkenti a gyulladasos citokinek (tumor nekrozis faktor alfa [TNFa], interleukin—1p [IL—
18], interleukin-6[1L-6])szintjét, valamint mérsékli az apoptotikus markerek (P14,P16,P21 yH2A4)
felszabadulasdt [1, 30.]
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3D sejttenyésztés

Az in vitro kisérletek elénye az in vivo kisérletekkel szemben, hogy kevés allat felhasznalasaval
is elvégezhetdek, a kisérleti koriilmények az adott mdédszernek megfeleléen standardok, jol
kontrollalhatok, illetve a kezelésre adott valasz igen rdvid idén beliil tanulmanyozhato.
Természetesen az in vivo kisérleteket nem helyettesitheti, mivel az é16 szovethez képest ez egy
leegyszertsitett rendszer, amelyben csak adott sejttipusokat és meghatarozott jelatviteli
utvonalakat lehet vizsgalni.

Az in vitro vizsgalatok legfontosabb 1épése a megfeleld sejtmodell 1étrehozasa. Napjainkban a
kutatasok legnagyobb hanyada hagyoméanyos kétdimenzids (2D) sejtkulturakon folyik, azonban
egyre jobban elterjedtek a kiilonféle 3D modszerek. A 2D tenyészetek megjelenése nagyban
hozzéjarult szamos sejtszintli bioldgiai folyamat megértéséhez, azonban nem képes pontosan
utanozni azt a mikrokornyezetet, ami a szovetekben jelen van. A 2D sejttenyészetekben a sejtek
alakja lapos és megnyult, a novekedés csak sikban valosul meg. Ezzel szemben a 3D
sejtkultirakban a sejtek természetes alakja és ndvekedési irdnya megmarad. A sejtek tobb
rétegben, 3D aggregatumokban, un. szferoidokban ndének. A hagyomanyos modszerrel
kialakitott tenyészetekben minden egyes sejt ugyanolyan mértékben képes hozzdjutni a
kiilonféle tapanyaghoz és ndvekedési faktorokhoz, igy tobb sejt lesz a sejtciklus ugyanazon
szakaszaban. Ezzel szemben a 3D tenyészetekben a sejtek kozott a tdpanyagok megoszlasa
eltér6, mivel a 3D struktira belsejében elhelyezkedd sejtekhez kevesebb anyag juthat el, mint
a kiils6 rétegben 1€vokhoz. Emellett a 3D sejtkulturak mar képesek az sejtek kozotti és a sejt és
extracellularis matrix (ECM) kapcsolatok megfeleld modellezésére. Mindezek miatt a 3D
tenyészetek jobban tudjak imitalni az in vivo kornyezetet, amely tulajdonsag miatt pontosabb
informaciot kaphatunk a sejtek kozotti kolesonhatasokrol.

Nagy eldre 1épést jelentettek ezek a sejttenyésztési modszerek a gyogyszerfejlesztésben, az
Ossejt- €s rakkutatasban, illetve az alapkutatasban. A gyogyszerkutatasban nagy szerepet tolt be
a sejtek kozotti kapcsolatok, illetve a sejtek és az extracellularis matrix (ECM) kozétti
interakciok vizsgalata. Az ECM-ot a matrixfehérjék, glikoproteinek, glikozaminoglikdnok és
proteoglikanok épitik fel és megtaldlhatdoak benne novekedési faktorok, tobbek kozott a
vaszkularis endothél eredetli novekedési faktor (VEGF), a vérlemezke eredetli novekedési
faktor (PDGF) illetve a hepatocita novekedési faktor (HGF), valamint egyéb fehérjék. Ezek a

crer

novekedési faktorok ¢és fehérjek kulcsszerepet jatszanak a sejtek proliferacidjaban,

crer
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a sejtek kozotti kapcsolatok befolyasolhatjak a sejtek hatdéanyagokra adott valaszat. Ez
kiilonbozd uton mehet végbe; egyrészt megvaltoztathatjdk a gyodgyszer hatdsmechanizmusat,
masrészt felerdsithetik a gyodgyszer hatékonysagat, illetve a sejtek rezisztencia affinitasat a
hatéanyaggal szemben [31].

A 3D sejtkultirakban a sejteknek lehet tdmasza, azaz az ECM-ben ndvekednek, valamint
kialakithatéak tamasz nélkiil is. Az utdbbi eljarasnak 4 féle tipusa van, attol fliggden, hogy a
sejtek milyen modon rendezddnek 6ssze. Az ,,anti-adhézios” modszerrel meggatoljak a sejtek
Osszetapadasat azaltal, hogy a sejteket bevonjak egy sejtmegkotd anyaggal, vagy pedig a
taptalaj folyamatos aramoltatasaval. Ilyen modszer lehet a statikus szuszpenzids sejttenyésztés,
a rotacios kamras sejttenyésztés, és a magneses lebegtetéses modszer, mely magneses
részecskéket hasznal a sejtek aggregalasara. [32]

A tamaszos rendszerek kialakitasahoz kiilonféle bioanyagokat hasznalnak fel. Ezek az anyagok
4 16 csoportra oszthatoak: polimer vazak, hidrogélek, decellularizalt szveti allvanyok és hibrid
vazak (pl. mikrofluidikai eszkdzoket tartalmazo) [33].

Vizsgéalatunk sordn magneses 3D bioprinting modszerrel hoztunk 1étre 3D majsejt-nem
parenchimalis (NP) sejt ko-kultirakat. Az NP sejtek nagyrészt makrofagokat foglalnak
magukban, melyek jelenléte a gyulladasos és oxidativ valaszreakcio modellezéséhez fontos. A
3D bioprinting modszer elsé 1épéseként a sejteket magnetizalni kell magneses
nanorészecskékkel, melyek vas-oxidbdl, aranybdl és poli-L-lizinbdl allnak. Ezek a
nanorészecskék elektrosztatikusan kotddnek a sejtekhez a poli-L-lizinen keresztiil, koriilbeliil
50 pg/sejt koncentracioban. Ezen nanorészecskék nem a teljes sejtmembrant vonjak be, csupan
elszortan figyelhetéek meg a sejtek felszinén, azonban ez a mennyiség mar elegendd a sejtek
megfeleld magnetizalasahoz. Ezek a magnetizalt sejtek ezt kdvetéen magneses térbe helyezve

képesek aggregalodni é€s szferoidokat alakitanak ki. Az alkalmazott nanorészecskék

crer

befolyasoljak [34].
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Célkitiizés

Kutatasunk soran a DON sejtkarosito, oxidativ folyamatokra gyakorolt, illetve a baicalin védo
antioxidans hatasasat kivantuk vizsgalni csirke eredetii 3D majsejttenyészeteken. Célunk volt a
sejtekben kialakult oxidativ stressz kovetkezményeinek vizsgalata, melybdl kovetkeztethetiink
az adott szervre és az egész szervezetre gyakorolt hatasra is. Tovabba pontosabb ismereteket
szerettiink volna szerezni a baicalin sejtszintii hatasairol.

Kisérleteink soran kétféle inkubacios idot terveztiink alkalmazni (24 h, 48 h) igy vizsgalva az
el6zéekben emlitett vegyiiletek hatasait kiilonb6z6 koncentracidban, valamint kombinacioban
adagolva. E vizsgalatok soran kivantunk adatokat nyerni arra vonatkozolag, hogy a DON és a
baicalin milyen mértékben képesek befolyasolni egymas hatasat.

Tovabba, kiemelt célunk volt az in vivo koriilményekhez hasonld in vitro kornyezetet
létrehozni, ezért terveztiink a vizsgalatunk soran csirke eredetli 3D majsejt-NP sejt ko-
kultarakat alkalmazni, melyeket magneses 3D bioprinting modszerrel kivantunk kialakitani.
Kutatasunk f0 céljaként szerettiink volna aldtamasztani a baicalin, mint potencialis
takarmanykiegészitd alkalmazasanak hatékonysagat a mikotoxinok okozta gazdasagi karok

mérséklése érdekében.
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Anyag és modszer

Kisérleti allatok, vegyszerek

A kisérlet soran felhasznalt vegyszereket, a Merck KGaA-t6l (Darmstadt, Németorszag)
szereztilk be, néhany kés6bb emlitésre keriild anyag kivételével. Az allatokon folytatott
kisérletek megfeleltek a nemzetk6zi és a hazai jogszabalyoknak egyarant. A beavatkozasok a
budapesti Allatorvostudoméanyi Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsiga (MAB) és a
Kormanyhivatal Elelmiszerlinc-biztonsagi és Allategészségiigyi Osztalya altal is jovahagyva

torténtek (Engedélyszam: ZAI/040/005227/2020).

Az oldatok elékészitése
A kisérletet megkezdése elott elkészitettiik a pufferoldatokat, amelyek a sejtizolalashoz voltak
sziikségesek. Ezek az alabbiak voltak:
e 150 ml etilén-glikol-tetraacetat (EGTA) (0,5 mmol/l)-tartalmia Hanks Balanced Salt
Solution (HBSS)
e 150 ml EGTA-mentes HBSS
e 100 ml IV. tipusi 1 mg/ml kollagenaz tartalmt oldat, kiegészitve 7 mmol/l MgCl,
¢s 7 mmol/l CaCl; oldattal
Miutan a HBSS torzsoldatot steril desztillalt vizzel tizszeresére higitottuk, és 4,7 ml 7,5%-0s
NaHCOgs-t adtunk hozza, (a nyert puffer oldat térfogata 1000 ml volt). Az EGTA-tartalma
HBSS eldkészitéséhez 1,052 ml EGTA-t kevertiink 200 ml pufferoldathoz, igy 0,5 mmol/l-es
koncentraciot kaptunk. A kollagenaz tartalmu oldat eléallitisthoz 100 ml HBSS-t, 1 ml
IV tipusu kollagenazt kevertiink 6ssze. A felhasznalas eldtt az oldatokat atbuborékoltattuk
11/perc aramlasi sebességli Carbogennel (5% CO2 és 95% O2). Mindezek mellett kiegészitettiik
a sejtek tapfolyadékaul szolgalé Williams Medium E oldatot 50 mg/ml gentamicinnel, 0,22%
NaHCOs-val, 2 mmol/l glutaminnal, 20 U/l inzulinnal, és 4 ug/l dexametazonnal, illetve a
teljes mennyiség egyik feléhez 5% magzati szarvasmarha szérumot (fetal bovine serum — FBS)

adtunk.

A sejtek izolalasa

A majsejteket és a NP sejteket 6 hetes, himivaru Ross-308 tipusu brojlercsirkébdl (Gallus Kft.,
Devecser, Magyarorszag) izolaltuk, a kutatocsoportunk altal mar korabban kifejlesztett
modon.[35] Az allat boditasa CO2-vel tortént, ezutan dekapitaltuk és hatfekvésben rogzitettiik.
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A ventralis teriiletet a tollaktol megtisztitottuk, majd laparotomiat végeztiink. A maj megfeleld
a jobb pitvarba pedig egy tivegkaniilt vezettiink be, hogy elvezessiik a puffereket.

A perfuzido folyaman egy haromlépcsds rendszert alkalmaztunk. Az oldatokat 40°C-on
tartottuk, ¢s 30 ml/min dramlasi sebességet allitottunk be. A kalcium ¢és magnézium
pufferoldattal mostuk at. Az EGTA egy kelatképz6, igy megkoti a magnézium- és
kalciumionokat. Ennek kovetkeztében fellazulnak a sejtek kozotti kapcsolatok, ami
megkonnyiti a sejtek izolalasat. A kovetkezo 1épésben 150 ml EGTA-mentes HBSS oldattal
oblitettiik at a majat, hogy teljesen EGTA mentes legyen, mivel a kovetkezo alkalmazott oldat
magnézium ¢és kalcium tartalmi. Ezutan atmostunk a szervet 100 ml kollagenazoldattal, amely
a sejtek kozotti ECM lebontasaért felelds. Egy steril tripszinezd lombikban gytijtottiik dssze a
kifoly6 kollagenaz oldatot, és recirkulaltattuk, amig a m4j szerkezete fel nem lazult. Végiil a
szervet egy steril fézOpoharba tettiik, melyet jégre helyeztiink, majd a tovabbi 1épéseket steril
kornyezetben végeztiik el.

A Glisson-tokot eltavolitottuk, és a majat 50 ml szarvasmarha szérum albuminnal (bovine
serum albumin — BSA) (2,5%) kiegészitett 4 °C-0s HBSS pufferbe raktuk. A BSA hozzajarul
a sejtek szétvalasdhoz, illetve megakadalyozza, hogy a mar szétvalt sejtek ujbol
Osszekapcsolodjanak. Annak érdekében, hogy a szuszpenziobol eltavolitsuk az emésztetlen
interstitiumot és a sejtaggregatumokat, atszlrtiilk harom réteg steril gézen, majd 50 percig jégen
inkubaltuk. Ezutan haromlépcsés centrifugalassal valasztottuk el a majsejteket az NP sejtektol.
Elséként BSA-tartalmi HBSS-ben alacsony fordulatszamon (100xg) 3 percig centrifugaltuk a
szuszpenzidt, majd az {iiledéket reszuszpendaltuk FBS-tartalmi Williams Medium E
tapfolyadékban. Ezt kovetden még kétszer 3 percig 100xg-n centrifugaltuk a szuszpenziot, és
az luled¢ket mindig ujra reszuszpendaltuk. A centrifugdlds soran keletkezett feliiluszot
mindharom 1épés utan steril centrifugacsdbe gyiijtottiik, ez tartalmazta a NP sejteket. Az utolso
centrifugadlas soran keletkezett, FBS-tartalma Williams Medium E tapfolyadékban
reszuszpendalt iiledék tartalmazta a majsejteket.

A teljes sejtszamot, illetve az €letképes sejtek szamat Biirker-kamraban, tripankékes festéssel
hataroztuk meg. 200 pl tomény sejtszuszpenzidt higitottunk 800 pl Williams Medium E-vel.
Ezek utan a kapott szuszpenzid 200 pl-éhez tripankék festéket adtunk azonos mennyiségben.
Ezzel a mdodszerrel megkiilonboztethetdek az €16 és a mar elpusztult sejtek, mivel a tripankék
csak azon sejtekbe képes bejutni, amelyek sejtmembranja elvesztette integritasat, azaz kékre

szinezi a mar elpusztult sejteket. Végiil kiszamoltuk az €16 és mar elpusztult sejtek aranyat,
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amely eredmény 90% felett volt, tehat a szuszpenzié megfeleld volt a sejttenyészetek
kialakitadsara. A szuszpenzi6 sejtszamat 10° sejt/ml koncentraciora allitottuk be.

Az NP sejtek elkiilonitése sordn az elézdekben kapott feliiliszot centrifugaltuk. Elsdként 10
percen keresztiil 350xg-n, majd 10 percen 4t 800xg-n. A keletkezett feliilisz6t minden 1épés
utan steril centrifugacsdbe ontottiik. Végiil az eredményiil kapott, NP sejtekben gazdag iiledéket
reszuszpendaltuk 5 ml FBS-tartalmi Williams Medium E-ben.

Az Osszsejtszamot, valamint az életképes sejtek szamat és aranyat az NP sejteknél is az
el6zéekben leirt modon, Biirker-kamraban, tripankékes festéssel allapitottuk meg. A végso
koncentraciot Williams Medium E tapfolyadékkal 10° sejt/ml-re higitottuk. Ezt kovetéen 60 ml
majsejt szuszpenzidt hozzaadtunk 10 ml NP sejt szuszpenzidhoz, igy hoztuk 1étre 70 ml ko-

kultara szuszpenziot, melyben a hepatocita :NP sejt aranyt 6:1-re allitottuk be.

3. dbra:A vena gastropancreaticoduodenalis kaniilalasa a majsejtek izolalasa soran

A 3D sejttenyészetek kialakitasa

A magneses 3D sejtkultarak el6allitdsahoz sziikséges 0sszes berendezést €s vegyszert a Greiner
Bio-One Hungary Kft-t61 (Mosonmagyarovar, Magyarorszag) szereztiik be. 10 ml hepatocita-
NP sejt ko-kultira szuszpenzidhoz 1000 pl magneses nanorészecskéket (NanoShuttle™-PL)

adtunk, igy magnetizaltuk a sejteket. Ezek a nanorészecskék biokompatibilisek és nincsenek

crer
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tenyésztolemezekre raktuk le, és 37 °C-on inkubaltuk 1 6ran at. Ez id6 alatt a magneses
nanorészecskék kotddtek a sejtmembranhoz. Ezt kdvetden tigynevezett Spheroid Drive-ra
helyeztiik a sejttenyésztd lemezt, melynek minden lyuka alatt talalhaté egy magnes a Drive-on.
A magnesek a magnetizalt sejteket kozépre vonzzak, melyek ott 3D struktirdkba rendezddnek.
A lemezt 48 oran at 37°C-on inkubaltuk a Spheroid Drive-val. 24 6ra elteltével tapfolyadékot
cseréltiink szérummentes tapfolyadékra, amihez egy un. Holding Drive-ot hasznaltunk fel. Ezen
Drive-on 4-4 lyuk kozott egy-egy nagyobb magnes talalhato, igy ezek a lyukak peremére
huzzak ki a szferoidokat, és a tapfolyadékcsere ideje alatt ott tartjak 6ket. Miutan letelt a 48
oras inkubacids id6 a sejteket haromféle baicalin (5, 15 és 45 pg/ml) és kétféle DON
koncentracidval (2 és 20 pg/ml) kezeltiik, 6nmagukban vagy kombinacioban, 24 és 48 éran
keresztiil (1. tablazat). Az inkubacios idok végén a tapfolyadékbol mintat vettiink, majd 48 ora
elteltével a sejteket 40 ul M-PER (Mammalian Protein Extraction Reagent, Thermo Fisher SSC,
Budapest, Magyarorszag) pufferben, Bandelin Sonopuls HD 2200 homogenizatorral (Bandelin
Electronic GmbH & Co. KG, Berlin, Németorszag) végzett intermittald szonikacidval (1/mp)

lizaltuk. A mintakat ezutan -80°C-on taroltuk a tovabbi felhasznalasig.

Csoport DON koncentracio BAI koncentracio
Kontroll - -
BAI5 - 5 pg/ml
BAIl5 - 15 pg/ml
BAI45 - 45 pg/ml
DON2 2 pg/ml -
DON20 20 pg/ml -
DON2+BAI5 2 pg/ml 5 pg/ml
DON2+BAIl5 2 ug/ml 15 pg/ml
DON2+BAI45 2 ug/ml 45 pg/ml
DON20+BAI5 20 pg/ml 5 pg/ml
DON20+BAIl5 20 pg/ml 15 pg/ml
DON20+BAI45 20 pg/ml 45 pg/ml

1. tdbldazat. Az alkalmazott kezelési csoportok. BAI: baicalin, DON: dezoxinivalenol.

A sejtek életképességének mérése

Az inkubacids idok leteltével mértiik a sejtek metabolikus aktivitasanak mértékét, melybdl a
sejtek életképességére lehet kovetkeztetni. Ehhez egy kolorimetrias modszert, a Cell Counting
Kit-8 (CCK-8, Dojindo Molecular Technologies, Rockville, Egyesiilt Allamok) tesztet

alkalmaztuk. A CCK-8 reagens tartalmaz egy vizben oldhato tetrazolium sot (Water Soluble
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Tetrazolium Salt 8 — WST-8), melyet az életképes sejtek redukalt koenzimjei képesek
narancssarga formazannd alakitani. A kialakult szin eréssége spektrofotométerrel mérhetd, és
aranyos a sejtek metabolikus aktivitdsanak mértékével. A mérés soran a sejtek tapfolyadékabol
kimért 100 pl-hez 10 pl CCK-8 reagenst mértiink, és ezt 2 oran at, 37°C-on inkubaltuk. Az
abszorbanciat Multiskan GO 3.2 reader (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)

segitségével olvastuk le 450 nm-en.

LDH aktivitas mérése

Az LDH tapfolyadékban valdé megjelenése a sejtmembran karosodasat jelezheti. A mérés az
LDH redukalé tulajdonsagan alapul, ugyanis a NAD*-ot NADH-va redukalja, amely képes egy
hidrogén leadasaval az eredetileg sarga szind jod-nitro-tetrazoélium sot (INT) piros szinti INT-
formazanna redukalni, mely szin intenzitisa fotometridsan mérhetd. A mérést 96-lyuku
lemezen végeztiik el. A mintakat ugy higitottuk, hogy 50 ul legyen a végtérfogat, ehhez a kithez
tartozo LDH Assay puffert hasznaltuk. A higitott oldathoz 50 ul munkareagenst (48 ul LDH
Assay puffer, 2 ul LDH Substrate Mix keveréke) adtunk, majd fénytdl elzarva 37°C-on, 2-3
percig inkubaltuk a lemezt. Az abszorbancia értékeket 5 percenként 450 nm-en olvastuk le
Multiskan GO 3.2 reader segitségével, és a mérést addig folytattuk, amig a legaktivabb minta
abszorbanciaja el nem érte a legtdményebb standard értékét. Az LDH aktivitasat ezt kovetden

a gyartoi protokollban megadott képlet alapjan szamoltuk ki.

Az oxidativ homeosztazis paramétereinek mérése

Kisérletiink soran az oxidativ homeosztazis allapotat a NRF-2 és a 8-OHdG mennyiségének
(enzimhez kotott immunszorbens proba — enzyme-linked immunosorbent assay) tesztekkel
(MyBioSource, San Diego, Egyesiilt Allamok) mértiik. AZ ELISA egy antigén-antitest
kolcsonhatason alapuld modszer, amely segitségével meg tudjuk mérni egy valasztott fehérje
koncentraciojat. Az antigén-antitest kotodést egy szinreakcio teszi lathatova, amelyet az
antigénhez kotott enzim katalizal. Ezt a szinvaltozast fotometrids modszerrel lehet mérni. A
szendvics ELISA modszer érzékenyebb a direkt ELISA tesztnél, hiszen itt a lemezt beboritd és
az elsOdleges antitest egyféle antigén kiilonb6z0 epitdpjait tudja azonositani. Az eljaras soran a
lemez elére be van vonva ellenanyaggal, amely specifikus az altalunk vizsgalt antigénre, igy
képes megkdtni azt. Az igy stabilizalt antigénhez egy biotinnal megjeldlt antitest kotodik.
Ehhez kapcsolodik egy enzimmel jelolt komplex. Utolsoként az enzim szubsztratja kotddik a

komplexhez, igy jon 1étre a szinvaltozas, amit spektrofotometridsan mérhetd. A kisérlet alatt a
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mérés adott 1épéseit a gyarto altal eldirt protokoll alapjan végeztiikk. A méréshez egy a gyarto
altal antitesttel elére bevont 96-lyuka lemezt alkalmaztunk. A lemezt a mérések soran 37°C-on
inkubaltuk, valamint az adott l1épések kozott mostuk, hogy eltavolitsuk a nem kotddott

anyagokat.

Statisztika

A statisztikai adatelemzést R 3.5.3 szoftver (v4.3.1; R Core Team 2023) segitségével végeztiik
el. Az 9sszes kezelési csoport n=8 mintat tartalmazott. Az eredményeink 6sszehasonlitisa soran
a csak DON-nal és csak baicalinnal kezelt sejtkultira csoportokat a kezeletlen sejtekhez
ug/ml) kezelt csoportok eredményeivel vetettiik Ossze. Az egyes csoportok kozotti
kiilonbségeket egyszempontos varianciaanalizissel (one-way analysis of variance — ANOVA)
hataroztuk meg. A paronkénti sszehasonlitishoz Dunnett post hoc probat alkalmaztuk. A
kapott eredményeket atlag + standard hiba (standard error of the mean — SEM) értékeként
értelmeztiik. Az eltéréseket p < 0,05 értéktdl szignifikansnak tekintettiik. Az eredmények
statisztikai megjelenitéséhez Graphpad Prism 9.1.2. verzidji Windows szoftvert hasznaltuk
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

Sajat munka
Dolgozatom készitése soran segitettem a majsejtek izolalasa és a sejttenyészetek kialakitasa,

illetve fenntartasa soran. Utdbbi sordn részt vettem a sejtek 24 oras tapfolyadékcseréjében,
illetve a kezelésiik idején is jelen voltam. A mérések koziil az oxidativ paraméterck
meghatarozasaban vettem részt. A 8-OHdG szintjének megallapitasahoz szolgaldo ELISA teszt
elvégzésében segitettem, mig az NRF-2 mennyiségének meghatarozasat oOnalldan,
témavezetOm felliigyelete alatt végeztem el, szintén ELISA teszt segitségével. Tovabba a
statisztikai elemzéseket kovetéen az eredményeket szemléltetd abrakat Graphpad Prism 9.1.2.
szoftverrel elkészitettem. Ezt kovetéen a kisérlet soran kapott eredményeket Osszevetettem

elozetes szakirodalmi adatokkal.
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Eredmények

A sejtek metabolikus aktivitasa

A sejtek metabolikus aktivitasat, életképességét CCK-8 teszttel hataroztuk meg. A baicalinnal
kezelt tenyészetek életképessége a koncentracio emelésével aranyosan novekedett (mindegyik
esetben p < 0,001) a kontroll csoporthoz képest. Ezzel ellentétben a DON kezelés csokkentette
a sejtek metabolikus aktivitasat (p = 0,042; p = 0,044) (3/a abra). A 2 ng/ml DON-nal kezelt
sejtkultarak esetében mindharom alkalmazott baicalin koncentracié novelte (mindegyik
esetben p < 0,001) a sejtek ¢letképességét a csak DON-nal kezelt csoporthoz képest (3/b abra).
A 20 pg/ml DON-nal torténd kezelés mellett szintén mindharom baicalin képes volt novelni
(mindegyik esetben p < 0,001) a sejtek metabolikus aktivitasat a kizarolag DON-nal kezelt
sejtekhez viszonyitva (3/c 4bra).

48 ora utdn az 5 €és a 45 pug/ml baicalin kezelés hatdsara novekedett a sejtek metabolikus

novelte a sejtek életképességét 2 pg/ml (mindegyik esetben p < 0,001) és 20 pg/ml (p = 0,017;
p <0,001; p <0,001) DON-nal egyiittesen alkalmazva (5/b-c abra).
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4. abra: A sejtek metabolikus aktivitasa 24 h DON és BAI kezelés hatasara. Kontroll: kezeletlen sejtek; BAIS: 5
ug/ml koncentracioju baicalin kezelés; BAIIS5: 15 ug/ml koncentracioju baicalin kezelés;, BAI45: 45 ug/ml
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DON kezelés. DON2+BAIS: 2 ug/ml koncentracioju DON és 5 ug/ml BAI kezelés;, DON2+BAIlS: 2 ug/ml
koncentracioju DON és 15 ug/ml BAI kezelés, DON2+BAI45: 2 ug/ml koncentracioju DON és 45 ug/ml BAI
kezelés. DON20+BAIS: 20 ug/ml koncentracioju DON és 5 ug/ml BAI kezelés, DON20+BAIl5: 20 ug/ml
koncentracioju DON és 15 ug/ml BAI kezelés; DON20+DON45: 20 ug/ml koncentracioju DON és 45 ug/ml BAI
kezelés. *p < 0,05, *** p < 0,001.
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5. abra: A sejtek metabolikus aktivitasa 48 h DON és BAI kezelés hatasara. Kontroll: kezeletlen sejtek; BAIS: 5
ug/ml koncentracioju baicalin kezelés; BAIIS: 15 ug/ml koncentracioju baicalin kezelés;, BAI45: 45 ug/ml

s s

DON kezelés. DON2+BAIS: 2 ug/ml koncentracioju DON és 5 ug/ml BAI kezelés;, DON2+BAIlS: 2 ug/ml
koncentracioju DON és 15 ug/ml BAI kezelés, DON2+BAI45: 2 ug/ml koncentracioju DON és 45 ug/ml BAI
kezelés. DON20+BAIS: 20 ug/ml koncentracioju DON és 5 ug/ml BAI kezelés, DON20+BAIl5: 20 ug/ml
koncentraciojuu DON és 15 ug/ml BAI kezelés; DON20+DON45: 20 ug/ml koncentracioju DON és 45 ug/ml BAI
kezelés. *p < 0,05; ** < 0,01; ***p < 0,001.

A sejtkarosodas mértékének vizsgalata

Az LDH enzim extracellularis aktivitasanak mértéke alapjan hataroztuk meg a sejtmembranok
karosodasast. 24 ora elteltével a baicalin kezelés hatdsasra csokkenést tapasztaltunk az LDH
aktivitasaban (p = 0,017; p < 0.001 ; p = 0,010) a kontroll csoporthoz képest. A DON-nal valo
kezelések koziil csak a 20 pg/ml DON kezelés esetében emelkedett az LDH aktivitasa
szignifikansan (p = 0,003) a kontroll csoporthoz viszonyitva (6/a abra). A 2 pg/ml DON-nal és
ezzel kombinacioban baicalinnal kezelt sejtek esetében nem volt megfigyelhet6 valtozas (6/b
abra). Azonban a 20 pg/ml DON-nal kombinalt 45 pg/ml baicalin kezelés hatasara szignifikans
csokkenést tapasztaltunk (p = 0,014) a csak 20 pug/ml DON-nal kezelt csoporthoz képest (6/c
abra).

48 o6ra utan mindkét alkalmazott DON koncentracié csokkentette (p = 0,005; p = 0,003) a
sejtkarosodas mértékét a kontrollhoz képest (7/a abra). A 2 pg/ml DON-nal kezelt sejtekben a
a 45 pg/ml baicalin hatasara tovabbi LDH csokkenést (p < 0,001) tapasztaltunk (7/b abra). A

20 pg/ml DON mellett alkalmazott baicalin hatasara nem volt mérhetd valtozas (7/c abra).
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6. dbra: Az LDH aktivitasa 24 h DON és BAI kezelés hatasdra. Kontroll: kezeletlen sejtek; BAIS: 5 ug/ml
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DON kezelés. DON2+BAIS: 2 ug/ml koncentracioju DON és 5 ug/ml BAI kezelés;, DON2+BAILS: 2 ug/ml
koncentracioju DON és 15 ug/ml BAI kezelés, DON2+BAI45: 2 ug/ml koncentracioju DON és 45 ug/ml BAI
kezelés. DON20+BAIS: 20 ug/ml koncentracioju DON és 5 ug/ml BAI kezelés, DON20+BAIl5: 20 ug/ml
koncentracioju DON és 15 ug/ml BAI kezelés; DON20+DON45: 20 ug/ml koncentracioju DON és 45 ug/ml BAI
kezelés. *p < 0,05; ** < 0,01, ***p < 0,001.
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DON kezelés. DON2+BAILS: 2 ug/ml koncentracioju DON és 5 ug/ml BAI kezelés; DON2+BAIlS: 2 ug/ml
koncentraciojut DON és 15 pug/ml BAI kezelés, DON2+BAI45: 2 ug/ml koncentrdacioju DON és 45 ug/ml BAI
kezelés. DON20+BAIS: 20 pug/ml koncentrdacioju DON és 5 pug/ml BAI kezelés, DON20+BAIlS5: 20 ug/ml

koncentraciojt DON és 15 ug/ml BAI kezelés; DON20+DON45: 20 ug/ml koncentracioju DON és 45 ug/ml BAI
kezelés. ** < 0,01; ***p < 0,001.
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Az NRF-2 mennyisége

Az NRF-2 koncentraciojat csirke-specifikus szendvics ELISA teszt segitségével hataroztuk
meg a sejttenyészetek tapfolyadékabol. 24 ora utan a 45 pg/ml baicalin hatasara szignifikans
NRF-2 csokkenést (p < 0,001), mig a 20 pg/ml DON hatasara novekedést (p = 0,029)
tapasztaltunk (8/a abra). A kombinacios kezelések soran a 2 pg/ml DON-nal kezelt
tenyészetekben a 15 pg/ml baicalin (p = 0,007) (8/b abra), mig a 20 ug/ml DON-nal kezelt
sejtekben a 15 és a 45 pg/ml baicalin csokkentette (p <0,001; p = 0,003) az NRF-2 szintet (8/c
abra).

48 ora elteltével nem tapasztaltunk szignifikans eltérést egyik kezelés hatasara sem (9/a-c abra).
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DON kezelés. DON2+BAI5: 2 ug/ml koncentracioju DON és 5 ug/ml BAI kezelés;, DON2+BAIIS: 2 ug/ml
koncentrdciéju DON és 15 ug/ml BAI kezelés, DON2+BAI45: 2 ug/ml koncentracioj DON és 45 ug/ml BAI
kezelés. DON20+BAI5: 20 pg/ml koncentracioju DON és 5 pug/ml BAI kezelés, DON20+BAIl5: 20 pg/ml
koncentracioju DON és 15 ug/ml BAI kezelés; DON20+DON45: 20 ug/ml koncentraciojit DON és 45 ug/ml BAI
kezelés. * < 0,05; ** < 0,01; ***p < 0,001.
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DON kezelés. DON2+BAIS: 2 ug/ml koncentracioju DON és 5 ug/ml BAI kezelés;, DON2+BAIlS: 2 ug/ml
koncentracioju DON és 15 ug/ml BAI kezelés, DON2+BAI45: 2 ug/ml koncentracioju DON és 45 ug/ml BAI
kezelés. DON20+BAI5: 20 pg/ml koncentracioju DON és 5 pug/ml BAI kezelés, DON20+BAIl5: 20 pug/ml
koncentracioju DON és 15 ug/ml BAI kezelés; DON20+DON45: 20 ug/ml koncentracioju DON és 45 ug/ml BAI
kezelés. * < 0,05; ** < 0,01; ***p < 0,001.

A 8-OHdG mennyisége

Az 8-OHdG koncentracidjat ez el6z6 paraméterhez hasonldan csirke-specifikus ELISA teszttel
mértiik a szferoidok lizatumabol. 48 ora elteltével a kezeletlen sejtekhez képest csokkenést (p
= 0,049) tapasztaltunk a 45 pg/ml baicalin hatasara. Emellett mindkét DON és DON
koncentracié csokkentette (mindkét esetben p < 0,001) a 8-OHAG mennyiségét (10/a abra).

A 2 png/ml DON-nal és baicalinnal kezelt sejtek esetében nem figyeltiink meg szignifikans
valtozast (10/b abra). Azonban a 20 pg/ml DON20-al kezelt sejtkultaraknal az 5 és 45 pug/ml
baicalin kezelés a 8-OHAG mennyiségének novekedését (p = 0,005; p = 0,004) okozta (10/c
abra).
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DON kezelés. DON2+BAIS: 2 ug/ml koncentracidjit DON és 5 ug/ml BAI kezelés;, DON2+BAILS5: 2 ug/ml
koncentracioju DON és 15 ug/ml BAI kezelés, DON2+BAI45: 2 ug/ml koncentrdcioju DON és 45 ug/ml BAI
kezelés. DON20+BAIS: 20 pg/ml koncentrdcioju DON és 5 ug/ml BAI kezelés, DON20+BAIIS: 20 ug/ml

koncentraciojuu DON és 15 ug/ml BAI kezelés; DON20+DON45: 20 ug/ml koncentracioju DON és 45 ug/ml BAI
kezelés. * < 0,05; ** < 0,01; ***p < 0,001.
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Megbeszélés

A DON egy trichotechénvazas mikotoxin, amelyet a Fusarium gombafajok allitanak el6
masodlagos anyagcseretermékként. A globalis felmelegedés hatasasra az elmult évtizedben a
takarmanyokban egyre nagyobb mértékben fordul el6 DON szennyezettség. F6 sejtszintli
hatasai kozé tartozik a ROS termel6dés serkentése, mellyel az oxidativ homeosztazis
felborulasat és a sejtmembranok karsodasat idézi eld, valamint gyulladasos folyamatokat indit
el. Nagyobb koncentracioban, hosszu idon keresztiil fogyasztott szennyezett takarmany olyan
korképeket idézhet eld, mint az étvagytalansag, a fejlddésben vald elmaradas, a szaporodasi
képesség csokkenése és immunszupressszio, melynek kovetkeztében novekszik a kiilonb6zo
megbetegedésekre valo fogékonysag is [5, 13].

A baicalin és aglikonja, a baicalein egy flavonoid, amely a bajkali csucsoka (Scutellaria
baicalensis) gyokerében talalhato meg. Tobb tanulmany is foglalkozott a baicalin védo
tulajdonsagaival, és beszamoltak mar antioxidans, antimikrobialis, immunprotektiv,
gyulladascsokkentd, valamint rakellenes hatasarol is [27].

A Kisérletinkhoz sziikséges majsejtkulturakat magneses 3D bioprinting modszerrel hoztuk
létre. Az alkalmazott modszer sordn a sejteket magneses nanorészecsékkel magnetizaltuk,
melyek aranybol, vas-oxidbdl és poli-L-lizinbdl allnak. Ezek a részecskék kapcsolodtak a sejtek
membranjahoz, melyek ezek utan szferoidokba rendezddtek. A sejttenyészetekben a
hepatocitak és NP sejtek 6:1 aranyban voltak jelen. A 3D tenyészetek jobban tudjak imitalni az
in vivo kornyezetet, mivel a sejtek tobb rétegben nének és kialakulnak a sejtek kozotti és a sejt
és extracellularis matrix (ECM) kozotti kapesolatok is, amely tulajdonsagok révén pontosabb
informaciot kaphatunk a sejtek kozotti kolesonhatasokrol [31].

A DON és a baicalin életképességre gyakorolt hatasat CCK-8 teszttel mértiink 24 és 48 ora
kezelés utan. A kontroll csoporthoz viszonyitva a DON-nal kezelt kultaraban szignifikéns
csokkenést, mig mindharom baicalin hatasara szignifikans emelkedést tapasztaltunk. Emellett
mindegyik DON kezelés mellett az 6sszes baicalin novelni tudta a sejtek életképességét. Ezen
eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a baicalin pozitiv, mig a DON negativ hatassal volt a
sejtek életképességére [36, 37].A DON f6 hatasat a fehérjeszintézis gatlasan keresztiil fejti ki,
amellyel képes csokkenteni a sejtek katabolikus folyamatait, ezaltal energiahianyos allapotot
idéz el6 [34]. Ez 6sszhangban van korabbi eredményekkel, ahol a sejtek életképességét a DON
dozisfiiggd modon csokkentette, tobbek kozott szarvasmarha emléhamsejtekben, malac
idegsejtekben, csirke 1ép limfocitakban vagy csirkeembrid fibroblasztokban [38].Ez a hatas

azonban nem bizonyult citotoxikusnak, mivel a sejtek életképességének csokkenése atlagosan
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10%-nal kisebb volt. Korabbi kisérleteinkben egy masik trichotecénvazas mikotoxint, a T-2-
toxint vizsgaltuk ugyanezen sejtkultira modellen, amely egy sokkal erételjesebb csokkentd
hatast fejtett ki a sejtek életképességére (atlagosan 25%), de ez sem szamitott citotoxikusnak
[34, 36]. 48 ora utan a baicalin tovabbra is életképességet noveld hatast fejtett ki. Tovabba, a
utalhat. Ez azt jelenti, hogy a sejtek képesek voltak regeneralodni a hosszabb expozicidt
kovetden, ami el6nyds, mivel javithatja a sejtek reagalasat kiillonb6z6 stresszorokra [39].

Az LDH aktivitasa alapjan a sejtkarosodas mértékét vizsgaltuk. Az LDH egy citoplazmatikus
enzim, amely a sejtmembran karosodasakor kiszabadul a sejtekbdl és szintje emelkedik a
tapfolyadékban. A 24 6ras kezelés soran a csak baicalinnal kezelt tenyészetek esetében az LDH
koncentracié szignifikansan csokkent, valamint a legmagasabb DON kezelés hatasara
emelkedett, mely novekedést azonban a legmagasabb baicalin mérsékelni tudott. Ezek az
eredmények Osszhangban vannak a korabbi eredményekkel, ahol a DON hatésasra emelkedett
extracellularis LDH aktivitasa, mig a baicalin azt csokkentette. Liao és mtsai altal végzett
vizsgalatban a baicalin bélvédé hatasat vizsgaltak DON-kezelt malacokban. Ebben a
Kisérletben azt tapasztaltak, hogy a DON-nal szennyezett takarmanyt fogyaszté allatok szérum
LDH aktivitasa szignifikdnsan megndvekedett, amit aztan a baicalin képes volt mérsékelni [40].
48 ora elteltével azonban mindkét DON csokkentette az LDH enzim aktivitasat, illetve az
alacsonyabb DON-nal kezelt sejtekben a legmagasabb baicalin hatasara tovabbi csokkenést
tapasztaltunk. Ez arra utalhat, hogy 48 6ra DON expozicid utan beindultak a sejtekben bizonyos
védémechanizmusok, tobbek kozott az autofagia, amely soran a karosodott sejtorganellumok
eltavolitasa torténik. Ezekkel a folyamatokkal a sejtek kompenzaljak a kedvezétlen hatasokat,
¢és igyekeznek helyreallitani a homeosztazist [34, 36].

Az antioxidans valaszban szerepet jatszo6 NRF-2 mennyisége csokkent a legmagasabb baicalin
koncentracio6 hatasara, mig a magasabb DON hatasara ndvekedett 24 6ras inkubaciot kovetéen
a kezeletlen sejtekhez képest. Ez arra utalhat, hogy a DON altal kivaltott oxidativ stressz a
sejtekben védekez6 folyamatokat inditott be, ami az NRF-2 szintjének novekedését
eredményezte. Ugyanakkor, a baicalin antioxidans hatasa érvényesiilt, és dnmagaban segitette
az oxidativ homeosztazis fenntartasat, ami az NRF-2 csokkenését eredményezte. Az
alacsonyabb DON kezelésnél a kozepes baicalin csokkentette az NRF-2 mennyiségét a
tapfolyadékban, igy az valdsziniileg antioxidans hatast fejtett ki a sejtekben. Erdekes modon
azonban ezt a hatast nem tapasztaltuk a legmagasabb baicalinnal kezelt sejtek esetében. Erre az
ugynevezett nem monoton dozis-valasz (NMDR) lehet a magyarazat. Az alaphipotézis szerint

a dozisvalaszok (DR) dozisfliggé monotonitast mutatnak. NMDR esetén azonban a DR gorbe
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iranya bizonyos dozisok hatasara megvaltozik, de az ehhez vezetd konkrét feltételek még nem
ismertek [41, 42]. Ugyanakkor, magasabb DON kezelés mellett a kdzepes és a legmagasabb
baicalin koncentracio is csokkentd, tehat antioxidans hatast fejtett ki. A DR ebben az esetben
monotonitast mutatott. Ezzel szemben 48 ora inkubacié utan az NRF-2 szintjében nem volt
szignifikans valtozas egyik kezelés hatasara sem. Ez megfelel a fent emlitett hipotézisnek,
miszerint sejtek alkalmazkodtak a kezelésekhez és helyreallt a sejtek homeosztazisa.

A 8-OHdG a DNS oxidaciojanak egyik f6 terméke, melyet kisérletiink soran az oxidativ stressz
biomarkereként vizsgaltunk 48 6ra inkubacids id6 utan a sejtlizatumbol. A baicalin kezelés
hatasara csokkent a 8-OHdG szintje a kontroll csoporthoz képest, melybdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a BAI antioxidans hatdsa kifejez6dott. Azonban a két kiilonb6zé DON
koncentracioval kezelt sejttenyészetekben szintén csokkent a 8-OHAG mennyisége. Ez arra
utalhat, hogy a sejtekben aktivalodtak a fentebb emlitett kiilonb6zé védelmi mechanizmusok
[34, 36].Emellett a magasabb DON-nal kezelt kultaraknal a legalacsonyabb ¢és a legmagasabb
szintén magyarazhatdé az NMDR elmélettel. A baicalin noveld hatasa emellett esetlegesen
utalhat a flavonoidok kettds, antioxidans és prooxidans tulajdonsagara is [43].A prooxidans
hatas miatt ezen vegyiiletek képesek oxidativ karosodast okozni a lipidekben, fehérjékben és a
DNS-ben is. A flavonoidok prooxidans tulajdonsaga valdsziniileg koncentracio- és
szerkezetfiiggd. Elézéekben leirtak mar, hogy a glikozilacio szamos flavonoid in vitro
antioxidans aktivitasat csokkentheti a megfelel6 aglikonhoz képest [44]. A baicalin Jurkat
sejtekben kifejtett citotoxikus hatasat is leirtak, melynek sordan serkentette a ROS-termelést,
amely a mitokondrialis Utvonalon keresztiil kaszpaz-3 aktivaciot és apoptozist indukalt
[43].Tovabba, Yen ¢és mtsai megfigyelték, hogy kiilonbozé flavonoid vegyiiletek
koncentraciofiiggd modon  képesek voltak a DNS-ben szalszakadasokat indukalni [45].
Hasonl6 koncentraciofiiggd prooxidans és DNS-karositd hatasokat figyeltek meg patkanyma;-
mikroszémakban és emberi leukocitakban is [46].

Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy a DON negativ hatassal volt a sejtekre, csokkentette
azok metabolikus aktivitasat, karositotta a sejtmembranokat, ¢és oxidativ folyamatok
beindulasat idézte eld. Az elobb emlitett negativ hatasokat azonban a kiilonbozo baicalin
koncentraciok képesek voltak mérsékelni. A hosszabb kitettség utan a sejtekben valdsziniileg
beindultak kiilonb6z6 védekez6 mechanizmusok, melyekkel a sejtek igyekeztek visszaallitani
homeosztazisukat. Emellett a hosszabb kezelési id6 utan a baicalin prooxidans hatasat is

megfigyeltilk. Mindezek alapjan elmondhat6, hogy a baicalin megfelelé koncentracioban
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alkalmas lehet, mint potencialis takarmanykiegészitd a mikotoxinokkal szembeni védekezés

soran. Azonban_ennek alatamasztasahoz tovabbi in vivo vizsgalatok sziikségesek.
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Osszefoglalas

A mikotoxinok a gombdk masodlagos anyagcseretermékei, melyek koziil kiemelten fontos a
Fusarium fajok altal termelt dezoxinivalenol (DON). Elfogyasztasa koncentraciotol, illetve
1d6tol fliggden citotoxicitdssal, immuntoxicitassal és a reprodukcios képesség csokkenésével
jarhat. Ezen karos hatasok megel6zése céljabdl fontos olyan vegyiiletetek vizsgalata, amelyek
képesek mérsékelni a toxinnal szennyezett takarmany elfogyasztasa utan jelentkezd tiineteket.
Ilyen vegyiilet lehet a baicalin (BAI), mely a Scutellaria baicalensis gyokerében talalhatoé meg.
TDK munkdm soran a DON oxidativ folyamatokra gyakorolt, illetve a BAI védd hatasasat
vizsgaltuk csirke eredeti 3D majsejttenyészeteken. A sejteket két DON (2 €s 20 ug/ml= DON2
¢s DON20), harom BAI (5, 15 és 45 ng/mlI=BAIS5, BAI15 és BAI45) koncentracioval kezeltiik
24 és 48 oran keresztiil. A sejtek metabolikus aktivitasait CCK-8 modszerrel, a sejtkarosodas
mértékét pedig a laktat-dehidrogenaz (LDH)-extracellularis aktivitdsanak mérésével hataroztuk
meg, amely eredményekbdl a sejtek ¢letképességére lehet kovetkeztetni. A nuklearis faktor
eritroid-2-hez kapcsolodo faktor 2 (NRF-2) és a 8-hidroxi-dezoxi-guanozin (8-OHdG)
mennyiségének mérésével pedig az oxidativ homeosztazis allapotat vizsgaltuk.

24 6ra utan a sejtek €letképessége novekedett a kontrollhoz képest a BAI, illetve a kombinacios
kezeléseket kdvetden is, mig a DON a sejtek ¢életképességének csokkenését eredményezte. 48
ora elteltével a BAIS ¢és a BAI45 hatasara életképesség novekedést tapasztaltunk, illetve
mindharom koncentracioji BAI kezelés DON-nal egyiittesen alkalmazva novelte a sejtek
¢letképességét. A 24 ords inkubéacid sordn a BAI kezelések csokkentették az LDH aktivitast,
mig a DON20 novelte azt, mely novekedést a BAI45 mérsékelt. 48 ora utan azonban mindk ét
alkalmazott DON koncentracidé csOkkentette az LDH enzim aktivitasat, illetve a DON2-vel
kezelt sejtekben a BAI45 hatasara tovabbi csokkenést tapasztaltunk. Az NRF-2 szintje 24 ora
elteltével a BAI45 hatasara csokkent, mig a DON20 kezelés hatdsara novekedett. Tovabba, a
DON2-vel kezelt tenyészetekben a BAI1S, mig a DON20-al kezelt sejtekben a BAILS és a
BAI45 csokkentette az NRF-2 szintet. A 8-OHdG mennyisége 48 6ra utan mindkét DON
koncentracié hatasara csokkent, mig a BAI45 kezelés novekedést eredményezett. Emellett a
DONZ20-al kezelt kultardknal a BAI5 és a BAI45 a 8§-OHdG mennyiségének novekedését
okozta.

Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy a DON csokkentette a sejtek ¢letképességét, de ez a
hatas nem volt citotoxikus, és a BAI hozziadasa képes volt ezt a csokkenést mérsékelni. A
DON negativ hatasat a sejtek oxidativ allapotanak befolyasolasan keresztiil fejtette ki, mellyel

szemben a BAI antioxidans tulajdonsaga érvényesiilt, azonban a 48 oras inkubaciot kdvetden a
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BALI esetében prooxidans hatast is tapasztaltunk. Emellett eredményeink alapjan feltételezziik,
a hosszabb kitettséget kovetden a sejtekben védekezd utvonalak aktivalodtak a homeosztazis

fenntartasa érdekében.
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Summary

Mycotoxins are secondary metabolites of fungi, of which deoxynivalenol (DON) produced by
several Fusarium species is of particular importance. Depending on the concentration and time
of consumption, they can cause cytotoxicity, immunotoxicity, and reproductive impairment. To
prevent these harmful effects, it is important to investigate compounds that can reduce the
symptoms after ingestion of feed contaminated with this toxin. One such compound is baicalin
(BAI), a compound found in the roots of Scutellaria baicalensis.

This study investigated the effects of DON and the protective activity of BAI on oxidative
processes in 3D liver cell cultures of chicken origin. Cells were treated with two concentrations
of DON (2 and 20 ug/ml= DON2 and DONZ20),three concentrations of BAI (5, 15 and 45
ug/ml=BAI5, BAI15 és BAI45), and the combinations of these concentrations (DON+BAl) for
24 and 48 hours. The metabolic activity of the cells was determined by CCK-8 method, and the
cell damage was evaluated by measuring the extracellular activity of the lactate dehydrogenase
(LDH), which results indicate the viability of cells The status of oxidative homeostasis was
assessed by measuring the amount of nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (NRF-2) and 8-
hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG).

After 24 h, cell viability was increased by all applied BAI concentrations and by the
combination treatments, whereas the two types of DON treatment resulted in a decrease. After
48 hours, an increase was observed in the case of the BAI5 and BAI45, and all three BAI when
used in combination with DON. During the 24 h incubation, BAI treatments reduced the LDH
activity, while the DON20 increased it, which was moderated by theBAI45. In contrast, after
48 h both DON concentrations lowered the LDH activity, and a further decrease was observed
in cells treated with the DON2 combined with BAI45. After 24 h, NRF-2 levels were reduced
by the BAI45 and increased in response to DONZ20. Furthermore, in cultures treated with
DON2, BAI15 reduced NRF-2 levels, whereas in cells treated with DON20, BAI15 and BAI45
treatments decreased its amount. The levels of 8-OHdJG was decreased after 48 h by both DON
concentrations, while they were increased by BAI45. In addition, in the cultures treated with
DON20 combined BAI5 and BAI45, also an increase was observed.

These results suggest that DON reduced cellular viability, but this effect was not cytotoxic and
could be mitigated by BAI. DON exerted its negative effects by affecting the oxidative state of
the cells, against which the antioxidant property of BAI was dominated. However, after 48 h of

incubation, a prooxidant effect of the BAI was also observed. Moreover, it is likely that after
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prolonged exposure, protective pathways in cells were activated to maintain the cellular

homeostasis.
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