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1. Bevezetés

A human taplalkozasban és a gazdasagi allatok takarmanyozéasaban is nagy szerepet
jatszik a beltartalom. Azonban a makro- (pl: fehérje, rost, zsir) és mikro mennyiségben (pl:
vitamin, asvanyi anyag) jelenlévd taplaloanyagok mellett veszélyt jelenthetnek a kiilonbozo
szennyezOanyagok. Ezek az anyagok kiilonb6z6 hatdssal birhatnak kézvetve vagy kozvetleniil

a takarmany-alkotokra €s az éllat szervezetére.

Az élelmiszer- és takarmanybiztonsag, annak a biztositdsa, hogy az élelmiszer vagy a
takarmany nem okoz egészségartalmat, kifejezetten fontos és aktualis téma. Hiszen a
kiilonboz6 szennyezbanyagok nagy kartételt jelenthetnek és sok esetben egészségkarositd

hatassal is birhatnak. Ilyen szennyez6 anyagok a mikotoxinok is.

Az allat-egészségiligyi szempontbol fontos mikotoxinok meghatarozott koriilmények
kozott szinte kivétel nélkiil termeléscsokkenést okoznak kisebb vagy nagyobb mértékben,
illetve hozzajarulnak egyes betegségek vagy hianytiinetek kialakulasahoz. A gyakorlatban
eléforduld dozisok legtobbszor nem okoznak klinikai tiineteket, makroszkopos koérbonctani
elvaltozasokat, amelyek alapjan egyértelmiien meghatarozhato lenne szerepiik. Azonban a
szemmel nem lathatd kartételiikk kiilonbozd épitdelemekre, mint példaul a DNS, is kiterjed.
Tobbek kozott ezért is van sziikség megfelelden érzékeny, pontos, alacsony detektalhatosagi

érteken méré modszerekre ezen szennyezdanyagok kimutatasara.

Nem szabad figyelmen kiviil hagyni a toxikus anyagok taplaléklancba valo bejutéasat,
illetve aramléasat. A mikotoxinok esetében a talaj szennyezddése a novényzet szennyezddését
okozhatja. Ezt kovetden szennyezett novényi élelmiszer képzodik, ami vagy kozvetleniil jut
az emberekhez, vagy kozvetve az allati eredetii élelmiszereken keresztiil, hiszen a szennyezett
¢lelmiszer mellett a szennyezett takarmany is problémat okoz, amit a kiilonb6z6 gazdasagi
allatfajok elfogyasztanak, majd toxin felhalmozodas torténhet egyes szoveteikben,
szerveikben. Ezen allatokbol késziilt allati eredetli é€lelmiszert elfogyasztva az emberi

szervezet Ujabb veszélynek lehet kitéve (Kovacs 2012).

Ez utobbi torténhet ugy, hogy a toxinnal vald kitettség rejtve marad, mivel az
allatokon kifejezett tiinet nem mutatkozik és a vagohidi mindsitésben sem mutatkozik kirivod
mindségbeli csokkenés. Igy a toxinnal szennyezett allati eredetii élelmiszer valtozatlanul a
fogyasztokhoz keriil. Mivel a penészgombak &ltal termelt mikotoxinok tobbségében zsirban

oldodoak, igy a tojas képzddése soran a lipoproteinekkel egyiitt a tojasba is atkeriilhetnek.
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Szerencsére a tojasban vald megjelenése ritkanak mondhat6, ami a tojotyukok metabolikus

rendszerével magyarazhatd (Mézes 2008).

A T-2 toxinnal kapcsolatos tobb évtizedes kutatasok eredményeként széles korti
ismeretanyaggal rendelkeziink e mikotoxin sejtszinten és a teljes szervezet vonatkozasaban
kifejtett karos hatasait illetéen. Azonban nem egységes a kép a T-2 toxin DNS karosito

hatasaval kapcsolatban.

Genetikai anyagunk a legjobb koriilmények esetében is folytonosan ki van téve karos
behatdsoknak. A DNS karosodasnak szamos forméjat ismerjiik, mint az egy vagy mindkét
szal torése, dimerek képzoédése vagy strukturalis valtozasok. Szamos javitd mechanizmus
létezik ezen negativ folyamatok ellensiilyozasara. Am, ha a DNS kérosodas felhalmozodik a
javitdo mechanizmusok elégtelen miikodése kovetkeztében vagy hianyaban, akkor a sejtben az
apoptozis folyamata jatszodhat le. Néhany évtized leforgasa alatt szamos moédszer latott
napvilagot, mellyel a DNS karosodast, annak mértékét kivanjak meghatarozni kiilonbdzo
szervezetekben, szovetekben. Igy érthetd, hogy sziikség van a meglévé modszerek
tokéletesitésére, minél tobb mintan és tesztorganizmusra elvégezhetdve tételére, kiillonbozo

detektalasi mdodszerek kombinalasara.



1.1 Célkitiuzések

Szamos kérdés meriilhet fel a tovabbiakban a T-2 toxinnal kapcsolatban, amibdl egy

apro szeletet igyekeztlink feltarni.

v' Célunk volt megvizsgdlni, hogy a comet modszer alkalmazhato-e
brojlercsirkék méjanak vizsgalatakor a T-2 toxin kéaros hatdsainak felderitése
céljabol.

v Célunk volt megvizsgalni, hogy a T-2 toxin brojlercsirkék esetében okoz-e
olyan mértékii és tipusu sejtszinti DNS karosodast, amit comet assay
modszerrel is vizsgalni lehet.

v’ Ezzel parhuzamosan vizsgalat targyat képezte, hogy a T-2 toxin dézisfiiggd
moédon egyre sulyosabb kérosodast okoz-e ¢€s ezen karosodasok milyen
mértékiek.

v’ Vizsgaltuk tovabba, hogy a T-2 toxin okozta karosodasok mértékét
fokhagymaolaj adagolasaval mérsékelni lehet-e, s ha igen, akkor milyen

mértékben.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Mikotoxinok a takarmanyban

A mikotoxinok a gombak természetes termékei, melyek toxikus hatast valtanak ki
magasabb rendii gerincesekben vagy mas allatokban, ha azokat természetes uton felveszik
(Bennett 1987) Ezek a toxinok a penészgombaknak a masodlagos anyagcseretermékei
(Balogh et al.et al. 2013). A masodlagos anyagcseretermékek (metabolitok) altalaban 1500
ate-nél kisebb molekulatomegiiek, specifikusak, kisebb-nagyobb rendszertani egységekre
jellemzdek. Nem sziikségesek a novekedéshez és az alapvetd életfolyamatokhoz, de elényt
biztositanak a kornyezetbe vald beilleszkedéshez (httpl, http2). Nem minden penészgomba
termel mikotoxinokat, ilyenek az atotikus fajok. A toxinogén fajokat is megkiilonboztetjiik
toxintermelés szempontjabol (Balogh et al. 2013 ). A toxinok kémiailag eltéréek, azaz sokféle
kémiai szerkezettel birnak, stabilak, de kiilonb6z6 toxikoldgiai tulajdonsaggal rendelkeznek,
igy hatasuk, kartételiik és az okozott klinikai tiinetiik is szerteagazd (Weber et al. 2005,
Horvatovich et al. 2013).

A penészgombdk egy része a termoteriileten (szant6foldi penészek), masik része a
tarolds soran (raktari penészek) fertdzhetik a takarmanynovényeket, a takarmany
alapanyagokat és az alomanyagként felhasznalt szalmakat (Mézes 2006). Ezaltal csokkentik a
névényi eredetli takarmanyok mindségét, taplaloértékét, ami negativ hatassal van az azt
fogyasztd gazdasagi allatok egészségére, igy teljesitoképességére. A penészgombak
megjelenésével jellemzéve valik a takarmdny visszautasitds, a taplaléanyagok
emészthetdségének ¢és felszivodasanak csokkenése, a bélcsatorna gyulladasos folyamatai, az
ellenallo-képesség csokkenése (Weber et al. 2005, Balogh et al. 2013). Az igy kialakuld
termeléscsokkenés lehet a mikotoxikozis egyik jele is (Balogh et al. 2013).

A raktarakban el6forduld penészgombdk, illetve azok mikotoxinjai jelentOsen
csokkentik a tarolt gabona taplaloanyag-tartalmat. Ez az egészségkarositd hatas mellett a
masik jelentés kartételnek tekinthetd (Dobolyi et al. 2011). A fentiek értelmében a
mikotoxinok gazdasagi kart képesek eredményezni (Osselaere et al. 2013a).



Eddigi ismereteink szerint a mikotoxinok citotoxikusak, nephrotoxikusak,
neurotoxikusak, karcinogének, mutagének, immunszuppresszivek és 0Osztrogénszerii

hatasokkal is birnak (Horvatovich et al. 2013).

A mikotoxinok altalaban kis mennyiségben fordulnak eld, onmagukban ritkan
okoznak jol koriil irhaté klinikai tiineteket (Wyatt 2005). Am szamos esetben okai emberi és
allati betegségeknek, akar a haldlnak is (Thompson — Wannemacher 1990). Tébb mikotoxin
jelentds problémdkat okozhat a toxikus hatasaik kozott jelentkezd interakcio révén (Wyatt

2005).

Ha mikotoxikdzis veszélye all fent, akkor tisztaban kell lenni az dllomanyban észlelt
klinikai tiinetekkel, a korbonctani leletek eredményeivel, a szennyezett takarmany etetésének
hosszaval, termelési és szaporoddsbioldgiai adatokkal és az esetleges mikrobioldgiai
eredményekkel. A takarméanyvizsgalat minden esetben olyan kisegitd eszkozt jelent, amely
pontosithatja, magyarazhatja a probléma meghatarozasat az egyéb adatokkal egyiitt. Ezen
adatok birtokaban lehet a mikotoxin, adott esetben a T-2 toxin oki szerepét felderiteni (Rafai —

Kovacs 2009).

A takarméanyokban ¢€s ¢lelmiszerekben talalhatdé mikotoxin tartalom fetisizalasanak
elkertilésének érdekében szakértoknek, gazdaknak és allatorvosoknak egyarant tisztaban kell
lenni a hatarértékekkel és a mikotoxikézis kialakuldsdnak eldfeltételeivel. Mikotoxikozis
kialakuldsara akkor lehet els6sorban szamitani, ha az allatadlloméannyal etetett takarmanyban
egy vagy egy idében tobb mikotoxin is megtalalhaté a megfeleld koncentracidoban. E mellett a
szennyezett takarmanyt kelléen hosszu ideig etetik az adott mikotoxin-(ok)ra érzékeny
allatokkal. Természetesen fontos szem el6tt tartani az egyedi és dlloméany szintli érzékenység

lehetdségét és az etetés idGtartamat.

Tekintettel a hatarérték koncentraciok kialakitdsanak bizonytalansagaira, az
ajanlasokban megfogalmazott értékeket nagyon kritikusan, fenntartasokkal kell kezelni (Rafali
— Kovacs 2009).

A hatarértékek kiemelt szerepet toltenek be az élelmiszer- és takarmanybiztonsag
témakorében. Az Eurdpai Unidban mar meghatiroztak ajanlott maximalis hatarértékeket
¢lelmiszerekre és takarmanyokra vonatkozodan: aflatoxin B1 2 ppb, patulin 50 ppb, DON 1200
ppb, zearalenon 100 ppb, T-2 toxin 300 ppb (Weber et al. 2005). 2006-ban a takarmanyok
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mikotoxin szennyezettségére vonatkozoan az Eurdpai Unid csak ajanlast tett kozzé az
576/2006/EK rendeletben. (Mézes 2008). Az 574/2011/EK rendelet tartalmazza a takarmany
alapanyagok ¢és takarményok maximalis aflatoxin B; ajanlott tartalmat, amely példaul
baromfinak szant takarmanykeverék esetében 5 ug/kg (httpl2). Ezt kovetéen a T-2 és a HT-2
gabonafélékben és gabonatermékekben valo jelenlétérdl 165/2013/EU rendeletben egy ujabb
ajanlast adott ki az Eurdpai Bizottsag. A T-2 és a HT-2 toxin egylittes mennyiségét tobbek
kozott a teljes értékli takarmanyokban (macska kivételével) is meghataroztak 250 pg/kg
mennyiségben (http9).

Természetesen Magyarorszagon is tortént allasfoglalds a mikotoxinokat érintden az
MTA Allatorvos-tudomaényi Bizottsaga altal (Rafai — Mészaros 1998, Rafai — Kovacs 2009).
A takarmanykeverékekben ¢s a takarmany alapanyagokban még megengedheté mikotoxin
értékeket Magyarorszagon a 44/2003. (IV. 26.) FVM rendelet szabalyozza (Rafai — Kovacs
2009).

2.1.1. T-2 mikotoxin

A T-2 toxin (4 B, 15 diacetoxi — 8 a (3 metilbutiriloxi) 3 o hidroxi 12, 13 —
epoxitrichitec — 9 - én) (1. kép) az A tipust trichotecénvazas vegyiiletek csaladjaba tartozo
mikotoxin tobbek kozott a dezoxinivalenol (DON) és a nivalenol mellett (Shokri et al. 2000,
Weber et al. 2005, Somosk®di et al. 2012, Zhuang et al. 2013). Ezekre a toxinokra, igy a T-2

toxinra jellemz6, hogy a 12,13 — epoxid gytrii felelds elsddlegesen a toxicitasért (Varga —
To6th 2005).

A trichotecének jellemzden zsiroldékony vegyiiletek, igy konnyedén képesek bejutni a
sejtbe (Somoskdi et al. 2012). Gyakran és nagy mennyiségben talalhatdbak meg gabonafélék
magjaban. Leginkabb a mérsékelt égovon fellelheté Fusarium nemzetségbe tartozo nektrotrof
polifag fitopatogén penészgombak (elsésorban az F. sporotrichoides, F. poae és F.

graminearum) termelik a T-2 toxint (Somoskéi et al. 2012, Balogh et al. 2013).

Ezek a penészgomba fajok a szant6f6ldon, de a tarolas soran is szennyezhetik a gabonat.
A toxinjaik tobbsége pedig ellendll a hagyomanyos élelmiszer- és takarmany-eldallitasi
folyamatok soran alkalmazott kezeléseknek, igy azok jelenléte kimutathaté az allati

takarmanyokban és akar alapveté emberi élelmiszerekben is (Somoskdi et al. 2012).



1. kép: A T-2 toxin szerkezete (httpl1)

Altalanossagban elmondhaté, hogy a toxin egy része érintetleniil athalad a bélcsévon,
majd a bélsarral kitiriil a szervezetbol. A felszivodas elsésorban a vékonybélbdl torténik, majd
a portalis keringéssel a majba jut. Onnan részben metabolizalédva az epén at visszajuthat a
bélcsObe vagy a vérkeringésbe jut. A vérkeringés altal az izmokba, tejbe, tojasba keriilhet,

illetve a vizeletbe a vesén keresztiil (Balogh et al. 2013).

A T-2 toxin a legtoxikusabbnak itélt trichotecénvazas mikotoxin, kiemelend6 az akut
toxikussaga (Hafner et al. 2011, Osselaere et al. 2013b). A Nemzeti Rakkutaté Ugynokég
(IARC) 3-as kategériaba sorolta a T-2 mikotoxint, e szerint human karcinogenitas
szempontjabol nem besorolhaté anyag (http8). Kiilonb6zd allatfajokat tekintve a baromfik

kevésbé érzékenyeknek mondhatdak a trichotecénekkel szemben (Franki¢ et al. 2006).

Hazéankban legjellemzdbben tomeg- ¢€s, abraktakarmanyoknal a Fusarium gombak altal

termelt mikotoxinok koziil a DON mellett a T-2 toxin jelent problémat (Mézes 2006).

2.1.1.1. A T-2 toxin hatasai

A toxinnak szdmos kéros hatasa keriilt eddig kimutatasra. Ezek kozott megemlithetd
az apoptozis-indukcio, a sejtek novekedésének gatlasa, a fehérjeszintézis gatldsa, az
immunszuppresszio, valamint a szaporodasbiologiai zavarok, szabadgyokképzdodés fokozasa
(Chen et al. 2008, Horvatovich et al. 2013, Zhuang et al. 2013). Foetotoxikus, képes athatolni
a placentan, igy a fejlddé magzatot is karosithatja, gatolja a korai fejlédését, igy korai

elhalashoz vagy rejtett embriofelszivodashoz vezet.



T-2 toxinnal szennyezett gabona fogyasztasa utdn hanyast, hasmenést €s borirritaciot
figyeltek meg mind haszonallatokon, mind embereken (Horvatovich et al. 2013, Zhuang et al.
2013).

Egereken végzett vizsgalat kimutatta, hogy a toxin a thymus sorvadasat, az
idegrendszer fejlodésének visszamaradasat, a csontosodas részleges hianyat, valamint egyes

csontok hianyat idézi el6 a magzatokban (Nelson et al. 1994, Somoskdi et al. 2012).

Mint trichotecén vazas vegyiilet zsiroldékony, konnyen bejut a sejtbe, majd peptidil-
transzferazhoz kotédik (Somoskéi et al. 2012, Somoskdi et al. 2014). Kimondottan nagy
affinitast mutat a transzpeptidazokkal szemben, melyek a riboszoma egyik fontos alegységét
alkotjak. Igy gatolja a fehérje-, kozvetve pedig a DNS- és az RNS-szintézist (Thompson —
Wannemacher 1990, Somoskéi et al. 2012, Zhuang et al. 2013, Somoskdéi et al. 2014). Am a
genotoxikus voltat még teljes egészében nem igazoltak, illetve kérdéses, hogy hogyan is
képes DNS karosodast okozni (Franki¢ et al. 2006, Hafner et al. 2012, Horvatovich et al.
2013).

A T-2 toxinnal szennyezett takarmany etetés utan Franki¢ és munkatarsai (2006)
szignifikans kiilonbséget mértek iistokos farkaban talalhatdé DNS %-kal kapcsolatban a
kontroll és a kisérleti csoport kdzott broiler csirkéknél. Ezt megelézve mar napvilagot latott az
az eredmény is, miszerint a T-2 patkanyokban (méjukat vizsgalva) is okoz DNS karosodast

(Rizzo et al. 1998).

Sertés limfocitakon végzett kisérletben a T-2 mikotoxin a 1 pM mennyiség esetében a
4-es kategoridba tartozo iistokosoket produalt 24 ora elteltével. A 42. orat kovetden mar a 0,1
uM koncentracioban is szignifikdns eredményeket produkalt a kontroll allatok értékeihez
viszonyitva. Minden esetben a dozis €és az 1d0 is meghatdrozo tényezonek bizonyult, koztiik

1év6 kapcesolat is szignifikans volt (Horvatovich et al. 2013).

Egyéb kutatasok szerint a T-2 toxin kartétele tobb modon torténhet: kromoszoma
aberracio, mikronukleusz-, illetve testvérkromatida-csere, nem tervezett DNS szintézis,

kromoszoma szaltérés, DNS-addukt képzddése altal (Hafner et al. 2011).

Tengerimalacokon meghatarozott szubkutan LD50 érték 1-2 mg/kg, inhalaciés LC50
érték pedig 5749 mg min/m®. Megéllapitasra keriilt az oralis LD50 érték is: 3,06 mg/kg
(Marrs et al. 1986).

Baknyulak esetében a T-2 0,1 és 0,2 mg/allat/nap ddzisban atmeneti csokkentette a

takarmanyfelvételt, a csoportok kozotti kiillonbség a 4. hétre sziint meg. Mindkét csoportban a
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spermamindségben kovetkezett be valtozas, foként az abnormalis sejtek szama novekedett
meg szignifikansan. A mar 0,1 mg T-2 toxinnal kezelt csoportnal enyhe hyperplasia volt
megfigyelhetd a Leydig-sejtekben. A 4 mg/allat/nap T-2 kezelés mar a 2. napra drasztikusan
csOkkentette a takarmanyfelvételt és ez a tendencia a toxin megvonasat kovetden két hétig allt
fenn. Ebben a csoportban 1év6 allatok testsulya és spermiumainak motilitdsa is elmaradt a

kontroll allatokéhoz viszonyitva (Rajli et al. 2011).

Tobbek kozott nyulfiokdkon is végeztek DNS karosodas mérésére iranyuld kisérletet,
amely 21 napig tartott. A kapott listokosok képét 5 kiilonallé kategoriaba osztottak. A 2
mg/kg T-2-t fogyasztott csoportban a legtobb {istokds az 1-es kategoriaba tartozott, de a skala
szignifikans kiilonbséget mutatott a kontroll csoporthoz képest, ami a nyulak érzékenységét

bizonyitja a T-2 toxinnal szemben (Hafner et al. 2012).

Patkanyokon zajlott kisérletben a T-2 toxin szubletdlisnak (0,75 mg/kg) tekintett
mennyisége 9 6ran beliil minimum 50%-al csokkentette a patkdnyok 6 kiilonb6z6 szovetében
a fehérje szintézisét. Az szennyezett takarmany etetése utan vizsgaltdk a szovetek
regeneralodasat. Azt tapasztaltak, hogy legrosszabban az izom és a szivizom regeneralodott 9

oOra intervallum alatt, mig szembet(ind javulast a vese mutatott.

A DNS szintézis gatlas kapcsan is hasonld tendencidkat mutattak ki, bar a szévetek
kozott nagyobb variancia volt kimutathat6 a fehérjeszintézis gatlasdhoz viszonyitva. Alacsony
toxin szint etetése utdn 9 oran beliil a kontrollhoz hasonld DNS szintézis szintet lehetett
kimutatni tobb szervnél is, tehat a regeneralodds gyorsnak mondhato a fehérjékhez képest.
(Thompson — Wannemacher 1990). Egérembriok esetében mar 1 ng/ml mennyiség csokkenti
a zigbtak fejlodeését, 2,5 ng/ml felett pedig a zigotak 2-sejtes allapotban rekednek meg 24 6ran
beliil, valdsziniisithetéen a mikrotubulusok felépiilésének géatlasan keresztil. A
mitokondriumok eloszlasat a mikotoxin megvaltoztatta, de a mitokondriumok aktivitdsa nem
tért el a kontrollhoz viszonyitva. A fejlodésiikben megrekedt embriokban kaszpéaz-3
felszabadulast detektaltak, ami apoptdzis indukcidra enged kovetkeztetni (Somoskéi et al.

2013, Somosk®i et al. 2014).

Human porcsejteken kisérletezve megallapitottak, hogy a T-2 apoptozis indukélasa
nagymértéki, a folyamat soran tobb fehérjét, faktort is befolyasol, mint példaul a Fas fehérjét,
Bcl-xL és Bax faktorokat (Chen et al. 2008). Egyéb in vitro vizsgalatok soran is
bebizonyosodott a toxin kaszpaz-3 aktivitasdnak serkentése, igy a T-2 toxin apoptdzis
indukal6 hatasa jobban valdszinisithetd, mint a nekrozisé (Zhuang et al. 2013).
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A spermiumokra, azok életképességére és motilitasara is hat. Sertések esetében 10 uM

mennyiség felett okozhatja ezen paraméterek csokkenését (Somoskai et al. 2014).

A T-2 toxin képes csokkenteni az egyes gydgykezelések hatasat, igy fejtve ki kdzvetett
negativ hatast (Rafai — Kovacs 2009).

A T-2 mikotoxin dozisdnak emelésével citotoxicitasa is nd, illetve az 1do
fiiggvényében is né a sejtek mortalitdsa. 8 ora elteltével szignifikans elvaltozasokat
tapasztaltak. A Hela, Bel-7402, és Chang majsejteken megallapitottak LC 50 értékét, ami
Hela sejteken 357 ng/ml, Bel-7402 sejteken 63 ng/ml és a Chang majsejtek esetében 412
ng/ml (Zhuang et al. 2013).

Az egyik legrégebben ismert tulajdonsaga a lipidperoxidacidé fokozasa, illetve az
okozott oxidativ stressz altal kivaltott programozott sejthalal indukalasa (Somoskdi et al.
2012). A T-2 toxin a glutation szintet csokkenti, mig a reaktiv oxigénformak mennyiségét
noveli, mely tényezdk szorosan Osszekapcsolddnak az oxidativ stressz, majd az apoptozis

kialakulasaval (Zhuang et al. 2013).

A 21 napos T-2 toxinnal torténd etetés utdn a GSH (glutation) szint mind a
vérplazmaban, mind vOrosvérsejt-hemolizatumban szignifikdns véaltozast mutatott az

alacsonyabb és magasabb toxin koncentracié mellett (Weber et al. 2009).

In vitro koriilmények kozott kimutattdk a toxin 1d6fiiggd hatasat, miszerint a kontroll
csoporthoz képest mar 12 ora utan szignifikdnsan csokkentette a GSH szintjét és idovel a
valtozas egyre nagyobb csokkenését tudtdk detektdlni. Hasonld tendencia mutatkozott a
malondialdehid (MDA) vizsgalatakor is (Zhuang et al. 2013). Az MDA a lipidperoxidacio
terméke, mely szintje megnovekszik, ha a sejtek oxidativ stressznek vannak kitéve (Mézes —

Matkovics 1986).

Mindharom sejtvonal vizsgalatakor (Hela, Bel-7402 és Chang majsejtek) az id6
fiiggvényében a T-2 toxin egyre novelte az MDA mennyiségét. E toxin a JunD fehérje (az
antioxiddns rendszer fontos tagja) szintjét is befolydsolja, igy teszi a sejteket még

sériilékenyebbé az oxidativ stresszel szemben (Zhuang et al. 2013).

A granulocitakra, monocitakra €s eritrocitakra is kartékonynak tekintik a T-2 toxint,

mint trichotecénes vegyiiletet (Shokri et al. 2000).

Az immunszuppressziv hatasat kimutattak mar in vitro €s in vivo koriilmények kozott

is (Thompson — Wannemacher 1990). A trichotecénvazas mikotoxinok, igy a T-2 is
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fogékonnya teszi a betegségekkel szemben az embereket és az allatokat egyarant. A T-2
toxinnal kezelt egerek fertézésekkel szemben érzékenyebbek a kontroll allatokhoz viszonyitva
(Tai — Pestka 1990). Ezen toxin tyGkok immunrendszerére is negativ hatassal van, mivel
egyebek mellett a csecsemOmirigy és a Bursa Fabricii sorvadasat okozza (Marrs et al. 1986).
Broiler csirkéknél kimutattak, hogy a T-2 toxin a T és B sejtek megjelenését csokkenti
(Frankic et al. 2006).

A toxin negativ hatdsaihoz tartozik még a majban lezajlé normal metabolizmus
megzavarasa €s a citokrom P450 enzimcsalad egyes tagjanak expresszidjanak gatlasa vagy
pont talszabalyozasa. Ezen paramétercket egereken, patkanyokon és malacokon tesztelték.
Ezeken feliil a multidrog rezisztens fehérjéket is alulszabalyozza az mRNS expresszidjan
keresztiil, ezt elsésorban méjban mutattak ki. Hasonlé eredményekrdl lehet beszamolni broiler
csirkék madjainak vizsgalatakor is. A citokrom P450 enzimcsalad tobb tagjdnak mRNS
expresszidjanak alulszabalyozasat mutattak ki (CYP1A4, CYP1AS5 ,CYP3A37) majban.
(Osselaere et al. 2013Db).

A T-2 toxin emberekben alimentaris toxikus aleukiat okoz, ami hatassal van tobbek
kozott az immunrendszerre is. A toxin csokkenti az ellenanyag termelését, a T-limfocita
szamot és a nyirokszovetek sulyat. Ezen negativ folyamatok hatterében is az apoptozis, azaz a
programozott sejthalal all, ami fontos szerepet tolt be az immunrendszer és a homeosztazis

fenntartasaban (Joffe 1983).

Broiler csirkéknél a toxinnal szennyezett takarmany hatasara lecsokkent a takarmany
fogyasztasa és a testtomeg gyarapodasuk sem érte el a kontroll csoportét, ezaltal komoly
gazdasagi kart képes okozni (Osselaere et al. 2013b). A patologias elvaltozasok koziil
leggyakrabban vérzéses és gyulladasos tiineteket lehet tapasztalni a broilerek vékonybelében,
illetve a szajliregben és nyelven 1éziok jelentkeznek (Weber et al. 2009; Osselaere et al.
2013a). T-2 toxinnal vald kronikus kitettség negativan befolyasolja a tojastermelést, igy
novelve a kialakuld gazdasagi karokat (Diaz et al. 1994). Kakasokkal folytatott vizsgalat
soran is kimutattdk a DNS toredezettségét a T-2 toxin 17 napig tartd etetését kovetéen
(Hafner et al. 2012).

Az altalanosan elfogadott NOAEL (No Observed Adverse Effect Level, azaz a
legnagyobb, karos hatassal még nem rendelkez6 dozis) baromfi esetében 0,5 mg T-2

toxin/takarmany kg (Osselaere et al. 2013b). Csirkéknél megallapitott LDsg értéke 5 mg/kg
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takarmany (Balogh et al. 2013). Osszehasonlitva mas 4llatfajokkal, elmondhatd, hogy a

baromfi fajok kevésbé érzékenyek a mikotoxinokkal szemben.

Toxikokinetikai vizsgalatok kimutattak broiler csirkéken, hogy a T-2 toxin gyors
eliminacios id6vel bir (3,9 = 0,98 perc), illetve, hogy igazan gyorsan metabolizalodik és a

kialakul6 metabolitjai sokkal polarisabbak, mint maga a toxin (Osselaere et al. 2013a).

2.2. A DNS Kkarosodas

A DNS (dezoxiribonukleinsav) nukleinbazisokbdl (adenin, citozin, guanin, timin),
bazisok sorrendje hordozza, mig a cukor- és foszfatrész strukturalis szerepet tolt be. A DNS
feladata nemcsak a genetikai informacié tarolasa, majd atadasa, hanem a rdla késziilt RNS
masolasanak irdnyitasa a transzkripcio soran. A messenger (hirvive) RNS (ribonukleinsav) a
fehérjeszintézishez sziikséges informéciot adja tovabb. A DNS kérosodésa tehat
nagymértékben befolyasolja a sejt vagy épp az egész szervezet életét (Balint 2000a).

A DNS bar stabil, de kiils6 hatdsokra mégis valtozik. Ezen valtozasok hatassal
lehetnek tobbek kozott a bazisokra és a cukor — foszfat gerincre (Béalint 2000b). Mutacionak
nevezzilk a sejt orokitbanyaganak a tartés megvaltozasat. E valtozas 1étrejohet spontan
moddon, kornyezeti hatasra, DNS-javitd mechanizmusok hibds miikodése miatt vagy
oroklottek is lehetnek (http5). A spontan mutaciok bekovetkezése véletlenszeril, gyakorisaga
alacsony, altala né a genetikai valtozékonysag, a mutansok némelyike tulélheti a valtozo
kornyezteti feltételeket, igy biztositva a faj fennmaradasat. Am letalis mutacid esetén a
homozigota ¢éldlény életét veszti. Indukalt mutaciok esetében a kivaltod tényezd lehet kémiai,
fizikai vagy biologiai. Ezen tényezdk jo része megtaldlhatd a kdrnyezetben: UV sugarzas,
gomba és novény anyagcsere — melléktermék, mesterséges mutagén, példaul a vinil — klorid
vagy a szafrol (Szabad 2006a).

A testidegen kémiai anyagokat mutagén hatdsuk alapjan két csoportba oszthatjuk.
Egyik csoportjuk a primér mutagének, tehat direkten hatdoak. A masik csoport a szekundér
mutagéneké, ezek masodlagosan, a szervezetben végbemend metabolizdcidé utan valnak
mutagénné. A mutagén vegyiileteket aszerint is lehet csoportokra osztani, hogy direkt vagyis

kozvetleniil vagy indirekt, azaz kdzvetetten hatnak a DNS-re.
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A mutaciokat kiilonféle modon kiilonithetjiik el. Beszélhetiink gametikus mutacioérol,
amely csak az ivarsejtekben okoz kérosodast, utddoknak tovabbadodnak a rendellenességek
vagy szomatikus mutaciérol, mely sordn az egyed testi sejtjeiben jon létre valtozas, ami nem
hat ki az utodokra.

Attol fiiggéen, hogy az 6roklédési anyag milyen szinten valtozik meg, beszélhetiink
genom-, kromoszdma-, gén-, pont-, és plazmonmutaciérol.

A szerkezeti kromoszoma-aberracid létrejohet torés, kicserélddés, athelyezddés,
gylriképzodés révén és jelentkezhet a kromoszoma egyik vagy mindkét karjan (Lehel —
Laczay 2011). A DNS - fonalak téves parosodasa tgynevezett extrahelikalis hurkok
képzddéséhez vezethet, melyek az egyik fonal térése nyoman jonnek létre. Ezen parosodas
replikacidkor olyan kettds spirdlis keletkezését eredményezi, amelyek egyikébdl egy vagy
n¢hdny bazispar hidnyzik, azaz delécio alakul ki. A mdsikba pedig egy vagy tobb bazispar
¢kelddhet be, tehat addicié alakul ki. Ezen valtozasok kovetkeztében a genetikai informécio
sorrendje tolodik el (Szabad 2006a). Az egyszali DNS — hiba bekdvetkezhet tovabba bazis
oxidacio, alkilacio vagy épp bazisok dsszekapcesolodasaval. A kettsszala DNS torése instabil
szabad DNS-végek képzO6dését okozhatja, ami eredményeként a sejtciklus megallhat,
apopto6zis mehet végbe vagy hibajavitas kovetkezik be (Gervai 2012).

A DNS - torésének szamos kovetkezménye lehet. Ilyen az inverzidk megjelenése,
azaz a bazisok hosszabb szekvencidja megfordul. Transzlokéacid esetében egyes DNS —
szakaszok helyezOdnek at tetszéleges helyekre. A reciprok transzlokaciok soran a
kromoszdmakészlet kolcsondsen kicserélddik. Az emlitett valtozasok nem feltétleniil jarnak
az orokitd anyag mennyiségi valtozasaval. Mennyiségi valtozast tobbek kozott a duplikacio
(meglev6 hosszabb szekvenciakkal torténd béviilés) alkalmaval torténnek (Szabad 2006a). A
szambeli valtozas tobbféle lehet. A meiotikus non — disjunctio (szét nem valds) soran a
normdl garnitira (euploid, 2n) megsokszorozodhat (poliploidia, 3n, 4n), a mitotikus non —
disjunctio esetében a garnitura kromoszomaallomanya csak néhany darabbal csokkenhet,
illetve novekedhet (aneuploid, 2n+1, 2n-1) (Lehel — Laczay 2011, Szabad 2006a).

Az egyik DNS — fonal adenin bazisai a komplementer szal timin bazasaival, a guanin
bazisok pedig a citozin bdazisokkal parosodnak. Ritkdn, kis idére a bazisok tautomer
atrendezddésen mehetnek at. Ennek soran az adenin és citozin imino, a guanin és timin enol
formava alakul at. Abban az esetben, ha a tautomer atrendezdsé épp replikaciokor torténik,
szokatlan bazisparok (mismatch - parok) jonnek l1étre. Ha nem keriilnek kijavitasra, akkor egy
ujabb replikacié kovetkeztében bazisparcsere torténik (Szabad 2006a). A DNS — lancban
egymas mellett 1év6 timidek kozott egy ciklobutilgytlirti altal timin dimerek alakulhatnak ki,
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melyek torzitjak a DNS — struktarajat. A citozinok kozott és a citozin — timin parok kozott is
létrejohetnek dimerek, am kisebb gyakorisaggal. A torzitd hatds végett a DNS replikéciora
alkalmatlannd valik. Az adenin €s citozin mddosulhat, dezamindlodhat akar spontan médon is.
Kiils6é hatasra a bazisok gytiriije felnyilhat, mely valtozas megvaltoztatja vagy megsziinteti a
nukleinbazisok eredeti tulajdonsagat. A téves bazisparosodas replikacios hiba miatt vagy
abban az esetben jelentkezik, ha rekombinacid soran olyan DNS - darabok keriilnek
egymassal szembe, melyek nem mutatnak komplementaritast (Balint 2000b).

A baziscseréknek a DNS — ben tarolt informaci6 tartalmat, jelentését valtoztatjak meg.
Eredménye lehet a néma mutaci6, mely nem jar kovetkezménnyel, mivel a genetikai kod
degeneralt. A halk mutaci6 soran a baziscsere eredményeképp a fehérje valamely aminosava
helyére egy azonos jellegii épiil be. Altalaban a halk mutaciok nem befolyasoljak nagy
mértékben a fehérjék funkcidjat. A téves mutaciok esetében a bazisparcsere olyan
aminosavcserével jar, amely mar jelentdsen befolyasolja az adott fehérje funkcigjat. Az
értelmetlen mutaci6 egy aminosavkodont a hdrom termindlis kodon valamelyikére cseréli,
ezaltal fehérjeszintézis hamarabb fejezddik be, rovidebb fehérjék alakulnak ki, igy a fehérjék
funkcidjukat veszitik. Ennek ellentéte a lanchosszabbitd mutacio, amely valamelyik STOP
kodot értelmes, aminosavat kodolod kodda valtoztatjak, igy a megszokotthoz képest hosszabb
fehérjék jonnek létre. Ezek funkcidjukat veszitik vagy csak minimalisan képesek feladatukat
elvégezni.

A kereszteltolodassal kapcsolatos mutaciok kovetkeztében a szokasosnal rovidebb
vagy hosszabb fehérjék képzddnek. A pontmutaciok esetében, mely mutacid az 6rokité anyag
kis, pontszerii részét érinti, a hatasa egyetlen génre terjed ki. Ez az 6rokité anyag mindségi
valtozasat hozza magaval, mig a kromoszémamutaciok 6rokité anyag mennyiségi valtozast

hoz (Szabad 2006a).

2.2.1. DNS-hibak javitasa

A kiilonféle DNS — sériilésnek ki kell javitddnia, hiszen a genetikai informacid
integritasa fiigg téle. A DNS hibajavitasa természetesen sokféle modon mehet végbe,
hibamentesen vagy hibara hajlamos mddon. A primidin dimerek monomerekké torténd
helyreallitdisit a DNS — fotolidz enzim végzi. A dimert széthasitja, majd a képzddott

primidinanion redukalddik és a DNS felszabadul. Ebben az esetben egy hibat tartalmazé
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oligonukleotid kivagddik a DNS — bdl endonukledz segitségével. A mddosult bazisi DNS
kivagés révén javitodik, amiben a glikozilaz enzimnek van szerepe. (Bélint 2000b). Reparacid
soran a DNS — hibdk enzimatikus tton keriilnek kijavitadsra. A nukleotidok kivagasa is egy
lehetoség a hibajavitasra, ezt nukleotidkivagasos reparacionak nevezik. Kivagas torténhet
timindimerek, szokatlan bazisparok el6forduldsakor. Ezen esetekben az ¢ép szal alapjan
torténik a nukleotidok eredeti sorrendjének helyreallitasa. Hibamentes javitas még a bazist
kivago javitas, illetve a rosszul parosodott DNS — ek javitasa (Gervai 2012). A rekombinacids
javitaskor a mar replikalédott komplementer DNS — szal valik mintdva az eredeti DNS —
szekvencia helyreallitasaban. Reverzid kovetkeztében is visszaallhat a normal allapot. Minden
esetben egy masodik mutacid kovetkezik be. A szupresszor mutacidk szintén masodik
mutaciok, helyredllitjdk az eredeti fenotipust vagy csokkentik a mutans erdsségét. Minél
kozelebb kovetkezik be a szupresszor mutacio, anndl hatékonyabb lesz a helyredllitas foka
(Szabad 2006a).

Tobb elmélet latott napvildgra a daganatképzdodés okairdl. Egyik legrégebbi elmélet
Cohnheim nevéhez fliz6dik, aki a daganatokat az embrionalis fejlédés soran fel nem hasznalt,
sejtek sarjadasdbol szarmaztatta. A Virchow-féle irritacidés elmélet szerint a daganatok
keletkezését a hosszabb ideig tartd ingerek szovetizgatd hatdsa okozza. A mai korszerii
ismereteink szerint a sejtek rakos sejtekké valasa dontéen szomatikus mutaciok miatt torténik.
Az egytaldlatos elmélet szerint a daganatképz0dés a szomatikus mutacié ,,minden vagy
semmi” tipusl eseménye. A tobbtaldlatos elmélet a daganat kialakuldsat mindig tobb valtozas
eredményének tekinti, mely folyamatban az onkogén és szuppresszor géneknek meghatarozo
szerepe van (Lehel — Laczay 2011). Vannak elképzelések, miszerint a mutagén anyagok 60-
70%-a, masok szerint az 6sszes mutagén egyben karcinogén is (Lehel — Laczay 2011, Szabad
2006b). Tény, hogy a daganatképzidés alapjai a DNS — ben rejlenek, a benne kialakult
mutaciokban, ezaltal a sejtkommunikacid és sejtosztodas szabalyozas karosodik. Az eddigi
megfigyelések bebizonyitottdk a daganatok klondlis eredetét, vagyis az adott daganat 6sszes
sejtje egyetlen sejt leszdrmazottja. Természetesen egy daganat kialakuldsahoz egymas utan
tobb (3-7 darab) esemény sziikséges. Ennek kovetkeztében a mutagén hatastol nem
elvalaszthatd a karcinogén hatas, egy potencidlisan mutagén anyag daganatképddés

folyamatot is elindithat, mivel a DNS szinten karosit (Szabad 2006b).
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2.2.2. DNS karosité hatasokat vizsgalé modszerek

Szamos moddszer all rendelkezésre a technika mai allasa szerint a DNS karosodas

kiilonb6z6 szintl vizsgalatara:

v' A PCR (polimeraz lancreakcid) az egyik legmegbizhatobb technika a DNS karosodas
meghatarozasdban. E technika nagyon ¢érzékeny ¢és konnyen mérhetéek a
génspecifikus DNS karosodasok. Am befolyasolo tényezoként kell megemliteni a

templat kezdeti mennyiségét.
v' Emellett a RIA (radio immuno assay) és
v' az ELISA moddszer is hasznalhaté a DNS karosodasanak mérésére.

v A halo assay segitségével egyediilallo sejtek vizsgalhatok és nincs sziikség radioaktiv
jelolésre, am fluoreszkald festéket haszndlnak. Korlatai az érzékenységében

keresendéek (Kumari et al. 2008).

v' A tunel assay altal apoptozis, egy- és kétszala DNS toréseket detektalhatoak (Migheli
et al. 1995). A vizsgalat soran a DNS szabad végeit hatarozzak meg. A modszer
érzékenysége ¢és specifikussaga jelenti a korlatokat (Kumari et al. 2008). A DNS
toredezése nem csak apoptozis, hanem autolizis és nekrdzis alkalmaval is eléfordul,
am a tunel modszer nem képes megkiilonboztetni a sejthalal kiilonbozo tipusait (Grasl

Kraupp et al. 1995).

v' Az dramlasi citometriat (flow cytometry) ennek kikiiszobolésére fejlesztették ki, mely
az apoptozis detektdlasdra nagy mennyiségll sejtet képes vizsgalni és egy idében a

DNS allapotat is feltérképezi (Kumari et al. 2008).

v A HPLC-MS modszer specifikus és érzékeny technikdnak mondhatd, a dimerek

kimutatasara is van lehetdség.

v' A GC-MS gyakran hasznalt modszer, mivel képes széles korli DNS terméket

detektalni. Hatranya a talbecslés.

v' A FISH (fluoreszcens in situ hibridizacid) nem izotépos modszer. A vizsgalt DNS

szakasz relativ helyét, illetve lemasolodasat képes vizsgdlni a kromoszomaban.
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(Murthy - Demetrick 2006). E technika hasznalataval vizualizalhatdak és becsiilhetéek

a DNS karosodasai sejtenként.

v' A comet assay (iistokds modszer) kimondottan széleskrben hasznalt médszer, mivel
sokféle sejttipuson elvégezhetd. ElsOsorban egy — és kétszalu DNS torés és oxidativ
karosodas mutathaté ki altala egyetlen kiilonalld sejtben. A comet, azaz az iistokos
feje gomb alakq, a farok pedig a fejbdl szarmazo sériilt DNS. A moddszer kivitelezése

nagy precizitast igényel.

v' Az immunoslot-blot assay nagyon kis mennyiségii DNS vizsgalatara alkalmas, nagyon

érzékeny ¢és specifikusnak is mondhato.
v" Az immuno-dot-blot assay kiilonbozé izomereket képes meghatarozni emlds sejtekbol.

v Az immunohisztokémiai mddszer in vitro és in vivo kisérletekben is alkalmazhato. Az

immunohisztokémiai modszer a FISH moddszerrel kivaldoan kombinalhato.

v' Az elektrokémiai modszer érzékeny, szelektiv, alacsony koltségii, kis mennyiségl
DNS elegendd, minimatizalt eszkdz igényti, mellyel DNS kérosodast lehet vizsgalni.
A citozin és a guanin a higany elektrodan redukalodik, mig a guanin és az adenin szén
¢és mas szilard elektrédan oxidalodik. Ezek jelei valtoznak, ha a DNS szerkezetében is

valtozas kovetkezik be (Kumari et al. 2008).

2.2.2.1. A comet modszer

A comet assay (mddszer), mas néven egyetlen sejt gélelektroforézis (SCGE) technika
segitségével egy sejtben bekdvetkez6 DNS karosodas detektalhatd és igy megbecsiilhetd a
karosodas ecloszlasa a sejtpopulacioban (Kent et al. 1995, Augustyniak et al. 2014).
Segitségével a kdrnyezetben jelen 1évd genotoxikus anyagokra is fényt lehet deriteni, &m az

okotoxikologiaban ritkan hasznalt modszernek szamit (Azqueta et al. 2009).

Ezt a mennyiségi meghatarozasra alkalmas, kozvetlen DNS karosodas becslési
modszert a nyolcvanas évek végén, 1988-ban fejlesztették ki. A comet, azaz az iistokos feje
gomb alaku, a farok (cséva) pedig a fejbdl szarmazo sériilt DNS, amit a 2. kép szemléltet
(Kent et al. 1995, Augustyniak et al. 2014).
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2. kép: A comet részei (http10)

Az ép DNS esetében csupan az iistokds fej részét vehetjiik €szre, pontszerti marad. Az

egyre nagyobb karosodast szenvedett sejt DNS allomdnya mar kiilonbozd {iistokosoket

produkal, mivel a fej része egyre kisebb, mig a csova régi6 egyre nagyobb lesz, ami a

toredezett DNS darabokbol all (Olive 1989, Gedik et al. 1992, Tice et al. 2000). Tehat a DNS

toredezettségére fényt derit e moddszer, de nem kapunk informaciét a DNS karosodas

kialakulasnak hatterében 1év6 mechanizmusrol (Horvatovich et al. 2013).

A comet mddszer jol elkiilonithetd 1épésekre oszthato:

A moddszer elvének alapja a sejtek agaroz gélbe vald agyazasa. A minta
agardzzal keveredik, majd két réteg agaréz kozé d4gyazodik be egy

targylemezen.

Ezutan a sejtek lizalasa kovetkezik. A lizis soran a DNS-rdl leemésztédik a
sejtfehérje. A lizis oldatbol valo kivétel mar sotét szobaban megy végbe, ahol a
voros fény engedélyezett.

A lizist koveti a kicsavarodas fazis, amely elektroforézis oldatban megy végbe.
Az igy kapott DNS az elektroforézisen esik at, mely soran méretbeli
kiilonbségekbdl addoddéan a DNS toredékek az andd felé vandorolnak. A
vizsgélat soran betartand6 varakozasi id6k a mintatdl fliggden valtozhatnak, de

az elektroforézis beallitas értékei mindig ugyanazok: 25 V és 300 mA, ideje 20

perc. A lizis, majd az elektroforézis 1épése is lugos koriilmények kozott zajlik.

Az elektroforézis befejeztével a semlegesité oldalttal torténd atoblités

kovetkezik a lugos koriilmények megsziintetése végett.
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= A megszaritott és/vagy felszallo alkoholsorban (etanolban vagy metanolban)
tartositott lemezeket valamilyen fluoreszcens festékkel festik. Leggyakoribb az
etidium-bromid hasznalata, de hasznalhaté még SYBR z61d, YoYo festék vagy
propidium jodid.

A fluoreszcens mikroszkop segitségével lathatova véalnak az iistokosok. Altalaban 200-
400-szoros nagyitast érdemes hasznalni, de ennek nagysagat befolyédsolja tobbek kozott a
sejtek tipusa és a hasznalt mikroszkop is (Olive 1989, Gedik et al. 1992, Tice et al. 2000). Az
igy kapott {istokos képek kiértékelése torténhet szubjektiven, azaz vizudlisan, avagy
objektiven szamitogépes megoldassal. Altalaban 4 vagy 5 kategoriat alakitanak ki és ezekbe
soroljak az adott listokosoket az elvandorlds hossza és/vagy az iistokds csova részében 1évo

DNS relativ aranya alapjan (Hafner et al. 2012, Horvatovich et al. 2013).

A vizualis analizis gyorsnak mondhat6 és nem igényel szamitogépes, illetve szoftveres
hatteret, de ennek kivitelezése nagy gyakorlatot kivan (Kobayashi et al. 1995;). Ha a
kiértékelés szoftveres tton torténik, akkor tobb paraméter mérésére van lehetdség, mint a
csOva szazalékos DNS tartalma (az elvandorolt DNS szazalékos hanyada a sejtmagtol), a
csova hossza (a fej és az utolsd fragment tavolsadga), a csdva erdssége (a csova hossz x a

csova DNS %-aval) a (http7).

Gyors, egyszerli és uniformizalt rendszer. Megtalalhatoak olyan programok,
amelyekbe beolvashatd az adott kép, majd manualisan keriilnek kijeldlésre az iistokosok és a
paraméterek szamitasat mar a program végzi el. Ilyen a CometScore program is (Miskolczi
2007). Kidolgoztak mar teljesen automatizalt modszert is az iistokosok értékelésére (Bocker
etal. 1999).

A moddszer kifejlesztése és tokéletesitése kelld utat jart be ahhoz, hogy napjainkban
széleskOrben hasznalatos lehessen (Olive 1989, Franki¢ et al. 2006, Dhawan et al. 20009,
Horvatovich et al. 2013). Féképp egy- és kétszalu torések, illetve oxidativ DNS karosodas
esetén alkalmazhatdo. E moddszer felhasznaldsa széleskori, mivel a toxikologidban, a
molekularis jarvanytanban, a takarmanyozas-élettanban és az orvostudomanyban egyarant
alkalmazhatd. Nagyszerlien alkalmazhatd él6helyek allapotanak felmérésében, kiilonbozo
kornyezeti szennyezések hatasanak nyomon kovetésére. Eukaridta, de akar prokariota

szervezeten is kivitelezhetd vizsgélat.
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A kovetkezo elonyeit érdemes kiemelni:

v

v

v

rugalmas modszer,

viszonylag rovid id0 alatt kivitelezhetd,

relativ alacsony koltségii,

mintanként alacsony sejtszam sziikséges,

kismértékii DNS karosodas is jol kimutathato,

az elkésziilt targylemezeket 1évé minta jol tartosithato.

Ezek mellett fontos szempont, hogy nem igényel sok, bonyolult muszert (pH
méré mellett csak egy gél elektroforézis késziilékre és egy fluoreszcens

mikroszkopra van sziikség).

Természetesen hatranyokkal is rendelkezik, melyeket fontos a vizsgalat kivitelezése

elétt atgondolni:

v

Tobb oldatot is el kell frissen késziteni, néhanynak a pH értékét is be kell
allitani.

Nagyfoku precizitast igényel.

Mivel a targylemezre harom kiilonb6z6 agardz réteg keriil - melyeket kiilon-

kiilon targylemezzel fednek, majd fagyos feliiletre helyeznek -, igy fennall a

gélek szakadasa, lefolyasa, elvizesedése.

Az agar6oz gél nem egyenletes felszine is problémat jelenthet a tovabbiakban.
Kiilonbozd targylemezek hasznalhatéak a kiilonboz6 mintak kivitelezésénél e

probléma megjelenésének csokkentésére (Klaude et al. 1996).

Tobb munkafolyamatnal iddkorlatot kell betartani. Ezek nem helyes betartasa
is befolyasolod tényezdvé valhat.

crer

o Ha tal magas - azaz a latbmezdben nem lehet tisztan elkiiloniteni az
uistokosoket -, akkor a lizalas nem lesz egységes €s egyenletes, illetve a

kiértékelés lehetetlenné valik.
Az agardz koncentracidja is szamit, mivel a DNS migraciot befolyasolja.
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2.3. A fokhagyma

A fokhagyma (Allium sativum L.) régota ismert és fogyasztott hagymafaj. Oshazaja
Ko6zép- és Nyugat-Azsia. Mar az okori népek, illetve az indiaiak és kinaiak is termesztették,
fogyasztottak, s6t gyogyszerként is alkalmaztak (Szabd 2002, Laczké 2005). Termesztési
multja 5000 év.

Hazéankban is jol ismert és a magyar konyhaban nélkiilozhetetlen e zoldségnovény.
Hazankban el6szor Lippay irta le termesztését 1664-ben. A hazai éghajlati és iddjarasi
viszonyok kedveznek a fokhagyma termesztésének. Két valtozata terjedt el leginkabb: A.
sativum convar. sativum ¢és az A. sativum convar. ophioscordon. A fokhagyma hagymai

gerezdekbdl allo, dsszetett hagymafej (Szabo 2002).

Taplalkozasi értékét magas fehérjetartalma (6-7%) adja, emellett magas szarazanyag-
tartalommal (34-36%) és kiemelked6 mennyiségii C-vitamin tartalommal rendelkezik (10-20
mg/100g) (Szabd 2002, Laczko 2005). A-, B1-, B2-, D-vitamin és asvanyianyag-tartalma is
jelentds (Mészaros 2001, Mathé — Romvary 1978). Csipds ize és jellegzetes illata alillszulfid
tartalmanak koszonhetd. Illdanyagokat, szulfocian szarmazékokat ¢€s ritka aminosavakat
tartalmaz (Szabo 2002, Laczké 2005, H. Mészaros 2001). Kimutattak, hogy a fokhagymaban

a prosztaglandin is megtalalhato (Botos — Fiistos 1987), illetve szamos kéntartalmu vegyiilet.

Szamos kedvezd hatasat ismerjiik a fokhagymanak: fokozza az étvagyat, javitja az
emésztést, megeldzi az érelmeszesedést, csokkenti a magas vérnyomast €s baktericid hatassal
is rendelkezik. Kézismerten hasznos a fokhagyma fogyasztisa gombafertézések kezelésekor,
csOkkenti a koleszterin-, ¢és a vércukorszintet, féreglizd, bélferttlenitd hatasa
(H. Meészaros 2001, Szabd 2002, Laczké 2005, Haase et al. 2012). A daganatos
megbetegedések kialakulasanak kockazatat is csokkenti (Oommen et al. 2004). Az évi egy
fore jutd hazai fogyasztas minimalisnak mondhato, 1-2 kg (H. Mészaros 2001, Szabd 2002,
Laczko 2005).

Az ORAC (oxygen radical absorbance capacity, azaz oxigéngydk abszorbcios
kapacitas) egy nemzetkozileg elfogadott mérdszam az ¢lelmiszerek ¢€s taplalék-kiegészitok
antioxidans kapacitdsanak jellemzésére. Ez az érték pontosan mutatja az adott élelmiszer,

taplalék kiegészitd vagy -Osszetevd szabadgyOk pusztitd és semlegesité képességét. A
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fokhagyma esetében ez az érték 1662, ami a hazai z6ldségek kozott az egyik legmagasabbnak
itélhetd. Magasabb értékkel (1770) rendelkezik a kelkaposzta, mig a voroshagyma ORAC
érteke 450 (Juhdsz 2012).

A fokhagyma tulajdonsagait meghatarozo legfontosabb hatéanyaga az alliin (3. kép),
amely egy cisztein-szarmazék. Ennek kapcsolodd enzimje az alliindz, ami szintén aktiv
hatdéanyaga a fokhagymanak, de annak teljes és toretlen allapotaban egymastol elkiiloniilten

talalhatok meg.

3. kép: Az alliin és az allicin szerkezeti képlete (Papp 2011)

() H _
] ?
AN :
HC o \ NH, WS“SMCHE
COOH H,C
allnn allicin

Egy gerezd felapritdsa vagy szétragdsa soran az alliindz enzim az alliin molekulaval
érintkezve egy kéntartalmu illoolajat, az allicint (3. kép) hozza létre, ami a fokhagyma tipikus,
enyhén égetd szagat adja. Az allicin instabil vegyiilet, gyorsan bomlik, 23°C mellett akar 16
Ora alatt (http3, http4, Haase et al. 2012). Kimutattak eddig az allicin antibakterialis,
gyulladascsokkentd, virusold, parazita ellenes, makrofak stimuldld ¢és antioxidans,
szabadgyok megkot6 hatasat (Oommen et al. 2004, Cho et al. 2006, Miron et al. 2008, Tyagi
et al. 2014).

Az elmult években az allicin sejtburjanzasra gyakorolt hatdsat kezdték intenziven
vizsgéalni. Kimutatisra keriilt, hogy e vegyiilet apoptozist indukal human, illetve egér
sejtvonalakon egyarant a DNS toredezettség és a kaszpaz rendszer befolyasolasa altal (Tyagi
et al. 2014). Peritonialis makrofagok esetében az allicin ndvekvé mennyisége negativan hatott
a kaszpaz-3 aktivitasara, a kontroll csoporthoz viszonyitva csokkent a programozott sejthalal

kialakulasa. Ezen eredményeket csekély mennyiségli (10—-100 ng/mL) allicin adagolasaval
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kaptak. A makrofagokra kifejtett pozitiv hatas kiaknazasa egy lehetséges terapiat lehetdséget
nyujthat az immunszuppressziv betegségek ellen (Cho et al. 2006).

Az allicin csokkenti a szabad glutation (GSH) mennyiségét, mivel minden SH
csoportot tartalmaz6 molekulaval kapcsolatba 1ép, majd oxidalja azokat (Miron et al. 2008,
Haase et al. 2012). Daganatos sejteken tapasztaltak az allicin sejtold tulajdonsagat, igy
hasznos eszkdze a tumorok kialakuldsanak gétlasaban, illetve azok visszaszoritdsdban. Mar

1,0 pg/ml mennyiségben citotoxikusnak mutatkozott a sejtek 15%-aban 72 oérat kdvetoen.

crer

et al. 2014). HeLa, illetve SW480 sejtvonalakon is kimutattak sejtpusztitd hatasat, mely hatas
az id6 mulasaval (24, 48, majd 72 orat kovetSen) egyre nagyobb mértékiinek bizonyult. Am
felmeriil az a kérdés, hogy a kialakuld hatasokat csak az allicinnek koszonhetdek vagy esetleg

annak metabolitjainak (Oommen et al. 2004, Tyagi et al. 2014).

Az allicin hatasara morfologiai elvéltozast is kimutattak, allicinnal kezelt HL60
sejtvonal esetében a sejtek 90%-a mutatott membran hdolyagosodast (blebbing) (Miron et al.
2008). A kiilonboz6 eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy az allicin dézisa donti el

foképpen, hogy apoptézist indukal vagy gatol (Cho et al. 2006).
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3. Anyag és modszer

3.1. A kisérletek allatvédelmi vonatkozasai

Az elvégzett takarmanyozasi kisérletek rendelkeztek allatkisérleti engedéllyel (XIV-I-
001/1880-5/2012), melyet a Pest Megyei Kormanyhivatal Elelmiszerlanc-biztonsagi és
Allategészségiigyi Igazgatosaga adott ki. A tovabbi vizsgalatok tervezésénél a 3R szabalyait

kivantuk szem el6tt tartani.

3.2. Kisérleti allatok

A dozisfiiggd kisérletben Ocsardl szarmazo Cobb 540 brojler kakasok vettek részt. A
kisérlet soran négy csoport keriilt kialakitdsra. Minden csoportba 6t 4llat tartozott. A kontroll
csoportban 1évé allatok atlag testtomege a kisérlet kezdetekor (14. életnap) 395,85+47,72 ¢

volt, a tobbi csoport atlag testtomege maximum =+ 5%-ban tért el.

A fokhagyma-kiegészitést vizsgald kisérletben Kerekegyhazarol szarmazé Hy-line
Brown tojo hibrid tojotytikok vettek részt. A takarmanyozasi vizsgdlat sordn Gt csoportot
alakitottak ki, melyeket kiilon termekben tartottdk. Minden csoportba hat allat tartozott. A
kisérlet kezdetekor a tojotyukok 58. hetesek voltak. A kisérlet kezdetén kezd6 tomeg nem volt
meghatarozva, azonban a felnevelés soran igen egyoOntetii volt az allomany, igy az ebbdl

adddo kiilonbségek minimalisak voltak.

3.3. A Kkisérletek és vizsgalatok helyszineli

A takarméanyozasi kisérletek a Szent Istvan Egyetem Allattudoméanyi Alapok

Takarmanyozastani Tanszékének kisérleti telepén, mig a genotoxicitasi vizsgalatok a Szent
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Istvan Egyetem Kornyezet- ¢és Tajgazdalkodasi Intézet Halgazdalkodasi Tanszék vizkémiai

laboratoriumaban.

3.4. A kisérleti takarmanyok eloallitasa

A dozisfiiggo kisérletben a kakasok a Vitafort Zrt. altal gyartott intenziv brojler indit6
teljes értéki takarmanykeverékét fogyasztottak dercés formaban. A fokhagyma-kiegészitést és
T-2 toxin terhelést egyiittesen vizsgalo kisérletben a tojotyukok a Vitafort Zrt. altal gyartott

tojotapot fogyasztottak. A takarmanyozas és vizellatas ad libitum volt.

3.4.1. A kisérleti takarmanyok szennyezése T-2 toxinnal

A toxint Fusarium sporotrichoides NRRL 3229 P t6rzzsel kukoricadaran termeltették
Fodor et al. (2006) moddszere szerint. A toxint a takarmanyba por formajaban bekeverten

kaptak az allatok.

3.4.2. A kisérleti takarmanyok kezelése fokhagymaolajjal

A fokhagymaolaj napraforgoolajban keriilt feloldasra, majd a takarmanyra vald

kijuttatasa permetezés altal lett kivitelezve.

3.5. Kisérleti elrendezés

A dozisfliggd vizsgéalatban a toxinterhelés a 14. életnapon kezdddott (2014. majus
20.), majd az allatok exterminalasa a toxinterhelés 14. napjan (2014. junius 03.), a 28.

¢letnapon tortént.
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A fokhagyma-kiegészitést vizsgald kisérlet 2013. majus 23. és 2013. junius 13. kozott
zajlott. Az allatok exterminalasa a kisérlet 21. napjan tortént, ekkor az allatok 61. hetesek

voltak.

3.5.1. T-2 toxin dozisfiiggd hatasanak vizsgalata

Kisérleti csoportjaink a kovetkezOk voltak (1. tablazat):

1. téblazat: T-2 toxin dozisfiiggd vizsgalataban szerepld csoportok és kezeléseik

Csopo rt’ Kezelés
megnevezese
kontroll brojler takarmanykeverék
T1 brojler takarmanykeverék + 0,5 mg/kg T-2 toxin
T2 brojler takarmanykeverék + 1,0 mg/kg T-2 toxin
T3 brojler takarmanykeverék + 5,0 mg/kg T-2 toxin

3.5.2. T-2 toxin és fokhagymaolaj hatasanak 6nallé és egyiittes vizsgalata

A kovetkezd csoportok kertiltek kialakitasra (2. tablazat):

2. tablazat: T-2 toxin és fokhagymaolaj vizsgalataban szerepld csoportok €s kezeléseik

Csoport megnevezése | Kezelés
abszolut kontroll t0j6 takarmanykeverék + 1% napraforgoolaj
toj6  takarmanykeverék + 0,3  g/kg

fokhagyma 1x fokhagymaolaj 9,7 g/kg napraforgdolajban
toj6  takarmanykeverék + 0,6 g/kg

fokhagyma 2x fokhagymaolaj 9,7 g/kg napraforgdolajban

T-2 toxin tojo takarmanykeverék + 5 mg/kg T-2 toxin +

1 % napraforgdolaj
tojo takarmanykeverék + 5 mg/kg T-2 toxin +
T-2 toxin + fokhagyma 1x | 0,3 g/kg  fokhagymaolaj 9,7 g/kg
napraforgdolajban
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3.6. A mintavételek rendje

A szdvetmintdk post mortem, a korboncolas soran keriiltek begytijtésre. A mintdk a
m4j bal oldali lebenyébdl szdrmaztak. Minden minta eppendorf csébe kertilt és a felhasznélas

elétt maximalisan 20 percig jégen taroltuk.

3.7. A comet modszer

3.7.1. Felhasznalt oldatok, osszetételiik és elkészitésiik

A comet mddszerben a kdvetkezd oldatokat hasznaltuk fel (3. tdblazat):

3. tablazat: A felhasznalt oldatok és Osszetételiik

Foszfat puffer Ca és Mg mentes PBS tabletta

Lizis oldat (1 1 mennyiség esetén) NaCl 146,2 g+ EDTA 37,29+ Tris1,2 g
Elektroforézis puffer NaOH 200 g/liter (5N) ; EDTA 74,4 g/liter
Semlegesito puffer Tris 48.5 g/liter

Fest6 oldat Ethidium bromid 10 mg/50 ml desztillalt viz

A foszfat puffer a PBS tabletta csomagolason lathato eldiras szerinti feloldasaval

eléallithato.

A lizis oldat elkészitésekor a vegyszerek kimérése utan kb. 800 ml desztillalt viz keriil
hozzaadasra ezen komponensekhez. Ezutan pH-érték beallitasa kovetkezik, majd a viz és
vegyszerek elegyét 1 literre valo feltoltése. A pH-t 10-re sziikséges beallitani szemcsés
natrium-hidroxid folyamatos adagolasaval. Hasznalat el6tt 1,5 ml Triton X-100-at és 15 ml
DMSO kertil 135 ml lizis oldathoz.

Az elektroforézis puffer esetében két kiilon oldalt kell elkésziteni, melyeket 1-1 liter
trtartalomra kell feltolteni. 2000 ml desztillalt vizbe be kell mérni 120 ml mennyiséget az 5
normalos NaOH oldatbol és 10 ml mennyiéget az EDTA oldatbol.

A semlegesito puffer pH — értékét 7,5-re kell beallitani tomény HCI segitségével.

A festd oldat hasznalat el6tt 1:9 aranyban keriil higitasra PBS-sel, azaz 0,9 ml PBS-

hez 0,1 ml ethidium bromid torzsoldat keriil. Minden etidium bromiddal érintkezd eszkozt
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(pl.: pipettahegy, eppendorf-csd, gumikesztyi, fedélemez) kiilon, veszélyes hulladékként kell
gyljteni.

3.7.2. Targylemezek preparalasa

A fokhagyma-kiegészitést vizsgald kisérletben a lemért majdarabok 10-szeres, a T-2
dozisfiiggd kisérletben pedig 100-szoros aranyban keriiltek higitasra foszfat pufferrel. A
szuszpenzid elkészitéséhez ollot, spatulat, majd Vortex-kever6t hasznaltunk (2500
fordulat/perc, 30 sec.), ezek utan a mintak jégre keriiltek. A tovabbiakban a feliiliszo kertilt
felhasznalasra 75 pl mennyiségben. A mintak egy részéhez hidrogén-peroxidot kertilt
adagolasra, igy kialakitva a pozitiv kontrollt. A 10 pl 3%-0s hidrogén-peroxid keriilt 75 pl

mintihoz.

Elészor 0,8 %-os normal agardz eldkészitése kovetkezett (0,8 g/ 100 ml PBS-ben),
ebbe az agardzba meritettiik be a lemezeket. Ezt az agar6zt viz forrdspontjaig kell melegiteni,
mivel csak a teljesen folyékony agardz vihet6 fel a lemez feliiletére. Az egyik oldalrol a gélt
eltavolitottuk a lemez lehtizasaval, majd papirra helyezve szaradtak meg. Miutan a lemezek
megszilardultak 75 pl 1%-0s (100 mg/10 ml) alacsony olvadaspontt agardzt cseppentettiink a
lemezekre, a gélt azonos mennyiségii sejtszuszpenzioval higitottuk. Ezt kdvetden feddlemezt
helyeztiink a targylemezekre és 5 percre jégakkura helyeztik ¢ket, hogy az agardz
megkdsson. Ezutan eltavolitottuk a feddlemezeket, racseppentettiik a harmadik réteg gélt,
amely 90 pl 0,5%-o0s alacsony olvadasponti agar6z PBS-ben feloldva. Ismét fed6lemezzel
boritottuk be a harmadik gélréteget is, majd ismét 5 percre jégakkura keriiltek a lemezeket,

majd eltavolitottuk a feddlemezeket.

A hiitéssel egy idOben a lizisoldatot el6készitettiik. Az ezt kdvetd 1épések elsotétitett
laborban folytak. A targylemezeket egymas mellé fektettiink az ivegkadban. Ezt kdvetden a

lemezekre a lizisoldatot 6ntottiik ra, mely oldatban minimum egy oraig voltak a targylemezek.

A lizisoldatban elt6ltott id6 utan a targylemezeket Kivettiik, lecsepegtettiik és egy
vizszintes elektroforézis kadba helyeztiik dket ugy, hogy az iires helyeket olyan lemezekkel
toltottiik ki, melyeken nem volt taldlhatd gél, igy az esetleges elcsuszast eldztik meg. Ezt
kovetden oOvatosan feltoltottiik a kadat elektroforézis oldattal gy, hogy a lemezeket
tokéletesen elfedje. A 40 perc elteltével beallitottuka késziiléken a fesziiltséget 20 voltra (0,74
V/em a kad hosszatdl fiiggden), az aramerdsséget pedig 300 mA-re. A késziilék 24 percen
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keresztiil volt bekapcsolt allapotban. Ezutan a lemezeket kivettiik a kadbol, lecsepegtettiik és
egy fémracsra helyeztilk azokat. Semlegesité oldattal leontottik le a lemezeket, mely

miveletet megismételtiink 5 perc elteltével. A sotét szakasz ekkor véget ért.

A lecsepegtetett lemezekre 50ul ethidium bromidos oldatot keriilt fed6lemezzel kertilt

lefedésre.

3.7.3. Kiértékelés és az alkalmazott statisztikai modszerek

Mikroszkop alatt UV fényben vizsgaltuk a keletkezett képet. A fotok Nikon Eclipse
E600 tipusu mikroszkopra szerelt Nikon Coolpix 4500 digitalis fényképezdgéppel késziiltek

el. Mindkét vizsgalat soran minimum 150 sejt keriilt kiértékelésre minden csoportban.

A CometScore programmal kapott nyers adatokbol a %DNA in Tail eredményeket
atmentettem Excel formatumba. GraphPad QuickCalcs kalkulator (http6) segitségével a
szignifikansan eltérd értékek kivalogatasra keriiltek, mely értékek a CometScore program
manualis iistokos kijeloléseinek tévedéseibdl szarmaznak. Ezt kdvetden a %-os értékek arcsin
gyok transzformacid segitségével egy mértékegység nélkiili értékekre kertiltek atszamitasra a
statisztikai kiértékelés végett. Minden esetben a kapott eredményeket Windows Office Excel
tablazatban rogzitettem. A megfeleld adatmatrix elkészitését kovetden az R 3.1.1 program
segitségével végeztem a statisztikai elemzést. A csoportok normalis eloszlasat boxplot dbra és
Shapiro — Wilk teszt segitségével ellendriztem, majd egyutas varianciaanalizist (one-way
ANOVA) végeztem p<0,05 szignifikancia-szint mellett. Utotesztnek pedig a Tukey — tesztet

valasztottam, mely a kiilonb6zd csoportokat hasonlitotta 6ssze egymassal.
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4. Eredmények és értékelésiik

Az eredmények ismertetése annak kovetkeztében johetett létre, hogy vizsgalataink

soran tapasztalati iton eljutottunk ahhoz a sejtsiiriséghez, ami lehetévé tette a vizsgalatot.

A két részletesen ismertetett kisérletet elokisérlet elézte meg, amelyek arra irdnyultak,
hogy az Anyag és moddszer fejezetben leirt comet moddszer esetében megallapithassuk a
megfeleld sejtstiriséget. Erre azért volt sziikség, mert ilyen irdnyu tapasztalattal még nem
rendelkeztek eddig brojlercsirkék majaval kapcsolatban. Emellett foként a lizis folyamatat és
a kiértékelést akaddlyozhatja egy esetlegesen nagy sejtsiirliség. Nagy sejtsiirliség esetén az

iistokosok feji vagy farki részen Osszeérhetnek, ezt szemlélteti a 4. kép.

4. kép: Nagy sejtsiirliséget szemléltetd comet felvétel (sajat fotd)

4.1. A T-2 toxin dozisfiiggo hatasanak vizsgalata

A takarmanyozasi kisérletben kialakitott 6t, illetve a comet modszerben kialakitott
pozitiv kontroll csoport listokds csévajaban talalhato DNS %-o0s (%DNS in tail) értékeit (atlag
¢és szoras) az 1. abra mutatja be. A kontroll csoport atlag értéke 0,001%volt + 0,002%, mig a
pozitiv kontrollé (K+) 0,946%= 1,591%. A 0,5 mg T-2 toxin csoport (T1) atlag értéke
4.319%= 5,396%, mig az 1,0 mg T-2 toxin csoport (T2) értéke 1,142% + 1,194% volt. Az
5 mg T-2 toxin/kg takarmany esetében (T3) az eredmények a kdvetkezoek: atlagosan 0,445%
(£1,709%) DNS toredék volt megtalalhat6 az ebbe a csoportba tartozo iistokdsok csovaiban.

A grafikonon lathat6 értékekbdl — 6nalloan az 1. abrat tekintve — arra juthatunk, hogy

a T1-es csoport (0,5 mg/kg) nagyobb mértékiit DNS-karosodast okozott, mint a legnagyobb 5
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mg/kg-os dozis a T3 csoportban. Amde latva azok comet képeit megbizonyosodhatunk ennek
ellenkezdjérdl: valoban a nagyobb terheltség okozta a nagyobb mértékii karosodast. Viszont a
CometScore kiértékelési modjabol kovetkezden a legnagyobb kéarosodast okozo dozisnal az
iistokos feji és farki vége nem volt elkiilonithetd, ugyanis a karosodas olyan nagymértékii
volt, hogy a feji rész gyakorlatilag eltiint és csak farki rész volt lathato.

Erdekes eredménynek tekinthetSk az egyes dézisok kozott megfigyelheté tavolsagok,
amelyek a karosodas fokara utalhatnak. Ez egyfajta telitddési gorbét sejtet, azonban a
bizonyossaghoz azonban mas értékelési modokkal torténd egylittes kiértékelés volna

sziikséges.

1. abra: A T-2 toxin dozisfiiggd vizsgalatban szerepld csoportok atlagai
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A T-2 toxinnal valo kezelés szignifikans hatdssal birt (p= <2e-16), tehat a csoportok
atlagos értékei kiillonboznek egymastol. A Tukey-utdteszt eredményeit az 4. tablazat
szemlélteti.

Szignifikéans kiilonbséget allapitottunk meg a kontroll (K) és a negativ kontroll (K+)
csoportok kozott, tovabba a kontroll (K) és a 0,5 mg (T1) és 1,0 mg (T2) toxinos
csoportokhoz viszonyitva. A negativ kontroll (K+) csoporthoz képest a 0,1 mg (T1) és a 5 mg
(T3) toxinos csoportok kiilonboznek szignifikansan. A 0,5 mg (T1) toxinos csoport

szignifikansan eltér a 1,0 mg (T2) és 5 mg (T3) toxinos csoportokhoz képest. Csoportok kozti
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szignifikans kiilonbség még a 1,0 mg (T2) és 5 mg (T3) toxinos csoportok kozott talalhato.
Nem mutathat6 ki szignifikdns eltérés a kontroll (K) és 5 mg (T3) toxinos, illetve a negativ

kontroll (K+) és a 1,0 mg (T2) csoportok kdzott.

4. tablazat: A Tukey — teszt eredményei a dozisfiiggd vizsgalatban

Csoport p - érték
K - K+ 0,00656
K-T1 < 1e-04
K-T2 < 1e-04
K+-T1 < le-04
K+-T3 0,4947
T1-T2 < 1e-04
T1-T3 < 1le-04
T2-T3 < 1e-04
K-T3 0,59783
K+-T2 0,97789

A dozistiiggd vizsgalat képeit és kiértékelésiiket az 5. tablazat mutatja be.
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5. tablazat: A T-2 toxin dozisfiiggd vizsgalatanak eredményei

Kisérleti csoportok

comet assay fotoi

szoveges értékelés

K — kontroll csoport

Csak az iistokos feje egységes, DNS toredék nem lathato.

K+ - negativ kontroll csoport

Az iistokos feji és farki része elkiilonitheto, illetve a fej
rész nem egységes, kiillonbozé mértékli DNS toredék
veszi koril.

T1-0,5mg T-2 toxin csoport

Az Ustokos feji és farki része jol elkiilonithetd.

T2 - 1,0 mg T-2 toxin csoport

Az istokos feji és farki része jol elkiilonithetd.

T3 -5,0 mg T-2 toxin csoport

Az Uistokos részei nem kiilonithetdek el, legtobb esetben
csak a farki rész lathato.
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4.2 T-2 toxin és fokhagymaolaj hatasanak onallo és egyiittes vizsgalata

A takarményozési kisérletben szerepelt 6t csoport és a kialakitott negativ kontroll
csoport értékeit, atlagat és szorast a 2. dbra mutatja be, melyek az iistokds csdvajaban
talalhatd DNS %-0s (%DNS in tail) eredményeibdl szdrmaznak. A kontroll csoport atlag
érteke 0,00047% volt + 0,0002%, mig a pozitiv kontrollé¢ (K+) 0,00059% =+ 0,0003%. Az 1-
szeres fokhagyma csoport (1F) atlag értéke 0,00066% =+ 0,0003%, mig a 2-szeres fokhagyma
csoport (2F) értéke 0,00062% = 0,0003% volt. A T-2 toxin csoport (T) 0,0006 £+ 0,0002%,
mig a T-2 toxin csoport + 1-szeres fokhagyma 0,00047% =+ 0,0002% atlag értékeket
produkalt.

Jelen vizsgélat sordn részben tapasztalhatdé a kordbbiakban leirt problematika,
miszerint a nagyobb mértékli karosodas esetén nehézségekbe iitkozik a feji és farki részek
megkiilonboztetése. Tovabba ebben a vizsgalatsorozatban nehézséget okozott a kiértékelésben
az is, hogy a mddszer tokéletesitése miatt mas koncentraciot probaltunk ki (10-szeres higitas),

ami miatt szamtalan esetben 0sszeértek az listokosok egyes részei.

2. abra: A T-2 toxin és fokhagymaolaj vizsgalataban szereplé csoportok atlagai
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A fokhagymaval torténd kezelés szignifikdns hatassal birt, p= 5.42e-10, tehat a
kialakitott csoportok atlag DNS toredezettségére vonatkozd értékei nem egyenldek. Az
kiilonb6z6 csoportok kozotti, utdteszttel szamitott p — értékeket a 6. tablazat mutatja be.

A kontroll csoporthoz viszonyitva szignifikansan eltért az 1-szeres (1F) és 2-szeres
(2F) fokhagyma csoport, illetve a T-2 toxin csoport. A T-2 toxin csoport + 1-szeres
fokhagyma (TF) szintén ezek csoportokhoz (1-szeres (1F) és 2-szeres (2F) fokhagyma és T-2
toxin csoport) viszonyitva tért el szignifikdnsan. A tovabbi csoportokat dsszehasonlitva nem

talaltunk szignifikans kiilonbséget.

6. tablazat: A Tukey — teszt eredményei

Csoport p-érték
Kontroll — 1F <0,001
Kontroll — 2F 0,0125
Kontroll - T 0,0419

TF-1F <0,001
TF - 2F <0,001
TF-T 0,0011
TF - K+ < 0,001
TF-K 0,9999
T-1F 0,8978
T-2F 0,9999
T-K+ 0,8981
2F - 1F 0,9109
K+ - 1F 0,1123
K+ - K 0,0991
K+ - 2F 0,7155

A toxin és a fokhagymaolaj vizsgélatabol szdrmazo képeket és kiértékelésiiket a 7.

tablazat mutatja be.
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7. tablazat: A T-2 toxin és a fokhagymaolaj egyiittes hatas vizsgalatanak eredményei

Kisérleti csoportok comet
assay fotoi

szoveges értékelés

K — kontroll csoport
Az iistokos feji része lathato, mig DNS toredéket
tartalmazo farki rész nem.

K+ - negativ kontroll csoport
Az iistokos feji és farki része is lathato, azok
elkiiloniilnek.

1F - 1-szeres fokhagyma csoport
Az iistokosok feji és farki része is lathato. A feji részt
kiilonbozé mértékben DNS fragmentek veszik koriil.

2F - 2-szeres fokhagyma csoport
Az listokosok feji és farki része lathato, DNS fragmentek
kivehetdek.

T - T-2 toxin csoport
Az istokosok részei lathatoak. A feji részt kiillonbozo
mértékben DNS fragmentek veszik kortil.

TF - T-2 toxin + 1-szeres fokhagyma csoport
Az listokosok farki része nem figyelhetd meg.
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5. Kovetkeztetések

Tudomasunk szerint csirkemajon ezel6tt nem alkalmaztdk a comet moddszert. E
modszer is rendelkezik elonyokkel ¢és hatranyokkal, 4am tagadhatatlan sokréta
felhasznalhatosaga. Hiszen szamos tipusa van ezen moédszernek, tovabba nincs korlatja a
modszer keretein beliil annak, hogy milyen sejteken vagy szoveteken végezheté el. gy

meriilhetett fel a csirkemajra torténd adaptalas lehetdsége is.

Munkéank sordn sikeresen adaptaltuk csirkemdjra a comet moddszert, a megfeleld
sejtstiriiséget felderitettiik, miszerint az eredeti feldolgozott szovet tomegéhez képest 100-
szoros higitads szilikséges a moddszer elvégzéséhez. Ebbol és tovabbi eredményeinkbol
kovetkezOen a baromfi vizsgalatok soran javasolhatdo a DNS karosodasanak vizsgalata comet

modszerrel.

A dozisfiiggd vizsgalat soran bebizonyosodott, hogy a T-2 mikotoxin rendelkezik
DNS kérosité hatassal. Ezen vizsgalt hatasa mar a 0,5 mg toxin/ kg takarmany mennyiség
esetén is jelentkezett, az {istokosok farkaban tobb mint 4% volt a DNS toredék. Hatasa a
tovabbi 1,0 mg toxin/ kg takarmany dozis esetében is megnyilatkozott, &m a legnagyobb

dozisnal a vart karosodas mértékét nem tudtuk kimutatni.

Tobb vizsgalat kimutatta, hogy az 5 mg vagy akoriili mennyiség a T-2 toxinbdl is mar
jar karos hatasokkal (Frankic¢ et al. 2006, Rajli et al. 2011, Hafner et al. 2012). Az 5 mg toxin/
kg takarmany mennyiségénél problémat jelentett a kiértékelésnél, hogy nagy mértékben csak
csovakat lehetett észlelni, tehat az listokosoknek nem lehetett megkiilonboztetni a feji és farki
részét (5. tablazat). gy ezeket ki kellett hagyni a értékelésbdl. Az iistokosok kiértékelésének
tobb modszere lehetséges, igy ebben az esetben a comet besorolast (Hafner et al. 2012,
Horvatovich et al. 2013) lenne ésszeri elvégezni a jovOben és Osszevetni a kapott

eredményeinkkel.

A fokhagymaval torténd kiegészités szignifikansan hatott a DNS karosodas mértékére.
Két csoport, mely csak fokhagyma kiegészitésben részesiilt, illetve a T-2 toxinos csoport
szignifikans novekedést mutatott a DNS toredezettségének terén. Amennyiben a fokhagyma

kiegészités mellett T-2 toxin is keriilt a takarméanyba, a fokhagyma kifejtette jotékony hatasat
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¢s a kontroll csoporthoz hasonlé eredményeket kaptunk. A fokhagyma tehat jotékony hatassal
bir a T-2 toxinnal valo kitettség esetén, ami a fokhagyma hatéanyagainak, példaul az
allicinnak tulajdonithato. Az allicin szamos tulajdonsagara mar fény deriilt, példaul apoptdzis
indukalaséara, igy eredményeink Osszecsengnek az irodalomban fellelhetd tendencidkkat
(Oommen et al. 2004, Cho et al. 2006, Tyagi et al. 2014).

A takarmanyozasi kisérlet soran végeztek lipidperoxidacidra vonatkozd méréseket is,
¢s az mar egyértelmilien latszik, hogy azok eredményei a sajat eredményeinkkel allnak

parhuzamban, azonban ezek 0sszevetése még folyamatban van.
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6. Osszefoglalas

A szervezet, legyen az allati vagy human, jo mindségl, teljes értéki taplalékkal valod
ellatasa els6dleges feladat. Nem csak a beltartalmi értékeket fontos szem el6tt tartani, hanem a
szennyezettséget is. A takarmanyokat és human taplalékokat szamos anyag szennyezheti,
tobbek kozott ndvényvéddszerek, nehézfémek vagy akar toxinok.

Az éallategészségligyi szempontbdl fontos mikotoxinok meghatarozott koriilmények

kozott szinte kivétel nélkiil termeléscsokkenést okoznak és hozzajarulnak egyes betegségek
vagy hidnytiinetek kialakuldsahoz. A gyakorlatban el6forduld dozisok legtobbszor nem
okoznak klinikai tiineteket, &m a szemmel nem lathato kartételik Kkiterjed kiilonb6z6
épitdelemekre is, mint példaul a DNS.
Tobben beszamoltak a T-2 toxin toxiko-kinetikajarol, bomlasarol, illetve in vivo és in vitro is
végeztek vizsgalatokat. Tobb bizonyiték is napvilagot latott arra vonatkozdan, hogy a
trichotecénvazas mikotoxinok koziil a T-2 toxin rendelkezik leginkabb heveny toxikus
hatassal. Kéros hatasa szertedgazd, mivel tobbek kozott a termelési paramétereket (pl.:
testtomeg-gyarapodast, tojastermelést), a spermamindséget, tovabba akar az immunrendszer
allapotat is negativan befolyasolja.

Célul thiztiik ki a comet modszer alkalmazhatdsaganak vizsgalatat csirkemajon, illetve
azt, hogy ezzel a modszerrel kimutathato mértékti DNS karosodas kovetkezik-e be T-2
toxinnal valo kitettség esetén. Tovabba, hogy a T-2 toxin dézisfiiggd vizsgalatkor a karosodas
mértéke a kitettséggel aranyosan ndvekszik-e, illetve, hogy a T-2 toxinnal valo kitettség
esetén a fokhagymaolaj kedvez6 irdnyba tudja-e befolydsolni a DNS karosodésat.

A comet moddszert sikeresen adaptaltuk csirkemdj esetében, megallapitottuk azt a
megfeleld sejtstirliséget, amivel lehetdvé valt a vizsgalat elvégzése €s kiértékelése. E modszer
altal kimutathato volt a DNS karosodas.

A dozisfliggd vizsgalatban csak a 0,5 és 1 mg/kg takarmany doézist csoport tért el
szignifikdnsan a kontroll csoporthoz viszonyitva az alkalmazott kiértékelési modszerrel. Az 5
mg toxin/kg takarmany mennyiségénél is lathatd karosodas, am az altalunk hasznalt program
segitségével nem kiértékelhetd, igy mas kiértékelési moddal valdo kombinalasa lenne indokolt.

A fokhagymaolajjal torténd kiegészités sordn a mindkét fokhagymaolaj-kiegészitést
kapott csoport szignifikdnsan eltért a kontroll csoporthoz képest. Ugyanezt mondhatjuk el a

csak T-2 toxint kapott csoport értékeirdl is. Abban az esetben, amikor az allatok toxint és
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fokhagymaolaj -kiegészitést kaptak, az eredmények a kontroll szintjét kozelitették meg. A
fokhagymaolaj 6nmagédban mutatott DNS kérosité hatast, de kimondottan kedvezd hatassal
rendelkezett toxinnal valo kitettség esetében.

Osszességében megallapithatjuk, hogy a comet moddszer sikeresen alkalmazhato
csirkemajon, illetve az altalunk vizsgalt T-2 toxin karos hatdsa kimutathatdé e moédszer

segitségével. A T-2 toxin detektalhaté mértéki DNS karosodast okozott.
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8. Nyilatkozat

NYILATKOZAT

Alulirott Szabd Rubina Tiinde, a Szent Istvdn Egyetem Mezbgazdasag- ¢és

Kornyezettudomanyi Kar Okotoxikoldogus szak nappali/levelezd tagozat végzds hallgatdja

nyilatkozom, hogy a dolgozat sajat munkdam, melynek elkészitése soran a felhasznalt
irodalmat korrekt modon, a jogi és etikai szabalyok betartdsaval kezeltem. Hozzdjarulok
ahhoz, hogy szakdolgozatom/diplomadolgozatom egyoldalas 6sszefoglaloja felkeriiljon a Kar
/ Intézet / Szak honlapjara. A digitalis verzidban (pdf formatumban) leadott dolgozatom
elérhetd legyen a témat vezetd tanszéken/intézetben, illetve a kialakitasra keriilé Kari

kozponti nyilvantartasaban, a jogi és etikai szabalyok teljes korti betartasa mellett.

A dolgozat allam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: igen ~ nem.

Godolls, 2014. oktober 15

hallgato alairasa

A dolgozat készitdjének konzulense nyilatkozom arrol, hogy a

szakdolgozatot/diplomadolgozatot attekintettem, a hallgatot az irodalmak korrekt kezelésének

kovetelményeirdl, jogi és etikai szabalyairdl tajékoztattam.

A szakdolgozatot/diplomadolgozatot zardvizsgan térténd védésre javaslom / nem javaslom.

A dolgozat allam- vagy szolgélati titkot tartalmaz: igen =~ nem.

Godolls, év ho nap

témavezetd aldirasa témavezetO alairasa témavezetO alairasa
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9.

Koszonetnyilvanitas

Ezaton szeretném megragadni az alkalmat, hogy koszonetemet és tiszteletemet fejezzem ki

mindenkinek, aki a dolgozatom elkészitésé¢hez nagyban hozzajarult.
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