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Bevezetés

A mikotoxinok a gombak altal termelt mdsodlagos anyagcseretermékek, melyek koziil
kiemelkedd fontossaguak az egyes Fusarium fajok altal termelt trichotecén vazas mikotoxinok.
Ezen vegyiiletek jelentdsége abban rejlik, hogy a Fusarium fajok vilagszerte jelen vannak, igy
a gabonamagvakat gyakran szennyezhetik. Ilyen trichotecén vézas mikotoxin a dezoxinivalenol
(DON, vomitoxin) is. Habar a DON a legkevésbé akut mérgezést okozd trichothecén vazas
vegylilet, hatasa éppen gyakori el6forduldsa miatt nem elhanyagolhatd. A csak kis mennyiségu
DON-nal szennyezett takarmany fogyasztasa csokkend takarményfelvételhez vezethet, mig
nagyobb koncentracioban mar fogyast, emésztérendszeri zavarokat és immunszuppressziot is
okozhat [1]. F6 sejtszintli hatasa a fehérjeszintézis gatlasa a peptidil-transzferdz enzim
megkotésén keresztiil. Emellett reaktiv oxigéngyokok (reactive oxygen species, ROS)
képzddésének serkentésén keresztiil oxidativ stressz kialakulasat okozhatja, kérosithatja a

sejtmembranok integritasat, illetve gyulladasos folyamatok beindulasahoz vezethet [2].

A baicalin (BAI) a bajkali csucsoka (Scutellaria baicalensis) gydkerébdl izolalt flavonoid,
melynek szadmos kiilonb6oz0 terdpias hatasa ismert. Ennek a vegyiiletnek nem csak antioxiddns

¢s gyulladascsokkentd, de antimikrobidlis és daganatellenes hatasat is leirtdk mar [3].

TDK munkam sordn a DON gyulladasra gyakorolt, illetve a BAI protektiv hatasat vizsgaltuk
csirke eredetli haromdimenzids (3D) méjsejttenyészeteken, melyet magneses 3D bioprinting
modszerrel hoztunk 1étre. Mindehhez vizsgéltuk a sejtek ¢€letképességét, illetve a gyulladédsos
folyamatok mérése céljabol egyes citokinek, az interleukin-6 (IL-6), az interleukin-8 (IL-8) €s

az interferon-y (IFN-y) mennyiségét is meghataroztuk.



Irodalmi attekintés

A trichotecénvazas mikotoxinok szerkezete, csoportositasa

A trichotecénvazas mikotoxinokat kiilonb6z6é Fusarium gombafajok termelik. Ebbe a genusba
a szaprofitaktol egészen a ndvényeket megbetegitd parazitikus fajokig tartozd gombakat
sorolunk [4]. A trichotecénvéazas mikotoxinok mind illékony, alacsony molekulatomegi
szeszkviterpén epoxidok, amelyek egy triciklikus mag koré épiilnek. Ez a szerkezet adja a
trichotecén vazat. A toxicitasért felelds oldallancok az epoxidok, amelyeket a Ci2-n és Ciz-on

talalhatunk. A toxicitasukat tovabb fokozza a Co.10 kozott talalhato kettoskotés [5].

A trichotecénvazas mikotoxinokat négy csoportra (A, B, C, D) bonthatjuk kémiai
tulajdonsagaik alapjan, illetve a termeld gombafajok szerint. A Fusarium fajok termelik az A és
B csoportba tartoz6 toxinokat, amelyek szerkezetében a Cg-on oxigén vagy karbonil funkcids
csoport talalhat6. Az A tipusba tartozik tobbek kozott a T-2 toxin és a diacetoxiszkirpenol, mig
a B tipusba példaul a nivalenol és az altalunk is vizsgalt DON. A C tipusba tartozo toxinok
tartalmaznak egy masodik epoxid csoportot a C7g vagy a Co 10 helyzetben, mint példaul a
crotocint. A D tipusba azokat a toxinokat soroljuk, amelyek a C4 és Cs kozott egy makrociklikus
gylriit tartalmaznak két észterkotéssel. Ilyen példaul a verrucarin [6]. Tobb felmérés is azt
mutatta, hogy az A és B-tipusu trichotecénvazas mikotoxinok gyakrabban el6fordulnak a
gabonak ¢€s takarmanynovények szennyezd anyagaként, mint a makrociklikus gytrit

tartalmazo tipusok [4]
Dezoxinivalenol (vomitoxin, DON)

A Fusarium nemzetségben olyan gabonamagvakon megtelepedd gombafajok talalhatdak,
melyek viladgszerte elterjedtek. E gombdk tobb kiilonb6zé masodlagos anyagcsereterméket,
tobbek kozott kiilonféle mikotoxinokat termelnek, melyek koziil kiemelkedd jelentdségli a
trichotecénvdzas DON. Annak ellenére, hogy a DON-ra nem jellemz6 az akut mérgezéses
tiinetek megjelenése, hatdsainak vizsgalata mégis fontos, mivel az egyik leggyakrabban
eléforduld szantofoldi toxin vilagszerte. A szarnyasok jellemzden kevésbé érzékenyek az egyes
mikotoxinok hatasaira, mint egyes emldsfajok, példaul a sertés. Ez valdsziniileg az egyes
toxinok metabolizmusanak és szervezetbdl torténd gyors kiliritésének koszonhetd [7]. Ennek
ellenére a DON-koncentraci6 és a kitettség mértékétdl fliggden mégis tapasztalhatunk bizonyos
tiineteket a toxinnal fert6zott gabona fogyasztisa utdan. DON-t kisebb koncentracioban

tartalmazo takarmany felvétele esetén gyomor-bélrendszeri irritaciot €s szdveti elhalast,



hanyast, étvagy csokkenését és kisebb mértékli sulygyarapodast is tapasztalhatunk, mig
magasabb koncentracidoban sulyvesztést, a vérképzdszervek €s a nyirokszervek karosodasat,
ebbdl fakadoan pedig akar az allat fertézésekkel szembeni ellenalloképességének csokkenését

is okozhatja [1].

A DON metabolizmusa

Az allatok szervezete rengeteg xenobiotikummal talalkozik, melyek csak igen kis ardnyban
hagyjék el a szervezetet atalakitds nélkiil. A gyorsabb kivalasztds érdekében sziikséges a
biotranszformacidjuk, amelyhez altaldban egy vagy tobbféle enzimre van sziikség. Ezeknek az
enzimek tobbsége a majban termelddik, mivel a maj az egyik legfontosabb szerepet betoltd
szerv a testidegen anyagok atalakitasaban. A metabolizmus sordn lejatszodo folyamatokat két
fazisra bonthatjuk, ahol az elsé fazis jelenti az oxidaciot, redukciot vagy hidrolizist, mig a

masodik a konjugacios reakciokat [8].

A DON lebontésa in vivo a kiilonbdz0 allatfajokban eltérden jatszodik le, ebbdl is fakadhat az
érzékenységbeli kiilonbség. Alapvetden a két f6 mddja a bél mikrobiota altal végzett lebontas,
illetve a majban zajlé konjugacid, amely soran képzddhet gliikozid, gliilkoronidés szulfat
metabolit is. Csirkékben a legfébb ut a szulfiatos konjugacié és a mikrobiota altal torténd
lebontds, mig utdbbi sertésben igen kis jelentdséggel bir. A madarak eset¢ben a DON
legfontosabb metabolitja a dezoxinivalenol-3-szulfat (DON-3S), mely atalakulas aranya eltérd

az egyes baromfifajokban [9].

A DON sejtszintii hatasai

A DON {8 sejtszintli hatdsa a peptidil-transzferdz enzim megkotésén keresztiil a fehérjeszintézis
gatlasa. Emellett a ROS-termelddés fokozasaval oxidativ stressz kialakulasat indukalhatja,
amely fokozott lipidperoxidaciohoz, DNS karosodashoz, a gyulladdsos folyamatok
fokozddasadhoz, és akar apoptodzishoz vezethet [10]. A gyulladasos folyamatokat dozis- és
kitettségfiiggd modon befolyasolhatja [11]. A gyulladas egy komplex valasza a velesziiletett
immunrendszernek, amelynek szerepe a szervezetet ért karos hatdsok elleni védekezés és a

sériilt szovetek helyreallitasanak segitése.

Az immunrendszer sejtjei koziil a makrofagok, a T-sejtek és a B-sejtek a trichothecénvézas
mikotoxinok f6 célpontjai. A koncentracid, illetve a kitettség id6tartaméatol fiiggden a toxinok
stimulalhatjak vagy szupresszalhatjak is az immunrendszert [12]. A magasabb koncentracio a

leukocitak pusztulasahoz, mig az alacsonyabb koncentracié tobb gyulladasos folyamatokkal



Osszefliggd gén expressziojanak, illetve gyulladasos citokinek és kemokinek termelddésének

emelkedését valtja ki [7].

A folyamat egyik f6 eleme az IL-6, melyet a T-helper (Th) sejtek termelnek [13]. Az IL-6
legfontosabb hatésai az akut gyulladas kivaltasa akut fazis fehérjék segitségével, tovabba a B-
sejtek, a makrofagok és a T-sejtek aktivalasdnak és differencidlédasanak, illetve az
ellenanyagok termelésének serkentése. Az akut fazis fehérjéket elsdsorban a méj termeli és
feladatuk példaul a komplement rendszer aktivalasa, a gyulladasos citokinek termelésének

serkentése €s a neutrofil kemotaxis kivaltasa [14].

Az IL-8 egy fagocitak és mezenchimalis sejtek altal termelt citokin. A termelddését valamilyen
gyulladdsos inger valtja ki, majd a kemotaxis, a degranulacié és az oxidativ stressz

serkentésével aktivalja a neutrofil granulocitakat [15].

Az IFN-y igen sokrétli szereppel rendelkezd citokin. Mind a velesziiletett, mind pedig a szerzett
immunitasban fontos molekula, mivel virus-, baktérium- és daganatellenes hatassal is
rendelkezik. Sziikséges a kiilonb6z6 immunsejtek megfeleld éréséhez és mikddéséhez, noveli
a makrofagok és a dendritikus sejtek f6 hisztokompatibilitasi komplex (MHC - major
histocompatibility complex) termelését, ezaltal pedig serkenti az antigénprezentaciot. IFN-y-t
termelnek a natural killer (NK) sejtek is a fert6zések korai szakaszéban, amely tovabb serkenti

ezen sejtek aktivitasat €s a sejtes immunvalasz étrejottét [16].

Baicalin

A bajkali csucsoka (Scutellaria baicalensis) egy régbta és széleskorben hasznalt gydgyndveény,
melynek gyodkerébdl kivonhaté flavonoid vegyiilet a baicalin (BAI) [17]. A BAIl-nak
antioxidans, gyulladascsokkentd, antibakteridlis és immunerdsitd hatdsa is ismert, mely
tulajdonsagai miatt szdmos kiilonb6zo betegség kezelése soran hasznalhatd, mint példaul a
tiidogyulladés, a hepatitis vagy az érelmeszesedés [18]. Eldzetes kutatasok sordn kimutattak
protektiv hatasat mikotoxikdzisokkal szemben is, mely sordn csokkentette az oxidativ stressz
¢s a gyulladésos folyamatok mértékét [18]. Sertésben vizsgaltdk DON-nal szemben kifejtett
hatasat is, mely kutatas soran azt tapasztaltak, hogy csokkentette az oxidativ stressz €s egyes

gyulladdsos paraméterek mennyiségét [19].

Korabbi kutatasok igazaltdk, hogy a BAI rendelkezik terdpids hatdssal az autoimmun
hepatitisszel szemben, illetve azt, hogy bizonyos koncentracioban alkalmazva enyhitette a maj

karosodast a tumor nekrézis faktor o (TNF- a) €s az IFN-y szintjének csokkentésével [20]. Sun



¢s kutatdcsoportja patkanyokban CCLs segitségével idézett eld majfibrozist, illetve az erre
gyakorolt hatasat vizsgaltak a baicalinnak. A kisérlet soran azt tapasztaltak, hogy a BAI képes
volt gatolni a fibrozist azaltal, hogy csokkentette a hialuronsav, laminin és a prokollagén-III
szintjét. Tovabba vizsgaltdk az aszpartat-aminotranszferaz ¢és az alanin-aminotranszferaz
szintjét is, amelyek BAI hatasara szignifikansan csokkentek, ezzel is bizonyitva, hogy segitette

crer

Fontos azonban kiemelni, hogy a majfibrozis helyreallitasa egy igen lasst folyamat [21].

A BALI jotékony hatasat a bakterialis fert6zések soran is kimutattdk mar. A baromfi agazatban
hatalmas karokat tud okozni a Mycoplasma gallisepticum fertdzés az dllomanyban, emiatt is
fontos lehet egy immunstimuldns, mint takarmanykiegészitd. A kutatasok szerint a BAI képes
volt csokkenteni a nuklearis faktor kappa-B (NF-kB) jelpalyat a Toll-like receptor 4-en
keresztiil lipopoliszacharid (LPS) altal indukalt fert6zés esetében csirke majban. Ezen feliil 7
napig adagolt BAI csokkentette a csirkek 1éguti gyulladasat Mycoplasma gallisepticum fertozés
esetén [20].

3D sejttenyésztés

A tudomanyos kutatasok nagy része ma mar elképzelhetetlen lenne in vitro vizsgalatok nélkiil,
melyeknek egyik legfontosabb mddja a kiilonb6zd sejtkulturak létrehozasa. A sejtkulturdk
lehetnek hagyomanyos kétdimenzids (2D), vagy az utdbbi években elterjedt 3D tenyészetek is.
Eldbbi gyors, konnyen megismételhetd és koltséghatékony maodszer, azonban nem ad teljesen
hiteles képet, ennek ellenére még mindig széles korben hasznédlatosak. A hagyomanyos
egyrétegli majsejttenyészetekben a sejtek gyakran elveszitik az in vivo jellemz6 fenotipusukat
¢s differencialtsagukat, melynek oka valdsziniileg az, hogy a sejtek a taptalajra kitapadnak, igy
a sejt-sejt kapcsolatok €s az extracellularis matrix (ECM) kialakulasa korlatozott. Mivel az €16
szervben a majsejtek kapcsolata és karakterisztikdja igen szertedgazd, igy az egyrétegii
sejttenyészetek néhany tekintetben nem képesek megfeleléen modellezni annak miikodését
[22]. Emiatt fejlesztették ki az Un. szendvics tenyészeteket, mely sok szempontbdl jobban
megfelelt a majsejtek tenyésztéséhez. A szendvics tenyészet 1étrehozasanal a sejteket két réteg
matrix kozé helyezik, igy azok alakja és funkcidja jobban hasonlit az in vivo koriilményekhez.
Igy a méjsejtek esetében képesek a hosszantarto albumintermelésre, a polaritasuk megdrzésére,
igy akadr az epecsatorndcskak létrehozasara is, amely igen fontos lehet a kiilonbdzd
gyogyszertani kutatasok soran. Azonban igazan uj lehetdségeket a biokémiai €s biomechanikai

folyamatok vizsgéalatara a 3D sejttenyészetek voltak képesek nyitni [23]. Ezekben a kultirakban



Sejttenyészetek gyiird struktiraban
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Magneses bioprinting alulrol

1. ébra: A magneses sejttenyésztés egyes modszerei. A sejtek magnetizdldsa utan azok 3D struktiirdkba
rendezhetok. A modszerek kozotti alapvetd kiilonbség a magnes elhelyezkedése.
Forrds: White Paper M3D Cell Culture: Biocompatibility of Nanoshuttle-Pl and the Magnetic Field (Greiner
Bio-One)

a sejtek képesek megoérizni az élettani koriilmények kozott jellemzo fenotipusukat és
differencialtsagukat, melynek koszonhetden valtozatos sejtek kozotti, és sejt-ECM kapcsolatok
jOhetnek létre [24].A 3D tenyészetek kialakitasara sokféle modszer 1étezik, tobbek kozott a
fliggbesepp modszer, a ,,hydrogel” és az altalunk is alkalmazott magneses 3D bioprinting. A
fliggdesepp modszer esetén a sejtek a folyadék €s a levegd hataran csoportosulnak egyetlen
gombot eredményezve. Ezzel a mddszerrel létrehozott tenyészetek esetében nagyobb foku
gazcserét figyeltek meg [25]. A ,,hydrogel” kdrnyezetben tenyésztett sejtek esetében egy vizzel
duzzasztott polimerbdl allo6 haldzatot hozunk létre, amely realisztikusan leképezi a sejtek
mikrokornyezetét, igy segitve a sejtek egymashoz vald tapadasat [26].Az altalunk hasznalt
magneses 3D bioprinting modszer sordn a kivant 3D strukturat kiils6 magneses erdvel alakitjuk
ki. Ehhez a sejteket magnetizalni kell, melyhez aranybol, vas-oxidbol és poli-L-lizinbdl allo
nanorészecskéket hasznalunk. Ezek a részecskék a poli-L-lizinen keresztiil kotddnek a sejtek
membranjahoz, melyek ezt kovetden specifikus magneses drive-ok segitségével szferoidokba
rendezhetdk. A nanorészecskék bizonyitottan biokompatibilisek, a mégneses erd hatasara

torténd térbeli rendez6dés pontosan szabalyozhatd és nem befolyasolja a sejtmiikddést [27].



Célkitiizések

Kutatdsunk soran csirke eredetii 3D majsejt-nem parenchimalis (NP) sejt magneses bioprinting
modszerrel 1étrehozott ko-kultirdkon vizsgaltuk a DON sejtkarosito és gyulladasra gyakorolt,
illetve a BAI védo hatasait. Célunk volt a gyulladas €és annak szerepének, hatdsainak vizsgalata
a majsejtekre, ebbdl kdvetkeztetve a szervre €s a teljes szervezetre gyakorolt hatdsaira. Ezen
feliil pontosabb képet szerettiink volna nyerni mind a DON, mind a BAI sejtszintii hatasairol a
mikotoxinok jelentds gazdasagi karokozasdnak jovobeli fékezése érdekében, mivel ennek a

teljes kort kivédésére nincsen jelenleg lehetdségiink.

Kutatasunk soran mindamellett, hogy e két természetes vegyiilet hatdsait vizsgaltuk, szerettiik
volna felmérni azt is, hogy ezeknek a koncentraciobeli valtozasuk milyen mddon és mértékben

képes egymas hatésat kioltani.

Mindezeket szerettik volna az in vivo koriilményekhez lehetd legkozelebb all6 moédon
kivitelezni, emiatt valasztottunk 3D vizsgalati modellt, mindezzel tudomanyosan megalapozva
a BAIL mint potencidlis baromfitakarmany-kiegészitd alkalmazasat tovabbi lehetséges in vivo

kutatasok elvégzése utan.



Anyag és Modszer

Kisérleti allatok, vegyszerek

A kisérlet soran felhasznalt vegyszereket a Merck KGaA-tol (Darmstadt, Germany) szereztiink
be a késOébb kiemelt kivételektdl eltekintve. Az allatokon torténd beavatkozasok mind a
nemzetkozi, mind a hazai jogszabalyoknak megfelelden, az intézményi iranyelveket betartva,
a budapesti Allatorvostudoméanyi Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaga (MAB) és a
Kormanyhivatal Elelmiszerlanc-biztonsagi és Allategészségiigyi Osztalya altal is jovahagyva
torténtek. Mivel az allatok semmilyen in vivo kezelésen nem estek 4t és beérkezés utan azonnal
felhasznalasra keriiltek, igy a MAB éallasfoglalasa alapjan allatvédelmi engedély nem volt

sziikséges.

Az oldatok elokészitése

A kisérletet megeldzden elsdként a sejtizolalashoz sziikséges pufferoldatokat készitettiik eld,

melyek a kdvetkezdek voltak:

e 150 ml etilén-glikol-tetraacetat (EGTA) (0,5 mmol/l) tartalma HBSS (Hanks
Balanced Salt Solution)
e 150 ml EGTA-mentes HBSS

e 100 mlIV. tipusu kollagenéz tartalmu oldat, kiegészitve 7 mmol/l MgCl, és 7 mmol/l
CaCl; oldattal

A HBSS torzsoldat steril desztillalt vizzel torténd tizszeres higitasat kovetden 4,7 ml 7,5%-o0s
NaHCO:s-t adtunk 1000 ml pufferhez. A HBSS-t tartalmazdé EGTA el6készitéséhez 1,052 ml
EGTA-t kevertlink 200 ml pufferoldathoz a 0,5 mmol/l-es koncentracio beallitasa érdekében. A

c gy

crer

elé. Ezeket az oldatokat kozvetleniil a felhasznalas el6tt atbuborékoltattuk 11/perc aramlasi
sebességli Carbogennel (5% CO: és 95% Oz). Emellett kiegészitettiik a sejtek tapfolyadekaul
szolgalo Williams Medium E oldatot 0,22% NaHCOs3-val, 50 mg/ml gentamicinnel, 2 mmol/l
glutaminnal, 4 pg/l dexametazonnal, és 20 IU/l inzulinnal; tovabba az oldat feléhez 5%

magzatiszarvasmarha szérum (fetal bovine serum — FBS) adtunk.
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A csirke majsejtek és nem-parenchimalis sejtek izolalasa

A majsejteket €s nem-parenchimalis (NP) sejteket 6 hetes himivara Ross-308 tipust
brojlercsirkékbdl (Gallus Kft., Devecser, Magyarorszag) izolaltuk, a kutatdcsoportunk altal mar
korabban kifejlesztett modon [28]. A CO»-vel torténd boditast kovetden az allatot dekapitaltuk
¢és hatfekvésben rogzitettiik. A ventralis teriiletrdl a tollakat eltavolitottuk, és laparotomiat

crer

agként funkcionalt, mig a pufferek elvezetéséhez a jobb pitvarba vezettiink be egy iivegkantilt.

A perfzi6 soran haromlépcsds rendszert alkalmaztunk. Az oldatokat végig 40°C-on tartottuk,
¢s 30 ml/min dramlési sebességet alkalmaztunk. A kalcium és magnézium eltavolitdsdhoz a
at. Az EGTA egy kelatképzd vegyiilet, amely megkoti a magnézium- és kalciumionokat, ezéltal
segit fellazitani a sejtek kozotti kapcsolatokat, igy megkonnyiti a szovet szétesését és a sejtek
izolalasat. Ezt kovetden a majat atoblitettiik 150 ml EGTA-mentes HBSS oldattal, hogy
eltavolitsuk az esetlegesen ott maradé EGTA-t, melyet 100 ml kollagenazoldattal torténd mosas
kovetett. A kollagendz a sejtek kozotti extracelluldris matrix lebontaséért felelds. A kifolyo
kollagenéz oldatot egy steril tripszinezd lombikban gyiijtottiik, és addig recirkulaltattuk, amig
a maj szerkezete fel nem bomlott. A szervet ezt kovetden steril f6zOpoharba helyeztiik, és a

tovabbi 1épéseket steril kornyezetben, jégen tartva végeztiik el.

A Glisson-tokot felvagtuk, és a majat 50 ml szarvasmarha szérum albuminnal (bovine serum
albumin — BSA) (2,5%) kiegészitett j¢ghideg HBSS pufferbe helyeztiik. A BSA segiti a sejtek
szétvalasat, illetve gatolja a mar szétvalt sejtek 6sszekapcesoldodasat. A szuszpenziot ezutdn az
emésztetlen interstitium és a sejtaggregatumok eltavolitdsa érdekében atsziirtiik harom réteg
steril gézen egy BSA-tartalmii HBSS-t tartalmaz6 steril centrifugacsébe, majd tovabbi 50

percig inkubaltuk jégen hiitve.

A sejtszuszpenziobol haromlépcsds centrifugalassal kiilonitettiik el a majsejteket. Elsdként
BSA-val kiegészitett HBSS-ben 3 percig alacsony fordulatszdmon (100xg) centrifugéltuk a
szuszpenzidt, majd a kdvetkezd két centrifugalas soran a kapott tiledéket az el6zdleg elkészitett,
FBS-tartalmt Williams Medium E tapfolyadékban reszuszpendaltuk, és szintén 3 percig 100xg-
n centrifugaltuk. A keletkezett feliiluszot mindhdrom 1épés utan steril edénybe gytjtottik. A
harmadik centrifugdlds sordn kapott tiledéket végiil szintén reszuszpendaltuk FBS-tartalmt

Williams Medium E tapfolyadékban, és igy egy majsejtekben gazdag sejtszuszpenzidt kaptunk.
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A majsejtek ¢€letképességét €s a teljes sejtszamot Biirker-kamraban, tripankékes festéssel
hatdrozzuk meg. Ehhez 200 pl tomény sejtszuszpenzidt 800 pl Williams Medium E-vel
higitottunk, majd ennek 200 pl-jéhez ugyanekkora mennyiségii tripankék festéket adtunk. Ezzel
a festéssel az €16 és elpusztult sejtek elkiilonithetdek, mivel a tripankék csak azokba a sejtekbe
tud bejutni, amelyek membranjadnak integritasa sériilt, azaz az ¢letképtelen sejteket kékre
szinezi. Ezt kovetden meghataroztuk az €16 és elpusztult sejtek aranyat, amely 90% feletti volt,

igy a szuszpenziot a sejttenyészetek kialakitasara alkalmasnak taldltuk. A tomény

crc

Kovetkezdként a majsejtek centrifugalasa soran kapott feliiliszot centrifugéltuk, hogy a nem-
parenchimalis (NP) sejteket is el tudjuk kiiloniteni. E18szor 350%g-n 10 percig centrifugaltuk,
majd a kapott feliiluszot tiszta centrifugacsObe ontottiik, és 800xg-n 10 percig centrifugaltuk.
A kapott tiledékeket 5 ml FBS-tartalma Williams Medium E-ben reszuszpendaltuk, igy egy NP
sejtben gazdag szuszpenzidt kaptunk. Az életképességet €s a teljes sejtszdmot a korabban
ismertetett modon, Biirker-kamra és tripankékes festés segitségével hataroztuk meg. A végso
koncentraciot 10¢ sejt/ml-re allitottuk be higitassal. Ezt kdvetden 60 ml méjsejt szuszpenziot
Osszekevertiink 10 ml NP sejt szuszpenzidval, igy létrehozva 70 ml ko-kultira szuszpenziot,

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

A 3D sejttenyészetek kialakitasa és kezelése

A magneses haromdimenzids sejttenyészetek kialakitasdhoz sziikséges specifikus eszkdzoket
¢és anyagokat a Greiner Bio-One Hungary Kft. (Mosonmagyardvar, Magyarorszag) biztositotta.
A sejtek magnetizalasdhoz 1000 pl magneses nanorészecskét (NanoShuttle™-PL) adtunk 10

ml sejtszuszpenzidhoz (1:10 ardnyban).

A sejteket ezt kdvetden 96-lyuku sejttaszitd tenyésztéedényekre raktuk le (100 pl/lyuk), és
inkubaltuk 1 6ran keresztiil 37°C-on. Ez idé alatt a NanoShuttle™-PL részecskék kotédtek a
sejtek membréanjadhoz. Ezutan a lemezt egy tin. Spheroid Drive-ra helyeztiik, amelyen a lemez
minden lyuka alatt egy kicsi magnes taldlhat6. Ezek a magnesek a lyukak kézepére vonzzak a
magnetizalt sejteket, ahol azok 3D struktirakba rendezddnek. A lemezt a Spheroid Drive-val
egyiitt inkubdltuk 37°C-on 48 6ran keresztiil. 24 ora utan a tapfolyadékot szérummentes
tapfolyadékra cseréltiik, amihez egy un. Holding Drive-ot hasznaltunk. Ezen a Drive-on 4-4
lyuk kozott egy-egy nagyobb magnes van, melyek kihuzzak a szferoidokat a lyukak szélére és
ott tartjak azokat, amig a tapfolyadékcsere zajlik.
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3 kiilonboz6 koncentracioja (5, 15, 45 ul/ml) BAI oldattal kezeltiik. A kezelt sejttenyészeteket
37°C-on 24 6réan keresztiil inkubaltuk, majd mintat vettiink a sejtek tapfolyadékabdl. A mintakat
tovabbi felhasznalasig -80°C-on taroltuk.

A metabolikus aktivitas mérése

A sejtek metabolikus aktivitasat az inkubacios i1d6 leteltével Cell Counting Kit-8 (CCK-8,
Dojindo Molecular Technologies, Rockville, Egyesiilt Allamok) teszttel vizsgaltuk, amely egy
kolorometrias eljaras. A CCK-8 reagens vizoldhat6 tetrazdlium sot (Water Soluble Tetrazolium
Salt 8 — WST-8) tartalmaz, melyet az €10 sejtek altal termelt redukalt koenzimek narancssarga
formazéanné redukalnak. Ennek intenzitdsa spektrofotométerrel mérhetd és mértéke egyenesen

aranyos az ¢letképes sejtek metabolikus aktivitasaval.

A sejtekrdl a tapfolyadékot eltavolitottuk, majd a gyartoi utasitasokat kovetve 100 pl friss FBS
mentes Williams Medium E-t és 10 ul CCK-8 reagenst mértiink a lemez mindegyik lyukaba,
melyet 2 6ran keresztiil inkubaltunk 37°C-on. Az abszorbancia értékeket 450 nm-en olvastuk

le Multiskan GO 3.2 readerrel (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)

A sejtkarosodas mérése

A sejtkarosodas mértekét a tdpfolyadékba kertilt laktat-dehidrogendz (LDH) aktivitasa alapjan
hataroztuk meg. Az LDH egy citoplazmatikus enzim, amely a sejtmembran sériilése esetén
keriil a sejtek tapfolyadékaba. Az LDH a NAD"-ot NADH-v4 redukalja, amely a sarga szinii
jod-nitro-tetrazdlium sot (INT) alakitja egy hidrogén atadasaval piros szinli INT-formazanna,
melynek  mennyisége  egyenesen  aranyos a  karosodott  sejtek  szadmaval.
A mérést 96-lyuku lemezen végeztiik el. Az eljaras soran a mintakat ugy higitottuk LDH Assay
pufferrel, hogy a végtérfogat 50 pl legyen. Ehhez adtunk 50 pl munkareagenst (48 pl LDH
Assay puffer, 2 ul LDH Substrate Mix keveréke), majd a lemezt 37°C-on, fénytdl védve
inkubaltuk 2-3 percig. Az abszorbancidkat 450 nm-en olvastuk le 5 percenként Multiskan GO
3.2 readerrel, amig a legaktivabb minta abszorbancia értéke magasabb nem volt, mint a
legtoményebb standardé. Ezt kdvetden kiszdmoltuk az LDH aktivitdsat a gyartd protokolljaban

szerepld képlet segitségével.

Gyulladasos paraméterek mérése

Kiseérletiink soran harom gyulladasos citokin mennyiségét mértiik (IFN-y, IL-6, IL-8) csirke
specifikus szendvics ELISA (enzimhez kotott immunszorbens proba — enzyme-linked
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immunosorbent assay) tesztekkel (MyBioSource, San Diego, Egyesiilt Allamok). Az ELISA
egy antitest-antigén kotddés jon 1étre, amely fotometridsan mérhetd szinvaltozast eredményez.
A szendvics ELISA elonye, hogy a direkt ELISA modszernél érzékenyebb, hiszen két antitest
vesz részt a reakcioban és mindkettd a cél antigénre specifikus. Ebben az eljarasban a lemez a
vizsgalni kivant antigénre specifikus ellenanyaggal elére bevont, ezaltal képes megkotni azt.
Az igy rogziilt antigénhez egy masodik, biotinnal jeldlt antitest kotédik. Ehhez az antitesthez
kapcsolddik egy enzimmel jelolt komplex, amelyhez az utolso 1épésben az enzim szubsztratjat
adjuk hozza, igy létrejon a spektrofotometridsan mérhetd szinvaltozas. Kisérletiink soran
mindharom mérés egyes Iépéseit a gyartd protokollja szerint végeztiik el. A méréshez az ELISA
teszthez adott, ellenanyaggal elére bevont 96-lyuku lemezt hasznaltuk. A vizsgalat sordn a

lemezt 37°C-on inkubaltuk, és az egyes 1épések kozott lemostuk a nem kotddott anyagokat.

L o
o (=}
(o]
o
Szubsztrat
Torma peroxidaz -
Termék
Streptavidin O - .. (=)
o
@ <
Biotinnal jelslt
antigén/antitest b crolll
Abszorbancia
Cél fehérje -
Megkststt Y * ) ¢ Y
antitest/antigén * *

2. dbra: A szendvics ELISA teszt miikdési elve.
Forrds: Overview of ELISA protocol, MyBioSource (MyBioSource, San Diego, Egyesiilt Allamok)
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Statisztika

A statisztikai adatelemzéshez R 3.5.3 szoftvert (v4.3.1; R Core Team 2023) hasznaltunk.
Minden kezelési csoport n=8 mintat tartalmazott. A kiilonb6z6 csoportok kozotti eltéréseket
egytényezOs varianciaanalizissel (one-way analysis of variance — ANOVA) allapitottuk meg, a
paronkénti 6sszehasonlitdshoz pedig Dunnett post hoc probat alkalmaztunk. Az eredményeket
az atlag + standard hiba (standard error of the mean — SEM) értékeként értelmeztiik. A

kiilonbségeket p < 0,05 értéktdl tekintettiik szignifikansnak.

Az eredményeink Osszevetése soran a csak DON-nal és csak BAI-val kezelt csoportokat a

cyey

DON-nal (2 pl/ml vagy 20 pl/ml) kezelt csoporthoz viszonyitottuk.
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Eredmények

Metabolikus aktivitas mérése

A sejtek ¢€letképességét CCK-8 teszttel mértiikk. Ahogyan a 3. abran is lathatd, a kontroll
tenyészetekhez képest a BAl-val kezelt csoportok esetében a sejtek metabolikus aktivitdsa a
koncentracio emelésével egyenesen aranyosan novekedett (p = 7,40x107; p = 5,72x1071%; p =
4,54x107'2). Ezzel szemben a DON-nal val6 kezelés csokkentette a sejtek életképességét (p =
0,042; p = 0,044).

Metabolikus aktivitas (24 h)

2,0 ok sk

T

* gk
* ok

0,5 -

0,0

Relativ abszorbancia (atlag + SEM)
*

crer

........

DON kezelés. * p < 0,05; ***p < 0,001.
A 2 pg/ml DON-nal kezelt sejtkultirdk esetében mindharom, egyidejlileg alkalmazott BAI
koncentréacié novelte (p = 1,36x10™%; p = 5,08x107; p = 1,64x107!") a sejtek életképességét a
csak DON-nal kezelt csoporthoz képest. A 20 pg/ml DON-nal torténd kezelés mellett szintén
mindharom BAI képes volt ndvelni (p = 1,96x10°; p = 1,32x10°; p = 1,37x10"") a sejtek

metabolikus aktivitasat a kizarolag DON-nal kezelt sejtekhez viszonyitva (4. dbra).
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Metabolikus aktivitas - DON2 (24 h)
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4. abra: A sejtek metabolikus aktivitasa 24 h DON és BAI kezelés hatasara. DON2: 2 ug/ml koncentraciojit DON
kezelés; DON2+BAIS: 2 ug/ml koncentracioju 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 koncentracioju DON és 45 ug/ml BAI
kezelés. DON20: 20 ug/ml koncentracioju DON kezelés;, DON20+BAIS5: 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 < 0,001.

Sejtkarosodas mértékének vizsgalata

A sejtek kéarosodasanak mértékét az LDH enzim aktivitdsanak mérésével hataroztuk meg. A

kezeletlen sejtekhez viszonyitva a BAl-val torténd kezelés csokkentette az LDH szintjét (p =

0,017; p = 3,30x10% p = 0,010). A DON-nal valé kezelések koziil csak a 20 pg/ml DON

esetében tapasztaltunk szignifikdns emelkedést (p = 0,003) a kontroll csoporthoz képest (5.

abra).

hatasara szignifikdnsan csokkent (p = 0,014) a csak DON-nal kezelt sejtekhez képest (6. abra).
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5. dabra: A laktat-dehidrogendz (LDH) extracellularis aktivitasa 24 h DON és BAI kezelés hatasdara. DON2: 2
ug/ml koncentrdacioju DON kezelés; DON2+BAIS: 2 ug/ml koncentraciojit DON és 5 ug/ml BAI kezelés;
DON2+BAIl5: 2 ug/ml koncentraciojit DON és 15 ug/ml BAI kezelés, DON2+BAI45: 2 ug/ml koncentracioju
DON és 45 ug/ml BAI kezelés. DON20: 20 ug/ml koncentracioju DON kezelés;, DON20+BAIS5: 20 ug/ml
koncentracioju DON és 5 ug/ml BAI kezelés, DON20+BAIlS: 20 ug/ml koncentracioji DON és 15 ug/ml BAI

kezelés;, DON20+DON45: 20 ug/ml koncentracioju DON és 45 ug/ml BAI kezelés. * p < 0,05; **p < 0,01,
p< 0,001.
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6. abra: A laktat-dehidrogendaz (LDH) extracellularis aktivitasa 24 h DON és BAI kezelés hatasara. DON2: 2
ug/ml koncentracioju DON kezelés;, DON2+BAIS: 2 ug/ml koncentraciojiu DON és 5 ug/ml BAI kezelés;
DON2+BAIIlS: 2 ug/ml koncentracioji DON és 15 ug/ml BAI kezelés, DON2+BAI4S5: 2 ug/ml koncentrdcioju
DON és 45 ug/ml BAI kezelés. DON20: 20 ug/ml koncentracioju DON kezelés;, DON20+BAIS: 20 ug/ml
koncentracioju DON és 5 ug/ml BAI kezelés, DON20+BAIl5: 20 ug/ml koncentrdacioju DON és 15 ug/ml BAI
kezelés; DON20+DON45: 20 ug/ml koncentraciojit DON és 45 ug/ml BAI kezelés. * p < 0,05.
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Interleukin-6

Az IL-6 koncentraciojat csirkespecifikus szendvics ELISA teszttel mértiik a sejtenyészetek

tapfolyadékabol. Az onalldan alkalmazott DON és BAI kezelések nem befolyasoltak az 1L-6

IL-6 (24 h)

(atlag = SEM)
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koncentraciojat (7. abra).

7. dbra: Az IL-6 koncentracidja 24 h DON és BAI kezelés hatasara. DON2: 2 ug/ml koncentrdcioju DON
kezelés; DON2+BAIS: 2 ug/ml koncentraciojit DON és 5 ug/ml BAI kezelés;, DON2+BAILS: 2 ug/ml
koncentracioji DON és 15 ug/ml BAI kezelés, DON2+BAI45: 2 ug/ml koncentraciojit DON és 45 ug/ml BAI
kezelés. DON20: 20 ug/ml koncentracioju DON kezelés;, DON20+BAIS5: 20 ug/ml koncentracioju DON és 5
ug/ml BAI kezelés, DON20+BAI15: 20 ug/ml koncentraciojit DON és 15 ug/ml BAI kezelés; DON20+DON45:

crer

A 2 ng/ml DON-nal kezelt tenyészetek esetében az 5 pg/ml BAI kezelés emelte (p = 0,014) az
IL-6 szintjét. A 20 pg/ml DON-nal kezelt csoport esetében mind az 5 pg/ml BAIL mind a 15
ng/ml BAI megemelte (p = 0,039; p = 5,32x107) a citokin szintjét (8. abra).
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IL-6 - DON2 (24 h)
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8. abra: Az IL-6 koncentracidja 24 h DON és BAI kezelés hatasara. DON2: 2 ug/ml koncentrdacioju DON
kezelés; DON2+BAIS: 2 ug/ml koncentracioju 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 koncentraciojut DON és 45 ug/ml BAI
kezelés. DON20: 20 ug/ml koncentraciojit DON kezelés; DON20+BAIS: 20 ug/ml koncentracioju DON és 5
ug/ml BAI kezelés, DON20+BAI15: 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 < 0,01.

Interleukin-8

Az IL-8 koncentraciojat szintén csirkespecifikus ELISA teszt segitségével mértiik a szferoidok

tapfolyadékabol. Az onalldan alkalmazott DON és BAI kezelések nem befolyasoltak az 11.-8

crer

A 2 png/ml DON-nal kezelt sejtkultirdk esetén az 5 és 15 ng/ml BAI hatasara megnétt (p =

0,024; p = 0,016) a citokin szintje.
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IL-8 (24 h)
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9. abra: Az IL-8 koncentracioja24 h DON és BAI kezelés hatasara. DON2: 2 ug/ml koncentracioju DON
kezelés; DON2+BAIS: 2 ug/ml koncentracioji 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 koncentraciojiu DON és 45 ug/ml BAI
kezelés. DON20: 20 ug/ml koncentracioju DON kezelés;, DON20+BAIS5: 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:
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IL-8 - DON2 (24 h) IL-8 - DON20 (24 h)
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10. abra: Az IL-8 mennyisége 24 h DON és BAI kezelés hatdsara. DON2: 2 ug/ml koncentraciojiu DON kezelés,
DON2+BAI5: 2 ug/ml koncentracioju DON és 5 ug/ml BAI kezelés; DON2+BAILS: 2 ug/ml koncentrdacioju
DON és 15 ug/ml BAI kezelés, DON2+BAI45: 2 ug/ml koncentracioju DON és 45 ug/ml BAI kezelés. DON20):
20 ug/ml koncentracioju DON kezelés; DON20+BAIS: 20 ug/ml koncentracioju DON és 5 ug/ml BAI kezelés,
DON20+BAILS: 20 ug/ml koncentracioju DON és 15 ug/ml BAI kezelés; DON20+DON45: 20 ug/ml
koncentracioji DON és 45 ug/ml BAI kezelés. * p < 0,05.

Interferon-y

cres

kezeletlen sejtekhez képest a 45 pg/ml BAI kezelés csokkentette (p = 0,033) a szintjét a
citokinnek (11. &bra).

A 2 pg/ml DON-nal kezelt tenyészeteknél mind a 15 pg/ml BAI, mind a 45 pg/ml BAI képes
volt mérsékelni (p = 5,82x10%; p = 5,36x107) az IFN-y termel8dést. A 20 pg/ml DON-nal vald
kezelést kovetden csak a 15 pg/ml BAI hatasara emelkedett (p = 0,023) az [FN-y mennyisége
(12. abra).
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11. abra: Az IFN-y mennyisége 24 h DON és BAI kezelés hatasara. DON2: 2 ug/ml koncentracioju DON kezelés;
DON2+BAI5: 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 koncentraciojit DON és 45 ug/ml BAI kezelés. DON20:
20 ug/ml koncentracioju DON kezelés; DON20+BAIS: 20 ug/ml koncentracioju DON és 5 ug/ml BAI kezelés,
DON20+BAI1S: 20 ug/ml koncentracioju DON és 15 ug/ml BAI kezelés;, DON20+DON45: 20 ug/ml
koncentracioju DON és 45 pg/ml BAI kezelés. * p < 0,05.
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12. dbra: Az IFN-y mennyisége 24 h DON és BAI kezelés hatasara. DON2: 2 ug/ml koncentraciojit 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 koncentrdaciojit DON és 45 ug/ml BAI
kezelés. DON20: 20 ug/ml koncentraciojit DON kezelés; DON20+BAIS: 20 ug/ml koncentrdcioju DON és 5
ug/ml BAI kezelés, DON20+BAIlS5: 20 ug/ml koncentrdacioju DON és 15 ug/ml BAI kezelés;, DON20+DON45:
20 ug/ml koncentracioju DON és 45 ug/ml BAI kezelés. * p < 0,05; **p < 0,01, ***p < 0,001.

23



Diszkusszio

A DON egy Fusarium fajok altal termelt trichotecénvdzas mikotoxin, mely kiilonb6z6
gabonakat szennyez vilagszerte [1]. Mivel a baromfitakarmany zémmel gabonakbol all, igy
mikotoxin fert6zésnek vald kitettségilik jelentds. Sejtszinten okozott legjelentdésebb hatdsa a
fehérjeszintézis gatlésa, illetve ROS képzddés fokozéasan keresztiil novelheti az oxidativ stressz
kialakulasanak esélyét, karosithatja a sejtmembranok épségét és serkentheti a gyulladasos
folyamatok beindulasat [2]. E hatdsok csokkent takarmanyfelvételhez, majd fogyashoz,

emésztorendszeri irritdcidhoz és immunszuppressziohoz vezethetnek [1].

A BAI egy flavonoid, amely a bajkali csucsoka (Scutellaria baicalensis) gyokerébol vonhatod
ki [17]. Ennek az antioxiddns hatassal bird vegyliletnek leirtdk mar tobbek kozott

gyulladdscsokkentd, immunerdsitd és mikotoxikozisokkal szembeni protektiv hatasat is [18].

Kisérleteinkhez 3D magneses bioprinting moddszerrel szferoidokat hoztunk 1étre, melyek a
hepatocitdkat és a nem parenchimalis sejteket 6:1 ardnyban tartalmaztak. Ennek az eljarasnak
elénye, hogy a majsejtek igy képesek megdrizni differencialtsdgukat és fenotipusaikat a 2D
sejtkulturaban tenyésztettekkel szemben, igy valtozatos sejtek kozotti €s sejt-ECM kapcsolatok

jOhetnek létre, ezzel hitelesebben modellezve az in vivo lejatszodo folyamatokat [22, 24].

A DON ¢és a BAI sejtek életképességére gyakorolt hatasat CCK-8 teszttel vizsgaltuk. Az
eredményeink a DON-nal kezelt kultarak esetében szignifikans csokkenést, mig a BAI-val
torténd kezelés utan szignifikdnsan emelkedést mutattak a sejtek metabolikus aktivitdsdban a
kezeletlen sejtekhez képest. Emellett a BAI mindkét DON kezelés mellett emelni tudta a sejtek
metabolikus aktivitasat. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy ugyan a DON negativan

befolyasolja a sejtek életképességét, a BAI ezt a hatast képes volt mérsékelni.

Ez 6sszhangban all a Bao vezetésével zajlott 2022-es kutatassal, ahol szintén harom kiilonb6z6
BAI koncentracio hatasat vizsgaltak onalloan és LPS is kezelt sejtek esetében. A kisérlet soran
azt tapasztaltdk, hogy az LPS-sel vald kezelést kovetden a sejtek életképessége csokkent.
Azokban az esetekben, amikor a kezelést BAI-val kiegészitették, mind az alacsony, kdzepes €s

magas koncentracid képes volt visszaforditani ezt a citotoxikus hatast [29].

A sejtkarosodas mértékét az LDH tapfolyadékbeli aktivitdsabol hataroztuk meg. A laktat-
dehidrogenaz egy citplazmatikus enzim, ezéaltal a tapfolyadékbeli koncentraciojabol
kovetkeztethetiink a sejtmembran sériilésének mértékére. A méréseink soran azt tapasztaltuk,

hogy a csak BAI-val kezelt tenyészetek esetében szignifikansan csokkent az LDH szint, illetve
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a magasabb alkalmazott DON kezelés hatdsara emelkedett a kezeletlen sejtekhez képest.
Tovabba ugyanezen DON koncentracid esetében a legmagasabb BAI csokkentette az LDH
aktivitast, tehat feltételezhetd, hogy mérsékelni tudta a sejtkarosodas mértékét. Ez 6sszhangban
all egy 2020-ban megjelent cikkben Liao és munktarsai a DON emésztorendszeri gyulladast és
oxidativ stresszt kivaltd hatasat vizsgaltak sertésben, illetve a BAI potencidljat ezek
ellensulyozéasara. A vizsgalatok soran szamos biokémiai markert vizsgaltak, tobbek kozott az
LDH aktivitasat a sejtkdrosodas mértékének monitorozasahoz. A mérések azt mutattak, hogy
azoknal a sertéseknél, amelyek DON-nal szennyezett takarmanyt kaptak, a szérum LDH
aktivitasa jelentdsen megnovekedett a tobbi takarmanyozasi csoporthoz képest. Ezzel szemben
azoknal az allatoknal, akiknél a DON-t BAI kiegészitéssel etették, a siman DON-nal
kezeltekhez képest nagy mértékben csokkent az LDH enzim aktivitdsa. Ezek alapjan arra
kovetkeztethetliink, hogy a BAI képes ellensulyozni a DON sejtkdrositd hatasait, ezzel

megeldzni és a kezelését segiteni a gasztrointesztindlis karosodasnak [19].

A gyulladés a velesziiletett immunrendszer valasza a szervezetet éré karos hatdsokra, feladata
az azok elleni védekezés ¢és a sériilt szovetek helyreallitisanak segitése [13]. A gyulladasos
folyamatokat Un. gyulladisos citokinek szintjének vizsgalatdval monitorozhatjuk. Ezen
markerek koziil mi az IL-6-ot, IL-8-at és az IFN-y-t mértiik csirke specifikus szendvics ELISA

tesztek segitségével.

Az IL-6 mérése soran a kisebb DON koncentracidval kezelt csoport esetében a legkisebb BAI
kezelés hatasara, mig a magasabb DON kezelés esetében a legkisebb €s a kozépsé BAI kezelés
soran tapasztaltunk emelkedést. Az IL-6-nak azonban nem csak a gyulladas kivaltasdban van
szerepe, hiszen ez egy pleiotrop citokin, leirtdk mar szabalyozé szerepét a majsejtek fibrinogén
expressziojaban, a korokozokkal szembeni védelemben és a szdveti regeneracioban is [30].
Hatésat egy masik receptorral, az IL-6Ra-n vald kapcsolatan keresztiil fejti ki. Ezek egytittesen
egy komplexet képeznek, amelyek érzékenyitik a sejteket az IL-6-ra. Galun és munkatarsai
kisérletiikben azt tapasztaltdk, hogy az IL-6 deficiens egerek maj regeneracios folyamatai
sériiltek, azonban IL-6-tal vagy IL-6/sIL-6Ro komplexszel vald kezelést kovetden ezek
helyreallithatoak voltak [31]. Ezek alapjan feltételezhetjiik, hogy azért emelkedett meg az IL-6
szintje, hogy a sejtek pusztulasat ellensulyozni probalja, hiszen a regeneraciot alapvetden a méa;j
tomegvesztése stimulalja, amely a hepatocitdk és a nem-parenchimalis sejtek osztodasat idézi
eld [32]. Emiatt lehetséges, hogy a BAI hatdsara megnovekedett metabolikus aktivitasu sejtek

igyekeztek serkenteni a proliferaciot az IL-6 szintjének novelésével.
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Az IL-8 esetében a kisebb DON koncentracié mellett az legalacsonyabb és a kozépsé BAI
emelte meg a szintjét. Az IL-8 egy kemokin, amely a neutrofil granulocitdk aktivaldsdban
fontos szerepet jatszik a degranulacio és az oxidativ stressz serkentésével [15]. EQy 2013-ban
publikalt kutatasban Ghareeb €s munkatarsai vizsgaltdk a DON immunrendszerre gyakorolt
hatasat egy Mycofix Select (MS) nevli, kereskedelmi forgalomban kaphato
takarmanykiegészitovel egyiittesen. A MS egy Europai Unié altal jova hagyott
takarmanykiegészitd, amelynek feladata a mikotoxinok megkotése, enzimek hozzdadasaval a
mikotoxinok atalakitasa nem mérgez6é metabolitokka, illetve tartalmaz immunstimulansokat a
toxinok hatdsdnak kivédésére. Ebben a kisérletben az oralisan alkalmazott DON csdkkentette
az IL-8 szintjét, amely a szervezet gyulladasos immunvalaszaért felelds. Ez azt sugallja, hogy
a DON szuppresszalta az immunrendszert. A MS hasznalatat kovetoen az IL-8 szintje viszont
emelkedett, amelybdl arra kovetkeztettek, hogy a MS képes stimuldlni az immunredszert,
hiszen javitotta a csirkék immunvalaszat [33]. Eredményeink azt mutatjak, hogy annak ellenére,
hogy a DON immunszuppresszans hatdsa nem volt szignifikans az IL-8 esetében a kontroll
emelkedett a kisebb DON koncentracioval kezelt csoport esetében. Ebbdl feltételezhetjiik, hogy

a BAIl-nak immunstimulédns hatdsa van.

Az IFN-y fontos szerepet jatszik az immunrendszerben, hiszen sziikséges egyes immunsejtek

megfeleld éréséhez. Noveli az MHC termelést, ezaltal serkenti az antigénprezentaciot [16].

Vizsgalatunk soran az IFN-y szintjét a legmagasabb BAI koncentracio csokkentette a kontroll
a legmagasabb BAI csokkentette az IFN-y mennyiségét. Ehhez hasonlo eredményt tapasztaltak
egy masik trichotecénvazas mikotoxin, a T-2 toxin esetében is egy 2006-o0s kutatasban, ahol azt
tapasztaltak, hogy a T-2 toxinnal valo kezelést kovetéen megemelkedett az IFN-y-t kodolo
mRNS szintje [34]. Ebbdl arra kovetkeztettek, hogy a T-2 toxinnak, amely a DON-hoz igen
hasonld szerkezetli és hatasti mikotoxin, gyulladast kivalté hatdsa van. Mindezek alapjan

feltételezhetjiik, hogy a BAI mérsékelni tudta a DON altal kivaltott gyulladas mértékét.

crer

megemelkedett az IFN-y szintje. Mivel nem minden esetben ismert a pontos
hatdsmechanizmusa a BAI-nak, elképzelhetd, hogy olyan véltozasokat indukalt a sejtekben
ebben a koncentracioban alkalmazva, melynek hatasdra novekedett az IFN-y mennyisége.

Ennek vizsgalatdhoz tovabbi kisérletek sziikségesek a jovoben.
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Eredményeink alapjan elmondhato, hogy a DON negativ hatassal volt a sejtekre, karositotta a
sejtmembranokat, és gyulladasos folyamatok beinduldsdhoz vezetett. E hatdsokat az altalunk
alkalmazott kiilonféle BAI koncentraciok azonban mérsékelni tudtdk. Mindezek alapjan
elmondhat6, hogy a BAI-nak, mint takarmanykiegészitének az alkalmazéasa baromfi fajokban
varhatoan pozitiv hatasokkal jarhat, azonban ennek alatamasztisahoz még tovabbi, in vivo

vizsgalatok is sziikségesek.
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Absztrakt

A mikotoxinok gombdk 4ltal termelt masodlagos anyagcseretermékek, melyek koziil
kiemelkedd fontossaguak az egyes Fusarium fajok altal termelt trichotecénvazas mikotoxinok.
Ezek egyik fontos képviseldje a dezoxinivalenol (DON), melynek f0 sejtszinti hatdsa a
fehérjeszintézis gatlasa, illetve reaktiv oxigéngyokok (ROS) képzdédésének serkentésén
keresztiil oxidativ stressz kialakuldsat okozhatja, karosithatja a sejtmembranok integritasat,
illetve gyulladasos folyamatok beinduldsahoz vezethet. E tulajdonsagai miatt 1ényeges olyan
vegyliletek kutatasa, amelyekkel ezek a karos hatdsok kivédhetok. A baicalin (BAI) a bajkali
csucsoOka (Scutellaria baicalensis) gyokerébdl izolalt flavonoid, melynek antioxidans,

gyulladascsokkentd, antimikrobialis és daganatellenes hatasa régota ismert.

TDK munkam sordn a DON gyulladasos vélaszra gyakorolt, illetve a BAI ezzel szemben
kifejtett protektiv hatasat vizsgaltuk csirke eredetli haromdimenzids (3D) méajsejttenyészeteken,
melyeket magneses 3D bioprinting mddszerrel hoztunk létre. A sejtkulturakat kétféle DON (2
¢s 20 pg/ml), haromféle BAI (5, 15 és 45 pg/ml) koncentracioval, illetve ezek kombinacidival
kezeltiik. A sejtek metabolikus aktivitdsit CCK-8 (Cell-Counting Kit-8) teszttel hataroztuk
meg. A sejtkdrosodds mértékének vizsgéalatdhoz a laktat-dehidrogendz (LDH) enzim
extracellularis aktivitasat mértiikk. A gyulladasos folyamatok nyomon kovetése céljabol az
interleukin-6 (IL-6), az interleukin-8 (IL-8) és az interferon-y (IFN-y) mennyiségét hataroztuk
meg csirkespecifikus ELISA tesztek segitéségével.

A sejtek metabolikus aktivitdsit mindharom BAI koncentracid novelte, mig a DON-nal valo

crer

cre

Tovabba a magasabb DON-nal kezelt tenyészetek esetében a legmagasabb BAI csokkentette az
LDH aktivitast. Az IL-6 szintje az alacsonyabb DON-kezelt sejtek esetében a legkisebb BAI
koncentracid, mig a magasabb DON-nal kezelt tenyészetek esetében a két kisebb BAI kezelés
hatasara emelkedett. Az IL-8 koncentracioja az alacsonyabb DON-nal kezelt csoportokban a
ket kisebb BAI kezelés hatasara novekedett.
A kezeletlen sejtekhez képest a legmagasabb BAI, mig a kisebb DON koncentraci6 esetében a

kozépsé és a legmagasabb BAI koncentracido csokkentette az IFN-y mennyiségét. Ezzel

........

crcr
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Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy a DON negativ hatdssal volt a sejtekre, melyet
bizonyos koncentracioban alkalmazva a BAI képes volt mérsékelni. Ezen hatdsai miatt
feltételezhetd, hogy tovabbi, in vivo kisérletek elvégzése utan a jovében akar
takarmanykiegészitOként is alkalmazhato lehet gazdasagi haszonallatainkban, javitva az allatok

egészségi allapotat, ezaltal a termelést is.
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English Abstract

Mycotoxins are secondary metabolites produced by different types of fungi. The most important
mycotoxins are the trichothecene mycotoxins produced by several Fusarium spp. An important
member of these is deoxynivalenol (DON, vomitoxin), whose main cellular effects are the
inhibition of protein synthesis and the stimulation of reactive oxygen species (ROS) formation,
thus the induction of oxidative stress, the impairment of cell membrane integrity as well as the
initiation of inflammatory processes. Because of these characteristics, studying chemicals that
could prevent these harmful effects is essential. Baicalin (BAI) is a flavonoid isolated from the
root of Scutellaria baicalensis and it is known for its antioxidant, anti-inflammatory,

antimicrobial and antitumor effects.

In the present study, the inflammatory effect of DON and the protective role of BAI were
investigated in chicken-derived three-dimensional (3D) hepatic cell cultures. 3D cultures were
created by magnetic 3D bioprinting method. Cell cultures were treated with two different DON
(2 and 20 pg/ml) and three different BAI (5, 15 and 45 pg/ml) concentrations as well as with
their combinations. The viability of the cells was determined by CCK-8 (Cell Counting Kit-8)
assay and the cell membrane damage was assessed by measuring the activity of the lactate
dehydrogenase (LDH) enzyme. To monitor the inflammatory processes, interleukin-6 (IL-6),
interleukin-8 (IL-8) and interferon-y (IFN-y) concentrations were measured using chicken-

specific ELISA tests.

The metabolic activity of the cells was increased by all applied BAI concentrations, while
treatment with both DON concentrations decreased it compared to the control cultures. In case
of the cells treated with both concentrations of DON, all three BAI increased the cell viability.
The activity of LDH was reduced by all of the used BAI concentration, while was elevated by
the lower concentration of DON. Furthermore, in cultures treated with the higher concentration
of DON, only the highest BAI could reduce the LDH activity. IL-6 levels were elevated in the
lower DON concentration treated cells by the lowest BAI, while in the higher DON
concentration treated cells, they were increased by the two lower BAI treatments. The quantity
of IL-8 was increased in the lower DON concentration treated groups in response to the two
lower BAI treatments. Compared to untreated cells, the highest applied BAI, while in the lower
DON concentration treated cells, the middle and the highest applied BAI could decrease the
quantity of IFN-y. In case of the cells treated with the higher DON, the middle BAI

concentration increased the amount of IFN-y.
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Our results showed that DON had a negative impact on the cells, which BAI was able to
attenuate at certain concentration. Because of this effect, it can be assumed that after further in
vivo experiments BAI could be used as a feed supplement in livestock, improving animal health

and thereby production.
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