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Célunk volt felmérni az aflatoxin Bl és az el6anyag3 ' i iszti
( . yaganak tekintett szterigmatocisztin
RAPSI, _ BIIKCA2, €s XPA DNS javit6 geének expresszi6jara gyakorolt hatisit. A
brojlercsirkéket 4 csoportba  osztottuk: kontroll, aflatoxin B1 mikotoxinnal
(AFI._ATOXI"N, ’149,1 ng/kg), szterigmatocisztinnel (STER, 1590 pg/kg) és ultratiszta

sztengmatom:}zmmel Szennyezett (USTER, 1570,5 Hg/kg) csoportokba. A 1., 2., 35i¢és
Iil. napokon tértént mintavétel majbol. Szignifikans genexpresszios névekedés a RADS1

genexpresszi6s csokkenést detektaltunk. Osszességében elmondhatd, hogy az aflatoxin
Bl, illetve el8anyaga (természetes &s mesterséges forméban is) jelentdsen képes
befolyésolni a vizsgalatba vont DNS Javité gének kifejez8dését brojlercsirkében.

Kulcsszavak: Brojlercsirke, DNS Javitds, aflatoxin B1, szterigmatocisztin

Bevezetés, irodalmi attekintés

Az aflatoxinok természetes karcinogének kozé tartoznak (Rushing ¢s Selim, 2019;
Udomkun et al., 2017). Az aflatoxinok csoportjan beliil pedig az aﬂatqm’n Bl rendelkezﬂ;:
a leger6sebb karcinogén hatdssal és mindemellett a nagy mennylsggp?n fordupl elé
¢lelmiszereinkben. Az aflatoxin expozicié legjellemzﬁbben_méj degeneraciot ere_c_h.l_len.}.reg
haszonallataink  szervezetében.  Kiilénb6z6 -éllat'fajok azonban lculonboz’o
cllenélloképességgel birak az aflatoxinnak val6 kitettséggel szembefn‘ A b?romf’tfélgk.
sem mutatnak egységes képet mikotoxinokszl szemb.em érzékenység ese:}en, tylll(lé be?l
kevésbé érzékeny a viziszarnyasokhoz viszonyitva (Baliey et al., 1988).’B.r'o_] er csirk 9
végzett in vitro kisérlet soran az aﬂatozzilr(l It31 %{, 1(1)r ésﬂi() ;1 i/ér;le]:?nhizgzclﬁ]; ?f;gg::; bei

| oredezettségének mértékét a kontrollho est. 1
:és].)ngsejz’?Zla(};‘;zI;‘; a DNSg-ka'.rosodés tobb mZint 100%-kal ntottlazzat)ﬂlast;)xinz Izlh-aiez)lxli(szgllt
i ' oporthoz képest (Zimmermann et al., 2015). :
ilzgqgﬁi)ﬁa;olﬁgl?gl: Sa II’J4S 0 enzigendszer révén, a végso karcmogél_ldaféatoili ?;z
-J i AFBO), amelynek két izomerje van, az ’endo’-8,9-epox1 36 o

8,0-epoxidcdss e id é S reakcioképessége legalabb 1000-szer
epoxid. Az aflatoxin-exo-epoxid és a DNS re 1 e% S e pat
nagyobb, mint az endo-izomeré (Bedard ¢s Massey, 2006).
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: 3 . rém PA450 enzimesaldd 3A4 €5 S0 By
?:anlfli’lf;) 3§g;iorga%§s‘it§k:2agalva S/ AFEOjkoyleneenikyitdL ezl bRsithos
AFB1-N7-guanin adduktot képezve ezzel. AZ aflatoxin-N7-guanio ‘l’)%m ©S guanin-
timin transzverzidkat eredményez, ami az aflatoxin B1 altal leggyakrabban megfigyelt

iszti i snak tekinthetO, tehat jelentd
acid i az aflatoxin Bl prekurzoran thetd, tehét jelentss
e Am toxicitas szempontjaban attol eltér. A

smiai felépitésiikben. : : ;
:zgt);izgé;:aggit::tli;ktg;gk kﬁzért)t hepatotoxicitassal, hepatolgarcmog?ﬂllfUSkhatflssal ’é§
immunotoxicitéssal rendelkezik (Gao et al, 2015). A ’sztmgt_nato_(:isztm ettos szaly
D e P DNt odastval harfk(ictoret gl ST
szterigmatocisztin elsd fazisu metabolitja elbsegitl az N7-guanil ,leds, adduktok
képz6dését. Valoszind, hogy a genotoxicitasa eme DNSj?'quﬂ(t“mOk, ke?z,? L alapul,
melyek ki nem javitdsuk esetén novelik a mutcid rﬁgmlése’{lek v'alolszmluseget W legas
et al., 2020). Megfigyelték emellett, hogy a szterigmatocisztin szignifikansan noveli az
intracellularis ROS szintet (Cooke et al., 2003). oo AE
A mikotoxinok képesek novelni a szabadgyokok .szu'lt]et a szerveze’tben, A
szabadgyokok, azaz a reaktiv oxigen taltermelése pedig oxidativ stresszt er_edIPffﬂYeZhet.
Ez végiil DNS kérosodashoz vezethet, illetve akér bekovetkezhet a DNS javito (repair)
folyamatok gatldsa vagy nem megfeleld miikodése is (Garcia-Medina et al., 2013),
Sokféle modon, sokféle behatasra (pl.: dregedes, xenobiotikumok) kovetkezhet be DN
karosodés. Ezen hibak kikiiszobolésére hozta Iétre a szervezet a DNS karositast elharité
mechanizmusokat, a DNS javito géneket. Azonban, ha k4rosodas magaban a DNS repair
génekben kovetkezik be, a hibdk kijavitdsa elmaradhat, ami tovabbi negativ
folyamatokhoz, szélsdséges esetben akar sejthalalhoz vezethet.
A RADS51 gént a kettés szala DNS-torések helyrehozasanak oOsszefliggéseben
tanulmanyoztik. Két fo ut segitségével lehet javitani ezen toréseket: nem homolog
végcsatlakozassal (NHEJ), amely magaban foglalja 2 DNS-végek kozvetlen ligalasat a
térés lezéraséra, és a homol6g rekombinacié (HR) segitségével. A HR egy homolog
szekvenciat hasznal a DNS-szintézis templatjaként a térott DNS helyettesitesére, amely
lehetévé teszi a torés hibamentes javitdsit. A homolég rekombinéci6 fontos eleme a
RAD51 rekombinéz, mely a genomi stabilitis egyik f6 érzdjének tekinthetd (Wassing €s
Esashi, 2020). A Xeroderma pigmentosum A komplementacids csoport (XPA)
esszenciélis fehérje a nukleotid kivagé javitisban (NER), amely az egyik f6 DNS javito
titvonal. Kapcsolatban. all a t6bbi NER fehérje komponenssel és kotddik a DNS-hez is. A
BRCA2 sz4mos funkci6t [t el a sejt €letében, kozvetlenil képes kapesolodni az egyszalu,
illetve kétszali DNS-hez is. Szerepe van a kettGs szala DNS javitasaban, 2 DNS
r'ephk’acmjéban, mivel a RADS5]1 stabilizaldsat végzi a replikiciés villa védelme
érdekében (Hu et al., 2020).
: Isme:retem}c szerint a fent felsorolt gének koziil egyiket sem vizsgaltak Gallus gallus
faj esetében. fgy munkénk sorén célunk volt a RADS1, a BRCA2 és az XPA gének
expresszi6janak vizsgalata aflatoxin B1, illetve szterigmatocisztin kitettség esetében.

Anyag és médszer

Kisérleti elrendezés, kisérleti dllatok és mintavétel

Az aflatoxin Bl-et (AFLATOXIN) izolalt Asteroi el

i : : S tergillus flavus torzs segitsegeve
termetettlk kukoricéban. A ssterigmatocisztint (STER) pedi izolilt Aspergillus creb
vaséroltuk (Romer L I:oS ‘I?' tenngltettuk, Az ultratiszta szterigmatocisztint (USTER)
er Labs Diagnostic). Az USTER-t feloldottuk abszolat etanolban, majd
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RNi izallg’lds, cDNS irds, gPCR vizsgdlat
t = . r r 4 .
Cincim:; _ISS gl\gglz;ge}lsisoa":egjnfol reagenssel végeztiik (Molecular Research Center
: : Ol, a gyart6 lefrdsa szerint. 1 ’
Il;lglsggiétZstm??S 73:? (lv(;v) etanollal mostuk az RN S-t ma?:l %‘gof%izpﬁiﬁd
SR 3 perc) kovetden vettiik fel. ,Az 1Z0ol4 - i o
koncentraci6jat nanofotométer (Implen GmbH, Miinchen, ngx(;z::)rs;kis) F1;1Stzet§,{£llf‘iat‘aig:ait;

pedig 1,5%-os agaréz g€l segitségével ellendriztiik. Azon mintakat fogadtuk el, melyek

megfelelden. RevertAID r int4 . : S
et 7N Jor e e\;ﬂ; g:nfﬁgﬂhzgztzz ml(%om Fllgger Sc1enDuﬁ§:, San Jose),
RNS/minta), a gyarto protokolljat kovetve. A c¢DNS mintakat -80?’ i N e

: x C-on taroltuk.

A vizsgilat sordn a RAD51, a BRCA?2 és a XPA célgéneket hatiroztuk me (I
tablazat). Endogén referenciagénként, az UB gént hasznaltuk (De Boever et al 2(%08)‘
Csop(.)rtonként a hat csirke m4j mint4t hirom technikai ismétléssel vizsgélttmk' ’A PCIi
reakciokat tiszta PCR csoévekben hajtottuk végre a StepOnePlus ™ Real Time PCR
rendszerrel (Thermo Fisher Scientific, San Jose), a StepOne ™ / StepOnePlus ™ szoftver
segitségével. A kvantitativ valés idejli PCR reakciéhoz 40 ng templat cDNS-t, 5x Hot
FirePol® EvaGreen® gPCR Supermix-et (Solis BioDyne, Esztorszag) és 6,6 pM/ul
primereket hasznaltunk 10pl végtérfogatban. Ezenkiviil hasznaltunk templétot nem
tartalmazé kontrollt, minden mérés alkalmival. A kivalasztott PCR profil alapjan, a
kezdeti inkubaci6s hémérséklet 12 percen keresztiil tarté 95 °C volt. Fzt egy negyvenszer
ismétl6do ciklus kovette, ami RAD51, BRCA2 és XPA esetében 10 masodpercig 94 °C-
t, 20 masodpercig 59 °C-t, majd 30 mésodpercen keresztiil tarté 72 °C -t jelentett. UB
esetében azonban 10 masodpercig 94 °C-t, 20 masodpercig 61 °C-t, végiil 30 masodpercig
72 °C-t alkalmaztunk. Olvadasi gorbe analizis és gélelektroforézis segitségével
ellendriztiik a kapott termékeket. StepOne™/StepOnePlus™ szoftver segitségével
hatdroztuk meg a célgének és a referencia kontroll gén Ct értékeit. A relativ kvantifikaciot
a Pfaffl médszerrel szamitottuk ki (PFAFFL, 2001).

A StepOne™/StepOnePlus™ szoftverrel meghatarozott Ct értékeket Microsoft Excel
programban rogzitettiik. Az egytényez0s varianciaanalizist (ANOVA), illetve a.Tq.ke:y-
féle utétesztet az R statisztikai program éltal készitettiik el az eldfeltételek teljesiilése
mellett (R Core Team, 2013). A szignifikans szintként p<0,05 volt meghatarozva.
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EFOP-3.6.3-VEKOP-1 6-2017-00008 brecen, 22,

sznalt primerek szekvencidi

Reverz szekvencia 5’30

1. tabldzat: A felha

s g3 T
: Forward szekvencia 5’3 CAGGAAGGCAAGGAGAGTCA
:n., Dmer TTTGGTGTGGCTGTTGTGAT GACTGCCACTGAAGGTTGOT
1
BRCf\ TCTTATCAGCCACCATG;(;?F TTGCAAGGATTCCTCATTCC
XPA AGGGAACCGGTG(;ZE:Z CTTGCCAGCAAAGATCAACCTT
GCAGATCT AAL
UB GGGAT

Eredmények és megyvitatdsuk . - |

: : ibra) a kontroll csoporthoz viszonyi
Az elsd napon a RADS1 gen es?;’?‘%i{ (i s ::'ortZ)k TS v AFLATOy)l(tK]
szignifikansan nétt a STER ¢s a:lz tért el szignifikdnsan. A BRCA2 gén (2. dbrq)
csoport csak a STER csop,ortto o ovekedett az USTER, illetve az AFLATOXD
kifejezédése szignifikins médon m M%nldhérom kezelt csoport egymastol szignifikingy,
csoportokban a kontr?llhoz kepeslt.’ a2 XPA esctében (3. dbra) is az USTER ¢y o
is eltért. A BRCA génhez hason oan, 2 - a kontroll értékt6l, a STER csoporttd] i

AFLATOXIN csoportok tértek el 321gnﬁkmsm T Py
ltértek statisztikailag igazolgato merjcekben. A masod b aval
;]inheirom vizsgalt célgén valamennyi csoportja kozel azonos eredményt mutatot,
szignifikinsan nem volt kimutathaté kiilonbség a kontr?ll csoport expresszidjsnak
mértékétol. A harmadik napi mintavételezes sor'én'RADS 1 gén esetében az AF LAT(?XIN
és az USTER csoportok értékei szignifikins mértckben emelkedtek a kontrollhoz kepest,
ezzel ellentétesen a STER csoport génexpresszigja sgngr_nﬁ]génsan E:sg)kkent. \{alammt a
kiilonbozé toxinnal kezelt csoportok kozott is szignifikdns 'eltereseket meértink. A
BRCA2 gén expresszi6ja minden esetben szignifikans f:sﬁkkenes't mutatott a kontrollhoz
viszonyitva. Illetve jelentds volt az eltérés az USTER és STER, 1He’fve az AFLATOXIN
és USTER csoportok dsszehasonlitdsaban. A RADS1 génhez hasonléan, az XPA esetében
is az USTER és AFLATOXIN csoportok mutattak szignifikdns novekedést, illetve
szintén szignifikans kiildnbséget tapasztaltunk a hirom kezelt csoport kozott. A hetedik
napon a RADS1 ¢s a BRCA2 génkifejez6dése soran egyaréant szignifikans emelkedést
tapasztaltunk STER és USTER kezelések hatisira, mig az AFLATOXIN csoportban
czzel ellentétesen szignifikdns csokkenést detektaltunk a kontrollhoz viszonyitva.
Valamint mindkét célgén esetében valamenn

yi vizsgalt csoport kozott jelentds
kiilénbségeket észleltiink. Az XPA gén expressziéja STER és USTER expozici6 hatésra
kontrollhoz kézeli értéket mu

fatott. Azonban az el6z6 két génhez hasonléan az

ﬁFLATQXI;N csgpclart génexpresszidja szignifikansan csokkent a kontrollhoz képest. A
- Dapl mintavetelezés eredményei minden esetben kontroll alatti génkifejez6dést
produkaltak. A RADS5] kifejezddé 2 J

expressziéjanak kontrollh cz0dése sorin azonban az AFLATOXIN csoport
szlojanak kontrollhoz viszonyitott csg g Haaal stk
Bzzel ellentétben az AFLA: yi kkenése nem volt szignifikdns m

6sszehasonlithsa sordn e Csoport az USTER és STER csoporttal tort

. : eltéréseket frhatok e BRCA2 és XPA esetében
minden esetben szignifikdns css : £ 14 iszonyitva.
Valamint 2z AFLATOXIN & Ui e 2 2altunk a kontroll értékhes viszonice

D R Gsszehasonlitsss ivételé inden csoport
eredmeényei koztt szignifikéns kulnbséget ﬁgyelﬁjnaksfll?:é( i e
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®Kontroll ®STER ®mUSTER wAFLATOXIN

1. dbra:
A RADS] gén expresszi6s értékei a kontroll és a kezelt csoportokban az ad i i
3 e S v idﬁpontq'lkban adott mintavételi
SN e (;<,0 0) Onbséget Je-lﬁlnek egy adott idépontban a csoportok kdzbtt
<0,05) killénbséget jeldlnek egy adott kezelt csoportban az idépontok

kozott
3,5 c
B
S T
d
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1504 ]
a ABEE 2 CISED b ¢
15 - B e
3 i : a a % ab =
0,5 -
| A
L . | i
1. nap 2. nap 3. nap 7.nap 14.nap
» Kontroll ~ ®STER mUSTER  =AFLATOXIN
portokban az adott mintavételi

esszi6s értékei a kontroll és a kezelt cso

id6pontokban
tt id6pontban a csoportok kozott

a, b, c: kisbetiik szignifikans (p<0,05) Iilonbséget jelolnek egy ado
A,B,C: nagybetlik szignifikans (p<0,05) Kiilonbséget jelolnek egy adott kezelt csoportban az idépontok
kozott

2. 4bra: A BRCA2 gén expr
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3. nap 7.nap 14.nap

1. nap 2. nap

mKontrio]l = STER ®=mUSTER ®mAFLATOXIN

3. dbra: Az XPA gén expresszi6s értékei a kontroll és a kezelt csoportokban az adott mintavételj
id6pontokban
a, b, c: kisbetlik szignifikdns (p<0,05) kiilsnbséget jel6lnek egy adott idépontban a csoportol_c kozott
A, B, C: nagybetiik szignifikans (p<0,05) killsnbséget jelslnek egy adott kezelt csoportban az idépontok
kozott

Kovetkeztetések és javaslatok

Kapott eredmények 4ltal levonhato a kovetkeztetés, hogy mindegyik 4ltalunk vizsgélt
mikotoxin, igy az aflatoxin B1, a szterigmatocisztin és az ultratiszta szterigmatocisztin
hatdssal volt a DNS repair gének kifejez8désének mértékére.

Az MC-LR (microcystin-LR) és az aflatoxin Bl koz6s expoziciojanak vizsgilata
sordn Liu és munkatirsai (2018) elészér szdmoltak be arr6l, hogy az altaluk kivaltott
genotoxicitds az oxidativ stressz okozta hatisokon &s a DNS-bazis kivagasi javito

eredményeztek, melynek kikiisz6bslésére aktivalodott a sz
Az 1. nap XPA gén esetében 7 kontrollhoz képest kis
tgga;sgztalh;ttmqk migdegjfik’csoport esetében. Ehhez has
gsirkel)vniijg El.t;;w; ast?ll:tetaz ésa glutauoq redukt{lz alulexpresszalt allapotat figyelték meg
S ai : Or azonos aflatoxin B1, illetve Szterigmatocisztin dézis mellett.
napon e el E2ROD g AR A TR ettt € mindegyike, valamint 2 14

p amennyi toxinnal kegelt CSoport génexpresszigs vizsgé,la’ta sorén kontroll

ervezet javitd mechanizmusa.
ebb génexpresszids értékeket
onléan Balogh és munkatrsai

248



EFOP-3.6.3- VEKOP-16-2017-00008 Deb 20
ebrecen, 2022

alatti értéket kaptunk, mindhdrom vizs
tendencidkrél szimoltak be az antioxi
vizsgélatok sziiksé
eXpresszids szintje
Javité mechanizmu

dg:ﬁ; %irl)gcn. Balogh és térsai (2019) hasonlé
szer nie A A
gesek annak eldontésére, hogy a ?)gli;%s jiz?ggl g%srf;ibzrllz.lc,rovabl?l
az esetleges DNS kérosodas csokkenésével vagy az adott m;gggxig
s S sokra gyakorolt gatlo, karosité hatisival van-e osszefliggésben, A
s ermeltetett €s az ultratisztasdgl szterigmatocisztin hatisanak 6sszevetése
: ondhatjuk, hogy néhany eset kivételével, a tisztitott szterigmatocisztin m bb
genthPTCSSZIOS crtekeket produkédlt. A STER csoport a RAD51 és XPA gf:ﬁae
g;“mlsgtl:al?;ga_sabb expresszi6t az 1. napon, illetve a RAD51 génnél a 2. napon. BgALOGII—lI
s :tilkgo zl)liaz g és ’14. napon hasoP}é ’eltérésekc_:t talaltak a glutation reduktaz
beazonositot.t met;.bolit :;l kl?;‘{n;z:g:ae: élzl;lzltl;loaumtt szterigmatocisztin esetében a nem
Szteﬁgli?g;lgﬁm szerint az aflatoxin legalabb tizszeres toxicitissa bfr, a
ot €z kepcst, _(Reddy et al.,, 1985; Viegas et al., 2020). Ennek
- ;g}gzsg asahoz tizszeres dézist alkalmaztunk a szterigmatocisztinnel kezelt csoportok
kﬁe et"en, az PtFLATOXIN csoport mennyiségéhez viszonyitva. A 14 napos kisérletet
’ o;re Oen déntben azt tapasztaltuk, hogy az USTER csoportok igen hasonlé tendenciskat
i le az AFLATOXIN csoportokhoz képest. Ez ltal arra kovetkeztethetink, hogy az
ul’fratISZ!:asagu szterigmatocisztin eléri a tizszer kisebb hatast az aflatoxin Bl toxinhoz
kfepest, am a termeszetesen eldallitott szterigmatocisztin ennél is kisebb toxikus hatéssal
bir az él’talunk vizsgalt DNS javité gének kifejezédésére.
k Az alta!}lnk vizsgilt repair gének egyes mintavételezési iddpontokban viszonylag
OsszecsengO trendet mutattak génkifejez6désiikben. Az elsé nap mintavételezése is sok
hasonlésagot mutatott, RAD51 és BRCA2 gének esetében egyarant minden csoportban
magasabb génexpressziét mértiink a kontroll csoportnal. Ezzel teljesen ellentétes trend
mutatkozott az XPA expresszijaban. A masodik napon a kezelt csoportok nem
kiilénboztek szignifikinsan a kontroll csoportt6l vagy egymastol, egyik gén esetében
sem. A 3. napon STER hatasara minden génben alulexpresszalt dllapotot tapasztaltunk,
mig USTER és AFLATOXIN expozici6 kovetkeztében nétt a RADSI1 €s az XPA
kifejez6dése. A BRCA2 esetében az utébbi két csoport is kontroll alatti értckeket
mutatott. A 7. napon kapott eredmények szintén nagyon hasonlé tendenciat mutattak.
Mindhérom vizsgélt célgénben kontroll kozeli vagy azt meghaladé génexpresszidt
mértiink STER és USTER hatésara. Azonban az AFLATOXIN csoportok expresszidja
minden esetben kontroll értéket multa alul. A 14. napon viszont minden csoportban a
kontroll csoportnal alacsonyabb gén‘ldfejeziﬁd’ést’tagasatal}:unk. Az dltalunk vizsgalt DNS
javit6 gének eltérd funkcio ellenére is hasonlo génkifejédéssel rendelkeztek, kivételt csak
2z 1. napi mintavételezés sorn, az XPA gén és a 3. napi BRCAI gen jelentett. Tovabbi
vizsgalatok sordn egyeb DNS : javito geneket” T»iol’xrla er_dem’es vizsgalni, hogy
feltérképezziink egyéb DNS javito Gitvonalakon miikodd repair gének mechanizmusait

mikotoxin kitettség hatasara.

Koszonetnyilvanitas

3.6.3-VEKOP-16-2017-00008 szamu projekt

oy gt itését a EFOP- B
A publikdci6 elkésziteset a tAmogatéséval, az Buropai Szocilis Alap

tAmogatta. A projekt az Eurdpai Unid
t4rsfinanszirozédsaval valosult meg.
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