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Abstract

Free radical research started more than 30 years ago at our Department. At the beginning effects of oxidative
stress was investigated in physiological and pathophysiological processes of rabbits, poultry and fish. Other
studies with poultry targeted the investigation of selenium toxicosis and a correlation was found between
selenium toxicosis and amount/activity of the glutathione redox system. Environmental induction models
were developed for the investigation of factors affecting gene expression and activity of glutathione
peroxidase. It was found that selenium supplementation increased the gene expression without correlation
with enzyme activity in the same model. Results of recent research revealed that nano-selenium increases
the amount of some antioxidant enzymes, out of the classic antioxidant defence. Our experiments aimed if
mycotoxins induced oxidative stress directly or indirectly through damage of the antioxidant defence. Our
investigations were based on the hierarchical model of oxidative stress, which propose that mild oxidative
stress activates the gene expression of antioxidant enzymes. Our results suggested that activation of
antioxidant gene expression occurs over a critical level of oxygen free radicals, without correlation with
enzyme activity, for instance glutathione peroxidase, possibly due to the post-translation modification of
enzyme protein.
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A szabadgyok kutatas kezdetei

A hazai szabadgyok kutatds kezdetei a nyolcvanas évekre nyulnak vissza, amikor néhany, egymastol
fliggetlen csoport kezdett ezen a terlileten kutatasokat. Az elsé eredmények alapjan megsziiletett egy magyar
nyelvii 0sszefoglald kézlemény is, amely akkor atiité erejii volt, mivel abban az idében csak kevés hazai
kutat6 foglalkozott ezzel a témaval (Matkovics €s mtsai., 1984). Néhany évvel késébb egy ujabb tanulméany
késziilt, amely a szabadgyok kutatas, akkor még elsdsorban a lipidperoxidacids folyamatokra koncentralo,
elméleti és metodikai alapjait foglalta 6ssze (Mézes és Matkovics, 1986). Tanszékiink a nyolcvanas évek
kozepén kezdett intenziv kutatdsokba a szabadgyokokkel, azoknak fOleg a gazdasagi allatok, elsésorban a
baromfiak, €lettani és korélettani folyamataiban betdltott szerepével kapcsolatban (Mézes és Lencsés, 1985;
Meézes és Hidas, 1992) és halak esetében (Mézes és Ling, 1986). Baromfival kapcsolatos eredményeinket
késObb két 6sszefoglald tanulmanyban is leirtuk (Mézes €s mtsai., 1997; Mézes és Balogh, 2011).

A szelén toxikozissal kapcsolatos kutatasok

Jol ismert, hogy a szelén, bar esszencidlis mikroelem, valamennyi allatfaj és az ember szdmara is toxikus
lehet (Mézes és Dvorska, 2008). Az is ismert, hogy a kiilonb6z6 szelénvegyiiletek toxikus hatasa eltérd, igy
példaul a szeleno-metionin krénikus toxicitast eldidézo dozisa nagyobb, mint a szervetlen natrium-szelenité,
amelynek oka, hogy a szeleno-metionin jelent6s aranyban fehérjékbe épiil be, ezzel csokkentve a
potencialisan toxikus szabad szelén mennyiségét (Humaloja és Mykkéanen, 1986). Ezt timasztja ald az a
megfigyelés is, hogy a biologiailag aktiv L-szeleno-metionin kevésbé toxikus, mint a fehérjékbe be nem
éptilé D-szeleno-metionin (Spallholz, 1994).

A szelén toxikozis Osszefliggését a szabadgyok képzodéssel mar koran felvetették (Painter, 1941), amelynek
hatterében a szelén tiolokkal vald interakciojat feltételezték. Ezt Seko és mtsai. (1989) bizonyitottak, amikor
leirtak, hogy a szelenit szeleniddé torténd atalakuldsa sordn reakcioba 1ép a glutationnal, ennek hatasara a
szelenidbdl, oxigén jelenlétében, elemi szelén képzddik, mikozben szuperoxid gyok generalodik. Az egyes
szelénformdk ugyanakkor csak eltérd mértékben képeznek szuperoxid aniont, glutation jelenlétében
(Spallholz, 1998). Kozvetett bizonyitékként Barbosa és mtsai. (1998) megallapitottdk, hogy nagy dozisu
szelén hatasara a majban csokken a 6-amino-levulinat-dehidrataz aktivitas, amely enzim koztudottan
rendkiviil érzékeny az oxidativ hatdsokra. A szelén toxikozis szabadgyokos hipotézisével kapcsolatos
legujabb eredményeket egy Osszefoglaldé tanulmanyban kozoltiik (Mézes és Balogh, 2009a), amelyben
tobbek kozott azt a megtigyelésiinket is leirtuk, hogy szelén toxikozis soran a szabadgyok képzddés mértéke
csak abban az esetben éri el a lipidperoxidacios folyamatok iniciacigjahoz sziikséges mértéket, ha az
antioxiddns - ezen beliil a glutation redox - rendszer azt mar nem képes neutralizalni (Balogh és mtsai.,
2004). Sajat vizsgalataink sordn mar koran megéllapitottuk, hogy akut szelén toxiko6zis soran baromfi
majaban fokozodik a lipidperoxidacid és a glutation rendszer aktivacioja, majd ezt kdvetden az utdbbi
kimeriilése kovetkezik be (Mézes és Sélyi, 1994). Egy rovidtava (96 oOras) vizsgalatunk sordn azt is
megallapitottuk (Balogh ¢és mtsai.,, 2007a), hogy nagydozisu, takarmanyban adagolt, szervetlen
szelénvegyliletek hatdsdra fokozatosan és szignifikdns mértékben né a méajban a redukalt glutation
mennyisége, és ezzel dsszefliggésben a szelén-dependens glutation-peroxidaz aktivitasa (1. tablazat).

1. tablazat Nagydozisu szelén kiegészités (2,29 mg/kg testtomeg/nap) hatasa baromfi majhomogenizatumanak redukalt glutation
tartalmara és glutation-peroxidaz aktivitasara
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Mintavétel | Kontroll | Na-szelenit | Na-szelenat | Kontroll | Na-szelenit | Na-szelendt
Redukalt glutation Glutation-peroxidaz
umol/g 10.000 g szupernatans fehérje E/g 10.000 g szupernatans fehérje
0. 6ra 1,01+0,06 1,17+0,58
24. 6ra 1,3840,63% | 2,41+1,30?% | 2,73+1,08° | 0,82+0,25% | 1,42+0,56?% | 3,39+0,76°
48. 6ra 2,44+0,82° | 3,47+1,66° | 3,78+0,65" |2,98+0,52°% | 3,61+1,17% | 3,52+0,862
72. 6ra 2,40+1,122 | 32741712 | 3,78+1,822 | 2,25+0,81% | 3,46+1,042 | 5,12+0,47°
96. 6ra 1,9040,45% | 3,62+1,25% | 4,01+0,53° | 1,93+0,14% | 3,28+1,122 | 3,48+0,77°

ab azonos sorban eltéré betiijelzés szignifikans eltérést jelent P<0,05 szinten

Napjainkban, a hagyomanyos szelénformak mellett, a nano-szelénformak alkalmazasat is javasoljak, ezek
toxicitdsa ugyanis szamos megfigyelés szerint kisebb, mint a korabban alkalmazott szervetlen vagy szerves
szelénvegyiileteké (Pelyhe és Mézes, 2013). Sajat vizsgalatunk sordn mi is kimutattuk, hogy még hosszan
tartd (42 nap) és nagyddzisu (4,25 mg/kg takarmany) nano-szelén kiegészités hatasara sem jelentkeztek
toxikus tiinetek. A proteomikai elemzés soran ugyanakkor az is kideriilt, hogy néhany olyan enzim
mennyisége novekszik jelentdsen a nano-szelén adagolds hatdsara, amelyek bar antioxiddns hatasuak, de
nem tagjai a klasszikusan ismert antioxidans véddrendszernek. Ennek alapjan levonhat6 az a kovetkeztetés,
hogy a nano-szelén a tobbi szelénformatol eltéré mechanizmussal aktival oxigén szabadgyok képzddést, és
kovetkezményesen indukalja egyes antioxidans hatasti enzimek szintézisét (Gulyas és mtsai., 2017).

A glutation-peroxidaz aktivitasat befolyasolé tényezokkel kapcsolatos vizsgalatok

Emldsallatokban eddig 24, emberben pedig 25 szelén tartalmu fehérjét talaltak (Kryukov és mtsai, 2003),
amelyek a gerincesek torzsfejléddése soran ugyan jelentds atalakuldson mentek keresztiil, de nagy résziik
konzervalodott (Mariotti és mtsai., 2012). Ezek koziil a leginkabb részletesen vizsgalt a glutation-peroxidaz
enzimcsalad (Erdélyi és mtsai., 1999, 2000), amelynek egyes tagjai azonban nem szelenoenzimek (Miyazaki
¢és Motoi, 1992).

Sajat vizsgalataink a szelén-dependens glutation-peroxidazok, elsésorban a klasszikus, azaz citoszol,
glutation-peroxidaz (GPx1) aktivitisanak vizsgalatara iranyultak. Kezdetben egyes kornyezeti és genetikai
tényezOk hatdsat mértiik fel (Mézes és mtsai., 1992), majd célzottan befolyasoltuk GPx1 aktivitasat. Olyan
kornyezeti indukcios modelleket alakitottunk ki, amelyeket alkalmasnak itéltink a GPx1 aktivitas
befolyasolasara az egyes szovetekben. A prooxidans hatast diabetes modellben vizsgaltuk, amelyet i.v.
alloxan-monohidrattal idéztiink eld, a peroxid terheléshez mesterségesen megnovelt peroxidszamu olajat
kevertiink a takarmanyba, de vizsgaltuk a majban a glutation depléci6 hatasat is, amelyet nagyddzisu per os
brém-benzollal idéztiink eld, tovabba a sziikségleti szintet mérsékelten meghaladdé mennyiségii szeleno-
metionin adagolasaval noveltik az enzim aktivitdsat. Az enzim aktivitdsa mellett mértiikk a gpxl gén
expressziojat is PCR moddszerrel egy altalunk kialakitott vizsgélati rendszerben, amelyre azért nyilt
lehetdséglink, mert akkor mar rendelkezésre allt a nyul genom aktudlis szakaszénak szekvencidja.
Eredményeink alapjan azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy az egyes kornyezeti indukcios hatasok eltérd
mértékben €s irdnyban befolyasoljak a GPx1 aktivitdsat, valamint a gpX1 gén expresszidjat. A PCR reakciot
kovetden elvégzett denzitometrids vizsgalat eredményei alapjan megéallapitottuk (2. tablazat), hogy a GPx1
fehérjét kodolo gén expresszioja a szelén kiegészités, illetve mérsékeltebben a peroxid terhelés hatdsara nott
jelentdsebb mértékben (Erdélyi és mtsai,, 2001).

2. tdblazat Eltér6 kornyezeti indukcids modellek hatdsa nyul méj gpx1 expressziojara
Kezelés 1 2 3 4 5
Glutation Szelén Peroxid Kontroll Prooxidéns
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deplécid kiegészités terhelés hatas
% 91,54 164,24 128,8 100 99,14

Miutan a génexpresszios vizsgadlat eredményei szerint a szelén kiegészités novelte meg legnagyobb
mértékben a gpxl expresszidjat, ezért azt is megvizsgaltuk, hogy nagyddzisu, tartds szeleno-metionin
kiegészités milyen hatast gyakorol a GPx1 aktivitasara a kiilonb6zd szovetekben (1. abra). Meglepé modon
azt tapasztaltuk, hogy bar a gén expresszidja jelentdsen nétt a majban, az fehérje szinten, azaz az enzim
aktivitdsaban nem nyilvanult meg, sét csokkent. Szamottevd aktivitasnovekedést csak a hasnyalmirigy, a
vese ¢s a vérplazma mintdkban tapasztaltunk, mig a tobbi vizsgalt szovetben az enzimaktivitas, a majhoz
hasonloan, csdkkent.
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3. abra Nagydozist, tartos szeleno-metionin kiegészités hatasa a nytl egyes szoveteinek GPx1 aktivitasara

Mikotoxinokkal kapcsolatos vizsgalatok

A mikotoxinok egyes penészgomba fajok (pl. Aspergillus, Fusarium) masodlagos anyagcsere termékei,
amelyek éllatokban és emberben toxikus tiineteket idéznek el6 a felvett mennyiség és a mikotoxin expozicid
fliggvényében (Mézes és Dvorska, 2008; Mézes és Balogh, 2009b).
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Szamos vizsgalatunk soran bizonyitottuk, hogy egyes mikotoxinok, igy példaul a T-2 toxin (Mézes és
mtsai., 1998), a deoxinivalenol (Erdélyi €s mtsai., 2011), az ochratoxin A (Balogh és mtsai., 2007b), vagy az
aflatoxin B1 (Pal és mtsai., 2009) hatasara az allati szervezetben fokozodik a lipidperoxidacios folyamatok
intenzitasa. Ennek hatasara pedig vagy aktivalodik, vagy esetenként csokken a biologiai antioxidans
rendszer miikodése. A mikotoxin expozicid ¢és a reaktiv oxigéngyok képzodés Osszefiiggésével
kapcsolatosan azonban sokdig kérdéses volt, hogy a mikotoxinok kozvetleniil, vagy kozvetve, azaz az
antioxidans védoérendszer karositasa révén idéznek-e eld oxidativ stresszt. Egyes vizsgalatokban ugyanis, az
alkalmazott dozistol részben fliggetleniil, nem taldltak kdzvetlen reaktiv oxigén vegyiilet képzddést vagy
lipidperoxidaciot indukalo hatast, s6t azok mértéke esetenként csokkent. Egyes mikotoxinok, igy példaul a
trichotecénvazas vegyiiletek - kémiai szerkezetiikbdl adéddan - reaktivak, ugyanis a gylirliben egy epoxi-
csoportot tartalmaznak, amelynek révén reaktiv oxigéngyok képzddést indukalhatnak (Chandratre és mtsai.,
2014). Az egymasnak olykor ellentmondod, nem egyértelmii dozis-hatas Osszefiiggést mutatd, eredmények
alapjan, tovabbi vizsgalataink f6 célkitlizése az volt, hogy megallapitsuk, a mikotoxinok, ezek koziil a
vizsgélataink kdzéppontjaban alloé T-2 toxin, az oxidativ stresszt kozvetleniil, azaz szabadgyok képzddés
inicialasaval, vagy kozvetett mddon, azaz antioxidans védelmi rendszer miikodésének gatlasaval valtjak ki.
Hasonld kérdést vetett fel Surai és Finisin (2015) is, de nem csak a mikotoxin terhelés, hanem egyéb
kornyezeti terhelések kapcsan. Gloire és mtsai. (2006) dolgoztak ki az oxidativ stressz Un. hierarchikus
modelljét, amelynek értelmében a reaktiv oxigén vegyiiletek aktualis mennyisége hatarozza meg az azokra
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szintje

Lehetséges sejtvalasz | 'ml' Ant{ioxida’ns} lm] Programo}ott
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4, abra Az eltér6 mértéki oxidativ stresszre adott valaszreakcio hierarchikus modellje
(Gloire és mtsai., 2006 nyoman)

A hierarchikus modell alapjan alacsony szintli oxidativ stressz hatasara, amelyet példaul a takarmanyokban
és az élelmiszerekben természetes szennyezddésként eléforduld mennyiségli mikotoxinok idéznek eld, az
antioxidans enzimek génexpresszidja indukalodik a Keapl-Nrf2-Antioxidans valaszelem (ARE) utvonalon
keresztiil (Lushchak, 2011).

Sajat vizsgalatunkban megallapitottuk, hogy a természetes szennyezddési szintet meghaladé mértékii, T-2
toxin terhelés hatdsara a lipidperoxidacids folyamatok fokozddtak, a foszfolipid hidroperoxid glutation-
peroxidaz (GPx4) aktivitas pedig nem dozisfiiggd mértékben ndtt (3. abra) a kisérlet 2. és 4. hetében tortént
mintavételkor baromfi méajaban (Balogh és mtsai., 2015) .

A GPx aktivitas alakulasa 206
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5. abra A glutation-peroxidaz aktivitas valtozasa hosszantarté nagydozisti T-2 toxin terhelés hatasara baromfiban

Hasonlé eredményre jutottunk halakkal végzett hossza tava terheléses vizsgalatunk soran is, ahol
megallapitottuk, hogy a GPx4 aktivitas kezdetben csokken, majd egy iddszakos emelkedést kovetden ismét
csokkend tendenciat mutat. Ez az eredmény arra utal, hogy a folyamatos mikotoxin felvétel nem azonos
mértékben ¢€s iranyban befolydsolja ennek, a halaknal elsérendii fontossagu, antioxiddns enzimnek az

aktivitasat, a lipidperoxidacidos folyamatokban kimutathaté mérsékelt valtozdsok mellett (Pelyhe és mtsai.,
2016a).

A GPx4 aktivitas alakulasa
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6. abra A glutation-peroxidaz aktivitas valtozasa hosszantarté nagydozisa T-2 toxin terhelés hatisara pontyban

Egy rovidtava (24 ora), baromfival végzett vizsgalatunk soran azt allapitottuk meg, hogy egy kezdeti
lipidperoxidécids csucsot kdvetden az antioxidans védelem, igy a GPx aktivitas, aktivacidja kovetkezik be,
amely a tovébbi lipidperoxidéacios folyamatokat mar gétolja (Bdcsai €s mtsai., 2016). Ezek a valtozasok
azonban, érdekes modon, nem mutattak szoros Osszefiiggést a gpx4 gén expressziojdnak valtozéasaval a
majban, amely a vizsgélat ideje alatt mérsékelt indukciot mutatott.
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Halakkal végzett, szintén rovidtava (24 ora) egyszeri nagy dozisban per os adagolt T-2 toxin terhelés soran
azt tapasztaltuk, hogy a GPx4 aktivitas a 16. éraban mutat kiugréoan magas értéket, amely idépont egybeesik
a takarmany bélcsatornan valo athaladasanak tranzit idejével, tehat ez alatt az iddszak alatt szivodik fel a
takarmannyal bevitt mikotoxin, és jut el a majba (Pelyhe és mtsai., 2016b). A baromfival ellentétben a gpx4
gének expresszidjaban az enzimaktivitas valtozasahoz hasonld tendencia volt kimutathato, ez azonban nem
mutatott Osszefliggést a Keapl-Nrf2 transzkripcios faktorok génexpresszidjanak valtozasaval (Pelyhe és
mtsai., 2016), amelynek oka feltevésiink szerint az, hogy a génexpresszid és az adott gén altal kodolt fehérje
szintézise kozott idobeli eltolédas van.
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A GPx4 aktivitas alakulasa
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7. abra A foszfolipid-hidroperoxid glutation-peroxidaz (GPx4) aktivitas valtozasa rovidtavia, nagydozisa T-2
toxin terhelés hatasara pontyban
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A mikotoxinok kedvezdtlen hatasai ellen szamos takarmanyozasi javaslat ismert, ezek koziil vizsgalataink
soran a szelén €s a nagy szerves tiol tartalmu fokhagymaolaj hatdsat mértiik fel T-2 toxin terhelés soran.
Megallapitottuk, hogy szeleno-DL-metionin kiegészités csokkenti a T-2 toxin toxikus hatasainak egyes
klinikai tlineteit, egyuttal pedig jelentds mértékben noveli a GPx4 aktivitdst a majban (Weber és mtsai.,
2006), azaz fokozza a maj antioxidans védelmét. Fokhagymaolaj hatasara pedig T-2 toxin terhelés soran
mérsékelhetd a redukalt glutation tartalom csokkenése a majban, amelynek kovetkeztében, a ko-szubsztrat
tartalom novekedése miatt, egyidejiileg n6 a GPx4 aktivitas (Ancsin és mtsai., 2013)
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