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Osszefoglalas

Kisérletiink célja rovid tava T-2 toxin és deoxinivalenol (DON) kezelés hatdsainak felmérése a glutation redox
rendszer egyes elemeinek valtozasaira brojler csirkék szervezetében. Az etetéses kisérlet soran mesterségesen
szennyezett takarmanyt etettink 1 és 3 hetes brojler csirkékkel, 24 éran keresztil 5,77 mg T-2 toxin/kg
takarmany és 4,86 mg DON/Kg takarmany dozisban. Majmintakat vettiink az allatokbol 0, 2, 4, 8, 12, 16, 20 és
24 oraval az etetés megkezdése utan. A majmintakbdl meghataroztuk a glutation peroxidaz aktivitast, a redukalt
glutation tartalmat, a lipidperoxidacios folyamatok kezdeti (CD, CT) és vésé (MDA) szakaszat jelzé markereket,
valamint nyomon kovettiik a génexpresszids valtozasokat a foszfolipidhidroperoxid glutation peroxidaz (GPx4),
a glutation reduktaz (GR) és a glutation szintetdz (GS) esetén. A GPx aktivitas és a GSH esetén emelkedett
értékeket tapasztaltunk a kontrollal 6sszehasonlitva a kisérlet els6 8 orajaban, valamint az id6sebb korosztaly
esetén a glutation redox rendszerben tjra aktivalodast tapasztaltunk 20 oOrat kdvetden. A génexpresszos
valtozasok esetén csak kisebb eltéréseket tapasztaltunk, ami 6sszefliggésben allhat azzal, hogy a glutation redox
rendszer nem meriilt ki fehérje szinten. Ugyanakkor, a kontroll csoportokban mért paraméterek esetén
valtozasokat tapasztaltunk a vizsgalt 24 o6ras periddus alatt, ami az antioxidans rendszer cirkadian ritmuséhoz
hasonlo. A lipidperoxidacios folyamatok esetén csak kismértékii eltéréseket tapasztaltunk, ami azt jelzi, hogy bar
a mikotoxin terhelés altal generalt oxidativ stressz aktivalta a glutation redox rendszert, a lipidperoxidacios
folyamatok nem emelkedtek szignifikdns mértékben a vizsgalt id6szakban €s alkalmazott mikotoxin terhelés
hatasara.

1. Bevezetés és irodalmi attekintés

A trichotecénvazas mikotoxinok jellemzéen Fusarium gombak masodlagos
metabolizmus termékei, amelyek a takarmanyokat szennyezve gazdasagi allatoknal
dozisfiiggéen termeléskiesést, illetve toxikus valaszreakciot valtanak ki (Diaz, 2005). A
Fusarium penészek altalaban hiivés és paras kornyezetben (Wood, 1992), a jelenlévé oxigén
mennyiségétdl, illetve a gabonaban jelenlévd szubsztratoktol fiiggéen (Kovdcs, 2010),
szamos, eltér0 kémiai struktaraval rendelkez6 mikotoxint termelnek. Hazankban
gyakorisdguk ¢és gazdasagi karokozasuk alapjan két trichotecénvazas mikotoxin, a
deoxinivalenol (DON) és a T-2 toxin a legjelentdsebbek. A T-2 toxint mar 1968-ban leirtak
(Bamburg és mtsai, 1968), s az egyik leginkabb toxikusnak itélt trichotecénvazas mikotoxin.
A T-2 toxin, valamint annak részben a tarolas soran, illetve az allati szervezetben képz6do
metabolitja, a HT-2 toxin, valamint a DON az eukaridta sejtekben gatoljak a fehérje- és a
DNS szintézisét (Holladay, 1995). Ezek a mikotoxinok sertés és baromfi faj esetén kiilondsen
nagy veszteséget okozhatnak, mivel csokkentik a takarmanyfelvételt és a fehérjeszintézist, igy
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mind a huas-, mind pedig a tojastermelési paramétereket rontjak (Zomborszkyné, 2002).
Korabban megallapitast nyert, hogy a sejtekben zajlé biokémiai valtozasokkal dsszefliggésben
a trichotecénvazas mikotoxinok hosszii tavil hatdsira fokozodik az éllati szervezetben a
lipidperoxidacios folyamatok intenzitasa, amely kihat a bioldgiai antioxidans rendszer
miikodésére is (Mézes és mtsai, 1998; Surai és mtsai, 2002).

A biologiai rendszerekben az evolucié sordn egy hatékonyan miikkddé enzimatikus és
nem enzimatikus antioxidans véddrendszer alakult Ki, annak érdekében, hogy megvédje a
sejtalkotokat a (per)oxidacios karosodasoktol (Chow, 1988; Davies, 1995). Az oxigén szabad
gyokok altal kivaltott oxidaciora féként a tobbszordsen telitetlen zsirsavak hajlamosak,
azonban a peroxidacio kisebb-nagyobb mértékben karosithatja a zsirsavak kornyezetében
jelenlévd tobbi biomolekulat; igy a fehérjéket, a nukleinsavakat és a szénhidratokat is. A
folyamat elsésorban a membranokat érinti, mind a sejt és sejtorganellumok esetén, melyek
ennek révén elvesztik fluiditasukat, integritasukat, és megné permeabilitasuk (Gutteridge és
Halliwell, 1990), amely végeredményben a sejt pusztulasahoz, liziséhez vezethet (Mézes és
Matkovics, 1986). Az oxigén szabad gyokok altal elinditott lancreakcid lezarasa un. gyokfogo
antioxidans molekulak (pl. redukalt glutation (GSH), E-vitamin) segitségével, valamint
enzimatikus uton torténhet (Chow, 1988; Davies, 1995).

A lipidperoxidacids folyamatokat, valamint az antioxidans rendszert is cirkadialis
ritmus befolyasol a nap folyamdn, amit a sotét-vildgos ciklus valtakozdsa hataroz meg. A
sOtét orakban termel6dé melatonin emlds sejtekben a sejtmagban akkumulalodik (Menendez-
Pelaer és Reiter, 1993). A melatonin hatdsara né a GPx aktivitas csirkék majaban, veséjében,
vorosvérsejtjeiben stb. (Pablos és mtsai, 1995). A GPx aktivitas maximumat csirkék agyaban
hajnali 5 koriil mérték (Pablos és mtsai, 1997), mig patkanyok szerveiben este fél 7 koriil
mérték a maximum értéket GPx és TBARS esetén, valamint GSH esetén a legalacsonyabb
szintet (Manikonda és Jagota, 2012).

A fentiek alapjan, célunk volt megallapitani, hogy rovidtava per os T-2 toxin vagy
DON terhelés milyen mértékli hatdst gyakorol a lipidperoxidaciés ¢€s antioxidans
véddrendszer valtozasaira 1 vagy 3 hetes brojlercsirkékben a toxin expozicio elsé 24 o6rdjaban.
Valamint végigkovetni a glutation redox rendszer egyes tagjainak, a glutation reduktaz (GR),
a glutation szintetdz (GS) valamint a glutation peroxidazok kozil kiemelve a
foszfolipidhidroperoxid glutation peroxidaz (GPx4) expresszidjanak valtozasait.

2. Anyag és modszer

A kisérlet soran 1 és 3 hetes brojler csirkéket etettlink mikotoxinokkal mesterségesen
szennyezett takarmanyt 24 oran at, 5,77 mg T-2 toxin/kg takarmany és 4,86 mg DON/kg
takarmany doézisban, folyamatos megvilagitas mellett. A kezelt csoportok altal fogyasztott
takarmany mikotoxinnal torténd mesterséges szennyezése utan annak pontos értéke HPLC
modszerrel keriilt visszamérésre.

A mintavételek soran 6-6 allatbol post mortem majmintékat vettiink O, 2, 4, 8, 12, 16, 20
és 24 oraval az etetés megkezdése utan (1. tablazat). A mintakat a biokémiai vizsgalatok
elvégzéséig -20 C-on taroltuk. A mdjmintdkbol mértiik a redukélt glutation (GSH)
koncentraciot, glutation-peroxidaz (GPx) aktivitast, a fehérje- és malondialdehid (MDA)
koncentréciot, valamint konjugalt dién és -trién tartalmat.
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1. tablazat: A mintavételi idopontok, s azoknak ideje

expozicid 0 2 4 8 12 16 20 24
ideje (6ra)
tényleges 08.00 10.00 12.00 16.00 20.00 24.00 04.00 08.00
id6

_‘@’_

A redukalt glutation koncentraciot Sedlak és Lindsay (1 968) moddszere alapjan mértiik
5,5’-ditio-bisz-2-nitrobenzoesav reagenssel. A glutation-peroxidaz aktivitast Matkovics és
mtsai (1988) modszer hataroztuk meg egy végpontos direkt assay soran, redukalt glutation és
kumol-hidroperoxid ko-szubsztratok jelenlétében. A fehérjekoncentracid meghatarozasa a maj
homogenizatum 10.000 g szupernatans frakciojaban Folin-fenol modszerrel tortént,
szarvasmarha szérum albumin standard felhasznalasaval (Lowry és mtsai, 1952). A konjugalt
dién és —trién tartalom meghatarozasa a majmintak lipid tartalmanak 2,2,4-trimetilpentanban
valo kivonasat kdvetden 232 nm-en, illetve 268 nm-en mutatott abszorpci6 alapjan tortént
(AOAC, 1984). A malondialdehid tartalom meghatarozasat Placer és mitsai (1964) modszere
alapjan végeztiik savanyt kozegben, magas homérsékleten valdé komplex képzés alapjan, 2-
tiobarbitursavval.

A génexpresszios vizsgalatokhoz vett maj mintdkat azonnal folyékony nitrogénbe
helyeztiik, kezelésenként 5-5 egyedbdl, amit felhasznalasig -80°C-on taroltuk. Az RNS
extrakciot trizol-kloroform eljarassal végeztik 5 mg majmintabol egyedenként. Az RNS
mindségét ¢és integritdsat agardz gélelektrofozézissel és NanoDrop spektrofotométer
segitségével hataroztuk meg, A260/A280>1,8 abszorbancia esetén fogadtuk el. Az RNS
genomi DNS tartalmat DN-4z kezeléssel eltavolitottuk, majd cDNS-t készitettiink reverz
transzkripcid altal, a gyarto leirasa alapjan. Fluoreszcens jelolt probak segitségével, real-time
PCR soran hataroztuk meg a relativ expressziot, két ismétlésben, amit GAPDH endogén
kontrollal normalizaltunk (2. tablazat). A PCR homérsékleti profilja a kovetkezd volt: 95°C
10 perc, 95°C 15 masodperc, 58°C 30 masodperc, 72°C 30 masodperc 45 cikluson keresztiil.
A specifikus PCR termékeket elektroforézissel ellendriztiik.

2. tabldzat: A PCR soran felhasznalt primerek és probak

Gén neve Forvard primer 5’-3' Reverz primer 5'-3’ Préba MGB 5'-3'
GAPDH TGACCTGCCGTCTGGAGAAA TGTGTATCCTAGGATGCCCTTCAG | CCAGCCAAGTATGATGAT
GPx4 AGTGCCATCAAGTGGAACTTCAC | TTCAAGGCAGGCCGTCAT CAGCCCAATGGAG

GS GTACTCACTGGATGTGGGTGAAGA | CGGCTCGATCTTGTCCATCAG AGGAGGGAACAACCTG
GR CCACCAGAAAGGGGATCTACG ACAGAGATGGCTTCATCTTCAGTG | CTGGCACTTCGGCTC

A kapott eredmények statisztikai értékelését STATISTICA for Windows 4.5
programmal (StatSoft Inc., 1993) végeztiik. A normalitas vizsgalatot, majd a kiugrd értékek
kizarasat kovetéen varianciaanalizis (ANOVA) soran a Fisher-féle legkisebb szignifikans
kiilonbség (LSD) tesztet alkalmaztuk a szignifikans (p<0,05) kiilonbségek megallapitasara.

A génexpresszids valtozasok vizsgalatara a célgének és az endogén kontroll gén kiiszob
értékeinek (Ct) meghatarozasat kovetden kiszamitottuk a delta Ct értékeket (ACt). A delta-
delta Ct (AACt) meghatarozasahoz a 0. mintavétel egyedeibdl készitett kevert mintat
alkalmaztunk, mint kalibrator értéket. Az relativ génexpresszié (RQ = 272" értékeket a
Livak és Schmittgen (2001) altal leirt képlet alapjan szamitottuk.
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3. Eredmények és értékelésiik

A 24 oras etetéses kisérlet soran a kontrollhoz viszonyitva szignifikans mértékben
emelkedett értékeket tapasztaltunk az egy hetes allatok majaban GPx aktivitas esetén 8 oras,
valamint a GSH tartalom esetén 2, 4 és 8 oras T-2 toxin kitettség hatasara. A 3 hetes csirkék
majmintainak vizsgalata soran szintén szignifikdns emelkedést tapasztaltunk 4, 8 majd 20 6rés
T-2 toxin expoziciot kovetden. A glutation redox rendszer az eredmények alapjan sikeresen
aktivalodott a T-2 toxin terhelés hatasara a kisérlet els6 8 oOrajaban, valamint az idésebb
korosztaly esetén egy ujra aktivaciot figyeltink meg 20 orat kovetden, amit azonban a
fiatalabb allatoknal nem tapasztaltunk. A DON terhelés hatasara a vizsgalt dozisban és
id6tartamban nem tapasztaltunk szignifikans eltéréseket a kontrollhoz viszonyitva egyik
csoportban sem.

A lipidperoxidécios folyamatok kezdeti szakaszat jelzd konjugalt diének és — triének
tartalmaban csak kismértékii valtozasokat tapasztaltunk a 24 ora soran. A CD esetén az 1
hetes allatok esetén 20 ora, a 3 hetes allatok esetén 24 ora T-2 toxin kitettség hatdsara
tapasztaltunk szignifikans emelkedést, mig a DON kezelt csoportban 16 6ra utan emelkedést,
majd 24 orat kovetden csokkenést tapasztaltunk. A CT értékek esetén az egy hetes allatok
esetén 20 ora elteltével emelkedést tapasztaltunk a T-2 csoportban, a 3 hetes allatok esetén
csOkkenést tapasztaltunk a DON kezelt csoportban 8 és 24 dras toxin kitettséget kdovetden. Az
MDA értékek esetén a 3 hetes csirkék esetén a T-2 toxin kezelt csoportban szignifikdns
emelkedést tapasztaltunk 8 ora, csokkenést a DON kezelt csoportban 12 ora elteltével, amely
valtozasokat trendben kovetik az 1 hetes allatok eredményei is. A CD és CT értékek esetén
csak kismértékii eltéréseket tapasztaltunk a kisérlet masodik felében, mig a malondialdehid
értekek esetén tapasztalt emelkedés a T-2 toxin esetén gyorsan lezajlé peroxidativ
folyamatokat jelez, aminek az elejét nem tudtuk nyomon kovetni, ami azonban a kisérlet
masodik felére nem volt jellemzo.

A kisérlet soran a siiri mintavételnek koszonhetden lehetdségiink nyilt megfigyelni a
glutation redox rendszerben és a lipidperoxidaciés folyamatokban a nap 24 Oorajaban
bekovetkezd természetes valtozasokat is, a kontroll értékek megvizsgalasaval.

A GPx aktivitas esetén a 3 hetes allatok vizsgalata soran a kisérlet 4. orajaban
tapasztaltunk emelkedett szintet, ugyanakkor az egy hetes allatok esetén jellemzden
alacsonyabb értékeket tapasztaltunk az iddsebbekkel Osszehasonlitva, valamint nem
tapasztaltunk nagyobb valtozasokat a 24 6ra soran. A GSH tartalom esetén ezzel ellentétben a
kisérlet els6 8 or4jdban magasabb értékeket tapasztaltunk az 1 hetes allatok esetén a 3
hetesekkel Osszehasonlitva. Mindkét korcsoport esetén a kisérlet 8-16 ora kozott tapasztaltunk
magasabb értékeket a vizsgalt orak alatt.

A CD ¢és CT értékek esetén kismértékii valtozasokat tapasztaltunk a 24 6ras megfigyelés
soran. A két érték napi valtozasa egymashoz hasonlo, azonban a két korosztaly kozott eltérd.
Az egy hetes allatok esetén a gorbe 2 majd 16 dra esetén emelkedett, mig a 3 hetes allatok
esetén 2-4 ora kozott csokkenést, 16 oOrdnal ndvekedést tapasztaltunk. Tovabba a két
korcsoport koziil a fiatalabb allatok mintadiban a CD és CT értékek esetén is magasabb
értekeket tapasztaltunk, minden mintavétel esetén. Az MDA értékek esetén a vizsgalat 4.
or4jdban mutatkozott kiilonbség a két érték kozott, ahol az 1 hetes allatoknal emelkedést
tapasztaltunk, eddig a vizsgélati pontig a két csoport kozott ugyancsak magasabb értékek
tapasztaltunk az egy hetes allatoknal, a két gorbe a késobbiekben hasonld valtozasokat mutat,
hasonlo értékekkel, emelkedett értékekkel 16 oranal.
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A génexpresszos valtozdsok esetén csak kisebb eltéréseket tapasztaltunk a vizsgalt
mikotoxin dozisok hatdsara a 24 ora alatt.

A GPx4 esetén a megfigyelt 24 oras iddszak alatt a 3 hetes allatoknal a kisérlet elején,
2-8. oOra kozott tapasztaltunk emelkedett értékeket, ami késébb fokozatosan visszaért a 0.
orakor mért szintre. Az egy hetes allatok esetén 2-4. 6ra kozott tapasztaltunk emelkedett
expresszids értékeket, valamint a két korcsoport koziil a fiatalabb allatok esetén
altalanossagban magasabb RQ értékeket tapasztaltunk a kisérlet méasodik felében, 12-20 6ra
kozott.

A GR esetén is a kisérlet 2-4. érajaban tapasztaltunk emelkedett RQ értékeket, valamint
20 orandl a 0. id6pontndl kisebb expresszids értéket tapasztaltunk. A két korcsoport
expresszios értékei hasonldan valtoznak a vizsgalt 24 ora alatt, azonban az 1 hetes allatok
esetén magasabb RQ értékeket tapasztaltunk.

AGS esetén szintén a kisérlet elején tapasztaltunk magasabb értékeket, valamint a masik
két génhez hasonléan az 1 hetes allatoknal itt is magasabb RQ értékeket tapasztaltunk (1.
abra).

A GR expresszio valtozasa a 24 ora alatt
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1. abra: A glutation szintetaz expressziés valtozasai a kontroll csoportokban a vizsgalt 24 éra alatt

4. Kovetkeztetések, javaslatok

A kisérlet soran az glutation redox rendszer aktivitasat/mennyiségét, valamint a tagjait
kozvetleniil kodolo gének kifejezddését vizsgaltuk 24 oran keresztiil brojler csirkékben, két
korcsoportban. A glutation redox rendszer aktivalodasat figyeltik meg az elsé 8 oOraban,
valamint az iddsebb korcsoportban jra aktivalodast figyeltiink meg. A két korcsoport kdzott
mennyiségi kiilonbségeket is tapasztaltunk. A lipidperoxidacids folyamatok esetén csak
kismértékii eltéréseket tapasztaltunk. A vizsgalataink soran tovabbi kisérleteket terveziink,
valamint a jelen adatok tovabbi bovitését, hogy a tapasztalt valtozasokat szélesebb korben és
Osszefliggésekben ismerhessilk meg, mind a korosztalyok kozotti illetve azokon beliili
fiziologias valtozasokat, mind a trichotecénvazas mikotoxinok éltal okozott valtozasokat.

A kutatdsokat az OTKA PD 104823 palyazat tamogatasaval végeztik.
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