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Osszefoglalas

Tanulmdnyunkban a fumonizin B1 és fumonizin B sorozatu mikotoxinokkal az elmiilt 12 évben végzett kisér-
letes eredményeket foglaljuk éssze. A legtobb hdzi- vagy modelldllat-kisérletben eltérd érzékenységgel a mdj
és a vese lipidprofil-vdltozdsait elemeztiik; a kisérleteket patkdnyokon, nyulakon és sertéseken végeztiik, az
alkalmazott metodika pedig nagy felbontdst lipidomika, részletes szévettani elemzés, vérbiokémiai analizis,
lipidperoxiddcids és antioxiddns paraméterek meghatdrozdsa, illetve specidlis estekben dramldsi citometria
és PET-MR képalkotds volt. A tanulmdnyban eredményeinket fajonként, szervenként ismertetjiik, az azokat
feldleld kézlemények pontos megaddsdval. Az eredményeink dsszefoglalo értelmezésén tul azokra alapozva ij
kutatdsi irdnyokat igyekeztiink definidlni, illetve felhivtuk a figyelmet a munkdnk sordn kialakult nyitott kér-
désekre is.

Kulcsszavak: patkdny, hdzinyul, sertés, fumonizin, toxikoldgia, lipidek, zsirsavak

Roviditések jegyzéke

AA: arachidonsav

CE: koleszterinészter

Cer: ceramid

CL: kardiolipin

ELEM: equine leukoencephalomalacia
FB: fumonizin B

FFA: nem észterezett zsirsav
PA: foszfatidsav

PC: foszfatidilkolin

PE: foszfatidiletanolamin

PG: foszfatidilglicerin

PI: foszfatidilinozitol

PPE: porcine pulmonary edema
PS: foszfatidilszerin

SM: szfingomielin
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1. A FB1 el6fordulasa és hatasa az allati szervezetre

A fumonizinek a mikotoxinok egy olyan csoportjat képviselik, amelyek nem fluoreszkalnak, és
els6sorban specifikus penészgombak, féként Fusarium fajok, F. verticillioides és Fusarium proli-
feratum altal szintetizal6dnak (RHEEDER ES MTSAL, 2002). A nem Fusarium fajok (az Alternaria, As-
pergillus és Tolypocladium nemzetségbe tartozé gombafajok) hozzajarulasa a globalis fumonizin-
termeléshez alacsony és leggyakarbban specifikus izomerek termelésével jellemezhet6 (FRISVAD
ES MTSAL, 2007; MIROCHA ES MTSAL, 1996; MOGENSEN ES MTSAL, 2011; MOGENSEN ES MTSAL, 2010; PA-
LENCIA ES MTSAL, 2014). Napjainkig kortlbelil 100 kiilonb6z6 fumonizintipusi molekulat jelle-
meztek, amelyeket az A, B, C, D, P, Py és La csoportokba soroltak (ANGELI és mtsai., 2022; GAO ES
MTSAL, 2023; RENAUD ES MTSAL, 2015). Globalis szinten a fumonizinek a leggyakoribb mikotoxinok
ko6zé tartoznak, el6fordulasuk a gabonafélékben 26-87% kozotti és emelkedd tendenciat mutat
(www.dsm.com).

Az élelmiszerekben és a takarmanyokban leggyakrabban el6fordulé fumonizinanal6gok a fumo-
nizin B1 (FB1), FB2, FB3 és a FB4. El6fordulasuk és takarmanybeli koncentraciojuk osszefiigg az
azokat termeld gombak jelenlétének mértékével, azok optimalis vagy szuboptimalis termelési ko-
riillményeivel és a penészgomba fajjal is. A fumonizinek altaldban széles korben elterjedtek a gabo-
nafélékben és azok termékeiben, els6sorban a kukoricaban, ami aldtdmasztja, hogy a fumonizinek
termel6dése a betakaritas el6tt és utdn egyarant el6fordulhat. Fumonizineket alacsony koncentra-
ciéban tovabbi mez6gazdasagi termékekben is kimutattak (pl. gytimdlcsben: KARBANCIOGLU-GULER
ES HEPERKAN, 2009; zoldségben: WONG ES JEFFRIES, 2006), igy vildgszerte komoly aggodalom ala-
kult ki a fumonizinek magas el6fordulasi gyakorisagara és (nyilvanvalo6 és potencidlis) toxikus
hatdsara iranyuléan, mely egyarant érinti a novényeket, az allatokat és az embereket (RHEEDER ES
MTSAL, 2002).

A szamos azonositott fumonizintipus koziil az egyes molekulak toxicitdsanak mértéke eltéro,
esetenként kevésbé vagy egyaltalan nem ismert (pl. FB3, FB4). A fumonizin B1 (FB1) val6jaban a
fumonizinek legtoxikusabb ismert formaja és szamos karos hatasa van a gerincesekre (V0SS ES
MTSAL, 2001). YU £S ES MTSAL (2020) a kdvetkez6képpen rangsorolta az FB-k toxicitasat az emberi
gyomor hamsejtjeinek karosodasat tekintve: FB1 > FB2 > FB3. A fumonizinek toxicitasanak saja-
tossagat ,fumonizin-paradoxonnak” nevezziik, amely kifejezés a toxinok kifejezetten alacsony bi-
ologiai hozzaférhetdségét (3-5%) és ennek ellenére erds toxikus hatasat dvezd rejtélyt irja le
(SHIER, 2000). A fumonizinek toxicitasa kiilonb6z6 szerveket, szervrendszereket érint, mint pél-
daul m3j, vese, idegrendszer, emésztérendszer és légzérendszer, az allatfajok és szervek kozott
eltér6 érzékenységgel és toxicitassal, a fajoktol és a fumonizin metabolizmusatdl (biotranszfor-
macid, eliminacié és mikrobialis transzformacio) fliiggéen. A fumonizineket 6sszefiiggésbe hoztak
bizonyos ,indikator jellegi” megbetegedésekkel, példaul a sertések tiid6odémajaval (PPE;
HASCHEK ES MTSAL, 2001), a lovak leukoencephalomalaciajaval (ELEM); a majrakot okoz6 hatassal
egerekben (CAO ES MTSAL, 2022), a vesekarosité hatast tekintve pedig patkanyokban (FAO/WHO
ELELMISZER-ADALEKANYAGOKKAL FOGLALKOZO KOZOS SZAKERTOI BIZOTTSAG, 2002) mutattak ki. Ember-
ben a fumonizin fogyasztasa olyan betegségekkel hozhat6 6sszefliggésbe, mint a nyel6cs6rak és
a neuralis rendellenességek (MARASAS ES MTSAL, 2004). Az eml8sokh6z képest a madarfajok ellen-
allébbak a fumonizin toxicitasaval szemben (a reakcidk valtozatossaga a madarfaj, a genetikai
hattér, az ivar és az életkor fliggvénye), azonban kimutattak, hogy a viszonylag magasabb szint(
expozicié hatraltatja a novekedést, metabolikus valtozasokat okoz példaul a csontokban és a bél-
falban, tovabba hepatotoxikus hatassal rendelkezik (GALLI £ES MTSAL, 2020; SOUSA ES MTSAL, 2020;
TARDIEU ES MTSAL, 2007; TOMASZEWSKA ES MTSAL, 2021).
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1.1. A FB1 molekuldris szintii hastasmechanizmusa emlésékben

A fumonizinek altal okozott toxicitas jellegzetes formaja a sejtmembranok miikodésének, egyen-
sulyanak zavara, vagy erés médositasa, amely kiilonb6z6 allatfajok esetében eltérd mértékd le-
het. Az 0sszetételében mutatkoz6 valtozasok komplex folyamatok kovetkezményei, elsédleges
okuk a fumonizinek gatlé jellegli beavatkozasa a szfingolipid-anyagcserébe, ami szubsztratkom-
peticiéhoz vezet a szfingolipidek szintézisében (szfingolipidek vs. fumonizinek) kulcsszerepet
jatsz6 enzimcsalad, a ceramid-szintazok (CerS 1-6) esetében. Ez a mechanizmus a szfinganin (Sa)
és kisebb mértékben a felszabadult szfingozin (So) aranyos koncentraci6-emelkedéséhez vezet a
sejtekben (RILEY ES MERRILL, 2019), amit ezen citotoxikus molekuldk transzformacio6ja is kovet
(Sa-1-P és So-1-P). A fumonizinek altal kivaltott szfingolipid-anyagcsere zavara donté jelentd-
ségl, mivel az a membranlipidek 6sszetételének megvaltozasahoz, és kovetkezésképpen a sejt-
membranok karosodasahoz vezet (BURGER ES MTSAL, 2018), ami messzemeno kovetkezményekkel
jarhat, és valészintileg a sejtciklust, annak szabalyozasat is érinti; ezaltal a fumonizinek direkt
modon jarulnak hozza az apoptozis kialakulasahoz.

1.2. A membrdnkdrosodds biolégiai hdttere

Szamos mechanizmust azonositottak, amelyek hozzajarulnak a fumonizinek biol6giai membra-
nokra iranyulé toxicitdsahoz. Ezek koziil kiemelten fontos a szfingolipid-anyagcsere specifikus
gatlasa, az oxidativ stressz, az enzimaktivitas-valtozasok, a génexpresszié modositasa, a dezoxi-
ribonukleinsav (DNS) integritasanak megbomlasa, az ER funkciéjanak negativ befolyasolasa
(stressz), a tumornekrozis-faktor jelatviteli utjanak aktivalasa, a sejt alakjanak és felszinének
megvaltozasa, illetve a citoszkeleton médosulasa (ALI ES SZABO, 2024). Fontos megjegyezni, hogy
Nem ismert tovabba részteleiben az sem, hogy ezek az események egymastol fiiggetlentil zajla-
nak-e, vagy a szfingolipid-anyagcsere zavaranak kovetkezményei, ami alahtzza a fumonizinek to-
xicitasanak komplexitasat és a multidiszciplinaris megkozelités fontossagat e toxinok hatasainak
tanulmanyozasaban.

A fentiek ismeretében szisztematikusan felépitett allatkisérleteket végeztiink a fumonizinek
toxicitasanak részletes megismerése érdekében.

2. Patkanymodellen végzett kisérletek f6bb eredményei

A patkanymodellen végzett munka egyfajta iteracio volt. Els6 szinten arra kerestiink valaszt, hogy
milyen toxinkoncentracié mellett detektalhaté maj- és vesekarosodas. Ezt kovetden a lehet6 leg-
alacsonyabb koncentracid és lehet6leg minél rovidebb expozicié mellett a szervi karosodasok
mértékét vizsgaltuk egyre érzékenyebb mddszerekkel.

Els6 kisérletiinkben him Wistar patkdnyoknak 5 és 10 napon keresztiil intraperitonealisan
adagoltunk tiszta fumonizin B1-et (FB1; 0, 20, 50 és 100 mg/kg takarmanydoézis-egyenértékben).
A szervi integritason tdl metabolikus reakcidkat elemeztiink, illetve a maj és vese esetében vizs-
galtuk a do6zis- és id6fiigg6 FB1-hatast a membranlipidek (foszfatidilkolin (PC), foszfatidil-inozitol
(PI) és foszfatidil-etanolamin (PE) esetében.

A kisérletiinkben mért szomatikus adatokat az 1. tdbldzat mutatja.
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1. tablazat. Patkanyok intraperitonedlis FB1-kezelésekor rogzitett szomatikus adatok

paraméter k(e;:ll:;s kontroll 20 mg/kg 50 mg/kg 100 mg//kg
kezdeti testsiily (g) 5 326,7 15,2 3236 10,7 324,0 + 9,60 331,1+9,93
10 3255+ 13,9 329,4+6,9 3369 15,6 329,8+20,6

5 346,7£14,6®  3169%17,52 31551722 308,1 15,12

végs6 testsuly (g) 10 368,0£11,6b  321,8:285% 28343612  270,7+47,92
5 19,9+2,29¢ -6,73£7,97b -8,55£7,95b -23+10,72

stlygyarapodas (g) 10 42,5+13,4¢ -7,58 +30,0 -53,5£29,0a  -59,134,1a
5 14,1+1,18" 10,1137 10,1£0,872 8,97 0,412

méj sillya (g) 10 152 %1,14b 9,122,552 7,831,662 7,45+ 1,412
4,07 £0,28"b 3,150,294 322+0,212 2,92 +0,082

relativ mdjsily (%)* 10 4,12+0,22) 2,920,522 2,73+0,322 2,80£0,192
5 2,33+0,19 2,07 0,12 2,27+0,27 2,07+0,16

vese silya (g) 10 247+0213 2420222 2,30£0,222 2,77 £0,39"b
0,68 + 0,04 0,63 £0,05 0,72 +0,10 0,67 £0,08

relativ vesesdly (%) 10 0,67 +0,05a 0,78£0,15a 0,83+0,10ab 1,05+1,21b

* A m3j, illetve a vese stlya a testsuly %-aban.

Eredményeink szerint a himivaru allatok esetében mar 6t nap és 20 mg/kg takarmanyddzis-
ekvivalens is szignifikans mértékben csokkenti a névekedést, a maj és a vese abszolut, illetve a
maj testsulyszazalékaban kifejezett relativ sulyat is. A 20 mg/kg dézis feletti szintek és az 6t nap-

nal hosszabb expozici6 az ismertetett valtozasokat tovabb sulyosbitja.
A m3j esetében a szovettani elemzés két jellegzetes elvaltozast, vakuolaris sejtdegeneraciot és
az apoptozis eredményeképp kialakulé Councilman-testek megjelenését mutatta (1. dbra).

e A e B TN

<

1. abra. Vakuolaris degeneracio és Councilman-testek megjelenése 100 mg/kg takarmany FB1 ekvi-

valenssel i.p. kezelt patkany majaban, 10 nap utdn (hematoxilin - eozin, 400x)

A szervek membranlipidjeiben bekovetkezé valtozasokat a 2. tdbldzatban mutatjuk be - ered-
ményeink szerint a vese érzékenysége fokozott, a majhoz viszonyitva.
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2. tablazat. Patkanyok vese- és majszoveti membranlipid-frakciéinak FB1 hatdsara kialakul6 linearis
dozisvalasza, a linearis modellek paraméterei

Vese
PC 5 nap 10 nap
zsirsav  meredekség konstans R2 zsirsav meredekség konstans R?2
C16:0 30,3 1,78 0,635 C16:0 0,156 0,108 0,639
C18:1
C20:4n6 -2,74 21,6 0,639 n9 1,359 2,565 0,721
C20:1
C22:6n3 -0,198 1,24 0,672 n9 0,082 0,027 0,733
C20:3
PUFA -3,63 311 0,639 né6 -0,238 1,193 0,628
Zn3 -3,38 29,2 0,633 MUFA 1,413 3,02 0,719
Zné6 -0,236 1,69 0,689
Ul -13,8 1168 0,641
ACL -0,106 17,9 0,656
Vese
PI 5 nap 10 nap
zsirsav  meredekség konstans R2 zsirsav meredekség Kkonstans R?2
C20:3
C18:0 1,728 43,7 0,645 né6 -0,175 0,715 0,616
PUFA -3,6 21,3 0,725
Maj PE 5 nap 10 nap

zsirsav meredekség konstans R?2

~n3 2,23 6,66 0,617

Eredményeink szerint a legnagyobb érzékenységet a vese, abban pedig a foszfatidilkolin (PC)
frakcié mutatta. Jellegzetes valtozas volt a PUFA (tobbszorosen telitetlen zsirsavak) aranycsok-
kenése, mely magaba foglalta mind az n3, mind pedig az n6 zsirsavcsaladokat és jellemz6en azok
leghosszabb és fokozottabban telitetlen képviseldit, az arachidonsavat és a dokozahexaénsavat
(C20:4 n6 és C22:6 n3). Ezen hosszulancu zsirsavak aranycsokkenése az atlagos zsirsavszénlanc-
hosszt és a teljes telitetlenség mértékét csokkentette, utébbi az FB1 okozta oxidativ stresszre utal.
Az5 és 10 napos kezelések dsszevetése azt mutatja, hogy az akut fazis lezajlasat kovetGen egyfajta
fokozott stabilitas jellemzi a patkdnyvese membranlipidjeit, bizonyos adaptaciéra utalva (SZABO
ES MTSAL, 2019) mar 10 nap alatt is.

Az oxidativ stressz kialakulasat nemcsak indirekt, hanem direkt médon is elemeztiik (3. tdbld-
zat), és egyértelmien kialakulé antioxidans adaptaciot (GSH) és ezzel parhuzamosan fokoz6do
lipidperoxidaciot igazoltunk a vesében, 6tnapos kezelés esetében, a toxinddzistdl fliggden. Ezzel
szemben a 10 napos kezelés bizonyos enyhe antiperoxidativ/antioxidans adaptaciét mutatott, a
nefrotikus lipidperoxidacié mértéke nem valtozott érdemben, a megemelkedd toxinszint ellenére
sem.
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A majban dozisfliggben fokoz6do és azt kdvetéen stagnalo lipidperoxidaciot igazoltunk, az an-
tioxidans-kapacitas érdemi valtozasa nélkiil, az 5 és a 10 napig tarté kezelésekben egyarant
(3. tabldzat).

3. tablazat. A vese- és majbeli antioxidans és lipidperoxidacids tulajdonsagok
FB1-dozistol fiiggd valtozdsa patkdnyokban

FB1 (ppm) 10 20 50 100

Vese 5 nap

GSH (micromol/g prot.) 265 = 044 2 4,26 + 1,09 ab 6,65 + 079 ab 5,24 + 1,00 b

GSHPx (IU/g prot.) 247 + 038 = 199 + 086 =@ 313 £ 040 °® 2,50 + 033 @

MDA (nmol/g) 52,17 + 802 & 5767 + 509 b 4431 =+ 289 a 6343 + 10,07 P
10 nap

GSH (micromol/g prot.) 319 + 047 =@ 468 + 021 °® 486 + 046 P 5,30 + 061 °®

GSHPx (1U/g prot.) 211 + 010 = 2,89 + 035 b 2,82 £+ 018 b 2,97 + 051 °

MDA (nmol/g) 66,50 + 11,28 b 5500 + 827 2 4191 + 624 2 5482 % 975 @

Maj 5 nap

GSH (micromol/g prot.) 2,72 = 0,76 3,01 + 041 3,06 + 0,71 2,95 + 1,15

GSHPx (IU/g prot.) 1,39 + 031 » 1,11 + 010 =2 1,82 + 042 ° 1,60 + 036 @

MDA (nmol/g) 5560 + 319 =@ 6987 + 409 > 6488 =+ 757 @ 6887 + 852 °
10 nap

GSH (micromol/g prot.) 320 =+ 0,27 412 + 1,19 352 £+ 1,00 3,98 + 1,14

GSHPx (IU/g prot.) 1,42 + 0,20 201 £+ 1,02 1,05 + 0,53 1,61 + 1,06

MDA (nmol/g) 47,26 += 14,19 = 7465 + 1242 b 61,45 + 13,15 2 63,64 + 394

Osszegzésként megallapithatd, hogy a patkanyok veséje alacsony dézisu és viszonylag rovid
ideig tart6 FB1-expozici6 hatasara érzékenyen reagal a membran lipidésszetételének valtozasai-
val. A patkanyok veséjének kéregallomanyaban a legérzékenyebb lipidfrakcié a PC volt, melyben
mar 10 ppm FB1 (és a magasabb dézisokkal pedig dézisfiiggé moédon) megzavarta az n3 és az n6
zsirsavak, és igy a PUFA-egyensulyt, ami részben a PI-frakcié esetében is igazolddott. A patkany-
maj kevésbé volt érzékeny az FB1-re, a PE-frakci6 pedig csak minimalis reaktivitast mutatott.

Fenti eredményeink alapjan csokkentett d6zison alapuld kisérletet terveztiink, melyben mar
nem vékonyréteg- és gazkromatografias, hanem lipidomikai kozelitést alkalmaztunk. A toxinke-
zelés hatdsara kialakuld szovettani (2. dbra) és klinikai kémiai valtozasokat referenciaként detek-
taltuk, a korabbiakhoz képest ebben a vizsgalati szegmensben csak az G4j eredményeket mutatjuk
be. Mivel a lipidomikai adatokhoz, azok teljes tjszerlisége miatt kevés referencia taladlhatd, azokat
els6sorban korrelativ médon értelmeztiik: azt vizsgaltuk, melyik szovettani elvaltozas melyik li-
pidindikatorhoz kothetd. Az alkalmazott toxinddzis 1,6 mg/kg takarmanydoézis ekvivalens volt
(1X), illetve annak 5X és 10X tobbszorose, 6sszesen Ot napig, intraperitonedlisan adagolva.
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2. abra. Ot egymaést kévetd nap utdn, 10X FB1 dézis (16 mg/kg) hatasara kialakult szdvettani valtozasok
patkdnymajban

(A) Hepatocitak hidropikus elvaltozasa (fekete nyil és insert) pericentralis mitotikus jelekkel (nyil és in-
sert) és parenchyma 6sszeomlassal, atrofikus hepatocitakkal (iires nyilhegy és insert) (63X, HE festés). (B)
Apoptozis (Councilman-testek, lires nyil, insert) és mitotikus jelek (nyil) jelenléte pericentralis (CV:
kozponti véna) dominanciaval (63X, HE festés). (C) Minimalis portalis valtozasok, elssorban pangas (lires
nyil) és eseti limfocita infiltratumok a periportalis régidban (iires nyilhegy) (63X, HE festés). (D) A PAS
festés intenzitasanak (pozitivitasanak) csokkenése a pericentralis régioban (63X, PAS festés).

2.1. Lipidomikai elemzés - mdj

Lipidomikai eredményeink szerint nemcsak a 10X, hanem mar az 5X és 1X kezelés is jelentsebb
mértékben torzitotta a majlipidom szinte egészét. A 3. dbracsoport a lipidomikai adatok 6sszes-
ségének bevonasara alapozott csoportelkiilonitést, illetve a jelentdsebb (major) és kevésbé jelen-
t6sebb (minor) nagysagrendben megjelend lipidfrakcidok koncentraciévaltozasait mutatja.
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3. abra. Az i.p. FB1-kezelésre adott lipidomikai valasz attekintése
(A) PLS-DA diagram és (B) hétérkép abrazolasa a teljes maj lipidomikai adathalmaz alapjan végzett hierarchikus
Klaszterelemzésnek (az ANOVA, az euklideszi tavolsag és a Ward klaszterezési algoritmus alapjan kivalasztottuk az
50 legjelent6sebb lipid molekulat; a hdszinkdd normalizalt értékeket jelol (z-pontszamok)), FB1 altal kivaltott val-
tozasok lipidosztaly-szinten a (C) major és (D) minor lipidek esetében (az oszlopok 8 egyedi érték atlagat + SD
jelzik). (C, 1X, 5%, 10X: kontrol, 1,6 mg/kg, 8 mg/kg és 16 mg/kg dozisok)

Az FB1-kezelés dézis-valaszanak értékeléséhez elemeztiik a lipidosztalyok linearis vagy loga-
ritmikus illesztéseit. Az eredmények enyhe, de d6zisfiiggdé koncentraciénovekedést jeleztek a plaz-
manil-PC (PC-0) esetében, mig jelent6s koncentracionévekedést mutatnak a PE-P, PG (P-glicerin)
és LPG (lizo-PG), GM3 gangliozid és koleszterin-észterek (CE) esetében. Dozisfliggd csokkenést ta-
laltunk a teljes ceramid frakcié (Cer) és a szfingomielinek esetében. Az SL-lebontas és a PE-szin-
tézis utvonalainak 6sszekapcsolddésa, valamint az FB1 zsirsav-anyagcserére gyakorolt modulalé
hatdsa miatt az FB1 az SL-anyagcsere zavaran tulmutatd, mélyebb hatést gyakorolhat a teljes m3j
lipidomra. A glicerofoszfolipidek (GPL) koncentraciéjanak lipidosztalyok szerinti csoportositasa
eltérd valaszokat mutatott. A lipidosztalyok szintjén a diacil-foszfatidilkolin (PC), a leggyakoribb
membranlipid nem valtozott, mig a tobbi f6 szerkezeti lipid, a PE, PI és PS a FB1-kezelés eredmé-
nyeként novekedett (4. dbra). Szamos kisebb GPL osztaly, az éter lipidek (PC-O és PE-P) valamint
a PS (P-szerin), PG, CL (kardiolipin) és a lizolipidek LPE és LPG szintén emelkedtek.

A lipid molekulak szintjén megvalosul6 valaszt a legnagyobb el6fordulasi gyakorisagu Cer- és
SM-molekuldk, a GM3 gangliozid (szfingolipidek), illetve az arachidonsavtartalmu glicerofoszfo-
lipid (GPL) molekuldk koncentraciovaltozasaval szemléltetjiik a 4. és 5. dbrdkon.
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4. abra. A legnagyobb gyakorisagu Cer-molekuldk (A), az upstream SM-tipusok (B) és az egyetlen azo-
nositott GM3 gangliozid (C) molekula FB1 dézisfiiggé valtozasai. (a, b, c: a kiilonboz6 indexek p < 0,05
szignifikansan eltérd csoportatlagokat jeldlnek)
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5. abra. FB1 altal indukalt logaritmikus és linearis dézisvalaszgorbék a glicerofoszfolipidomra, annak ara-
chidon- és linolsavtartalmu specieszeinek (CL(72:8) (tetra-linoleoil CL)) koncentracidvaltozasai (a
pontok az egyedi értékeket jel6lik, n = 32)

A szfingo- és glicerofoszfolipidek valtozasai nagyon érzékenyen szemléltetik a hepatocellularis
membran szinte azonnali, és nagyon alacsony toxinkoncentracié hatasara megvaldsul6 valtozasait.
Erdekes eredmény, hogy a korabbi, vese esetében tapasztalt PC-valtozast a majban nem sikeriilt
igazolni. A munkank soran nemcsak a membranalkotd vagy nem kizarélag a sejtmembranhoz kot-
het6 vagy nem kifejezetten a polaris, hanem a neutralis lipidek 0sszetételét is elemeztiik.

Ebben a lipidcsoportban a koleszterin koncentraciéja jelentésen novekedett (C vs. 10X). Esz-
terifikalt formaja, a tarold lipid koleszterin-észter (CE) viszonylag jol illeszked6 linearis FB1-d6-
zis-valaszt mutatott, kiiléndsen a f6, AA-tartalmu molekula, a CE(20:4) (6. dbra). A trigliceridek
(TG) a maj jellegzetes neutralis tarolo lipidjei; ebben az osztalyban csak molekularis szinten de-
tektaltunk valtozast, maga a teljes lipidosztaly nem mutatott koncentraciémoédosulast. Az oszta-
lyon beliil a rovidebb lancu (C < 50), kevésbé telitetlen TG-molekuldk koncentracidja csokkent,
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mig a hosszabb lancu (C > 58), erdsen telitetlen molekulatipusok szintje a mikotoxin koncentra-

s s

talmu fajt azonositottunk, példaul: TG(58:10) (6. dbra). Ezenkiviil figyelemre mélté a szabad AA
dozisfiiggé emelkedése is (6. dbra).
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6. abra. Az AA-tartalmu neutralis lipidek csaladjaba tartozd lipidmolekulak linearis ddzisvalasza a
triglicerid (TG), koleszterin-észter (CE) és szabad zsirsav (FFA) osztalyokban. Figyelemre mélté a szabad
AA doézisfiiggé emelkedése is (FFA 20:4)

2.2. Lipidomikai elemzés - vese

Vese esetében a majhoz viszonyitva ,tipikusabb” eltéréseket detektaltunk a lipidomikai elemzés
keretében. Igazolni tudtuk a membranalkotd lipidek mddosulésait, de a szfinganin és a szfingozin
is az ismert médon, komolyabb koncentraciéemelkedéssel reagalt. Ennek megfelel6en a foszfori-

A teljes lipidprofil-elemzés hasonléan a fentiekhez, hatékony csoportelkiilonitést eredménye-
zett (7. dbra).
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7. abra. 5 napig tart6 FB1-kezelést kovetd PLS-DA-elemzés patkanyvese lipidomikai adataira alapozva

A szovettani elemzés eredményeit csak a legmagasabb d6zis esetében mutatjuk be, ott viszont
tipikus toxikoldgiai elvaltozasokat sikertilt detektalnunk. A legjellemz8bb elvaltozas az akut tu-
bularis nekrozis volt, de ismét igazoltuk a korabbiakban is leirt tubularis dilatacidt, a kariopiknd-
zis kialakulasat, apoptozis jelenlétét és a tipikus FB1-okozta tiinetet, a hamsejtek bazalis memb-
ranrol torténd levalasat (8. dbra).
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8. abra. 5 egymast kovetd nap utan, 10X FB1 ddzis hatasara kialakult szovettani valtozasok
patkdnyvesében (40X, HE festés)
Hasonléan a majhoz, vesében is elvégeztiik a legnagyobb gyakorisaggal el6fordul6 ceramid- és
szfingomielin-molekulak koncentraci6janak elemzését, melynek eredményét a 9. dbrdn mutatjuk
be.
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9. abra. Patkanyvese ceramid- és szfingomielin-frakci6éinak leggyakoribb molekuldi, illetve azok
doézisfiiggd koncentraciovaltozasa az 1X-5X-10X FB1-kezelés hat4sara

Eredményeink 0sszességében egybevagnak a majban tapasztaltakkal, miszerint a rovidebb
szénlancu zsirsavakat tartalmazé ceramidmolekulak koncentraciéja nem valtozott a toxinhatas
kovetkeztében, de a C41 feletti esetek egyértelm( Cer-szintézis-gatlast mutattak. Ez a fajta oldal-
lanc-specifikus gatlas az upstream SM-molekuldknal mar nem volt igazolhat6 - gyakorlatilag a
komplex szfingolipidek nem-szelektiv szintézisgatlasa lathaté a 9. dbra ezen szegmensében.
Eredményiink nagyon tjszer( és egyben figyelemreméltd sajatossag, hogy a hosszilancu Cer- és
szinte az 6sszes abundans SM-molekula esetében az 1X és az 5X FB1-koncentraci6 is mar Kriti-
kusnak bizonyult.

Hasonléan a majbeli adatelemzéshez, vese esetében is kerestiik azon lipidmolekulakat, ame-
lyek indikatorai, korrelativ mutatéként értelmezheté metabolitjai lehetnek a legmarkansabb sz6-
vettani elvaltozasnak. Vese esetében a 10. dbrdn mutatjuk be az akut tubularis nekrozis szévettani
tlinettel legszorosabb korrelaciét mutaté lipidmetabolitokat.
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VESE - Akut tubularis nekrozis
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10. Abra. A vese legnagyobb gyakorisagu szovettani korképe, az akut tubularis nekrozis és az azzal
osszefliggd lipidmolekulak korrelativ kapcsolata
Az abra a 20-20 legmagasabb abszolut értéki pozitiv és negativ korrelacids egyiitthatét mutatja, Spear-
man-korrelaciéanalizis eredményeképp. A tablazatban a vizszintes tengely a korrelacié szorossagat mu-
tatja.

Pozitiv kapcsolatot a foszfatidilglicerin (PG) és a foszfatidsav (PA) molekuldk mutattak, illetve
a foszforilalt szfingoid bazisok; ez az eredmény gyakorlatilag arra utal, hogy minél erésebb a szo-
veti karosodas, annal intenzivebb a sejtbeli szfingoid bazisok foszforilacidja, detoxikalas céljabdl,
de ezen mechanizmus anti-apoptotikus hatasu is lehet. Jellegzetes negativ korrelaciot a SM- és
Cer-molekuldk sokasaga mutatott a szovettani képpel, azaz minél kifejezettebb a nekrdzis megje-
lenése, annal alacsonyabb a szoveti komplex SM- és Cer-molekulak koncentracidja. A szfingoid
bazisok FB1-indukalta koncentraciévaltozasat a 11. dbra szemlélteti, melyen nagyon jél kovet-
het6 a szfinganin és a szfingozin eltéré dinamikaja koncentraciéemelkedése.
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11. abra. A szfingoid bazisok dézisfliggé koncentraciovaltozasa patkanyvesében,
5 napot kovet6en

A szfingolipidomika szempontjabol az FB1 hatdsmechanizmusa viszonylag jol ismert, és a Cer-
szintazok gatlasan, az azt metabolikus szinten is kdvetd Cer-szintézis gatlasan és a prekurzorok
(Sa, So) jelentds felhalmoz6dasan alapul (GUERRE ES MTSAL, 2024; LASSALLETTE ES MTSAL, 2023). A
génexpresszié szintjén az FB1 altal kivaltott Cer-szintézis-gatlas csak a CerS2-4 esetében volt bi-
zonyithaté és csak a 10-szeres d6zis mellett, majban; ez a CerS izoform hosszulancu zsirsavakat
(C22-C24) szallit a C18-as szfingoid bazisra, ezaltal hosszabb lancu (C > 40) Cer-molekulakat ge-
neralva. Eredménylink 6sszhangban van egy biomarkerekre is iranyulé koézlemény adataival
(LASSALLETTE ES MTSAL, 2023), amely a C22-C24:C16 szfingolipidek ardnyeltolodasara utal, FB1
hatésara. Lipidomikai adatkészletiink részben megerdsiti ezeket az eredményeket, amennyiben
az ilyen Cer-molekulak (pl. a leggyakoribb Cer(42:1:2)) koncentraci6ja csékkent a 10X csoport-
ban, és a relevans upstream SM-molekulak (SM(42:1:2)) jelentds csokkenését mi is igazoltuk.

Ragcsalok esetében a teljes SM-koncentracié csokkenését tobben publikaltak FB1-expozicid
soran, mind in vivo (GELDERBLOM ES MTSAL, 1997), mind pedig in vitro; primer hepatocita lipid raf-
tok (BURGER ES MTSAL, 2018); Chang-sejtek (RIEDEL ES MTSAL, 2016); primer hepatocitak és HepG2-
sejtek (RIEDEL ES MTSAL, 2024)) vizsgalatat kévetSen. Ugy tiinik, hogy az FB1 4ltal kivaltott szfingo-
lipid-szintézis gatlasa csak részben fligg a genetikai szabalyozastol (és inkabb enzimatikus szin-
ten manifesztalédik). Fontos kiegészités, hogy a legtobb esetben a megfigyelt SL-valtozasok, akar
csokkend, akar novekvd tendencia szerint alakultak, mindig erds linearis FB1-dézisfiiggést mu-
tattak.

Az adatok értékelése soran az FB1 altal kivaltott apoptézis elleni lehetséges adaptacié igazo-
lasra is torekedtiink, mivel patkanyok majaban ,anti-FB1 lipidprofil” kialakulasat publikaltak
(RIEDEL ES MTSAL, 2015); ezt alacsonyabb C18:0 és magasabb teljes egyszeresen telitetlenzsirsav-
tartalom jellemzi az SM-molekuldk esetében, mint anti-apoptotikus reakcid. Jelen tanulmanyban
nem igazoltuk ezen reakci6 kialakuldsat az SM-ekben 6t nap utan, mivel a révidebb SM-koncent-
racié (C34-36, valdszinfileg sztearinsavat és palmitinsavat integralé molekulak) altalaban nétt,
mig az egyszeresen telitetlen zsirsavak SM-molekulai (a C36-nal hosszabb lancti SM-molekulak)
szisztematikusan csokkentek.

2.3. Transzkriptomika

Az FB1 dozisfiiggd génexpresszio-valtozasi mintazat elemzéséhez el8szor linearis regressziot vé-
geztiink az FB1 dézisraillesztve, majd ,enrichment” elemzést, azoknak a géneknek a bevonasaval,
amelyeknél az emlitett regresszios modell determinacios egytitthat6ja meghaladta a 0,5-0s érté-
ket. Az eredményeket a regressziés modellek meredeksége (béta) alapjan rangsoroltuk, eredmé-
nyeinket maj esetében a 4. tdbldzat mutatja.
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4. tablazat. A majban leginkabb le- és felfelé szabalyozott 20 gén (béta a regressziés modell
meredeksége, az illesztés 4x8 egyedi adaton alapul)

Sorrend DOWN Beta UP Beta
1 LOC103693974 -0,43 Mmp12 0,65
2 Lgsn -0,35 LOC102549755 0,53
3 Stac3 -0,31 Abcb1b 0,51
4 Pla2g2a -0,31 Trem?2 0,5
5 L0C102547849 -0,29 Cyp2c24 0,48
6 L0C102551428 -0,28 Atf3 0,46
7 L0C100910106 -0,28 L0C103693477 0,42
8 Inmt -0,28 Mmp3 0,41
9 LOC102553657 -0,28 Ccl2 0,41
10 Pnpla3 -0,27 Tex36 0,4
11 Clic3 -0,27 Gpnmb 0,39
12 LOC102553540 -0,26 LOC102555660 0,39
13 LOC102551365 -0,26 Bcatl 0,39
14 LOC103690303 -0,25 Maff 0,37
15 Cyp26al -0,24 Sppl 0,37
16 L0C102547310 -0,24 Neurl3 0,36
17 Papss1 -0,23 Cxcl10 0,36
18 Prss55 -0,23 Pla2g2d 0,35
19 Per2 -0,22 Ccll 0,35
20 0Ir1305 -0,22 Stn 0,34

A 20 legnagyobb mértékben felfelé szabalyozott gén kozott azonositottunk foszfolipaz és a
triglicerid lipaz enzimeket kddolé géneket, de ennél is fontosabb, hogy tisztan felismerhetd volt a
FB1 altal kivaltott immunmodulacié, mint példaul az Mmp12 (makrofag metalloelasztaz), a
Trem2 (az immunsejtekben talalhato triggerreceptor) és a Ccl2 és Cxcl10 (kemokin ligandumok)
gének expresszojanak felfokozodasa (a 4. tdbldzatban vastag bettivel szedve). Az arachidonsavval
kapcsolatos ttvonalak elemzése soran a prosztaglandin D2 (Ptgds) és a leukotrién 4 (Ltc4s) szin-
tézis, valamint az arachidonsav 12-lipoxigenaz (Alox12) lefelé torténd szabalyozasat, mig a ci-
tokrom P450 csalad egyik tagjanak (Cyp2c55) felfelé torténd szabalyozasat (mely részt vesz az
AA- és LA-epoxigenaz-aktivitas szabalyozasaban) igazoltuk.

Az 12. dbra A és B részében a Gene Ontology (GO) adatbazis alapjan abrazoltuk a le- és felfelé
szabalyozott bioldgiai folyamatok génhanyadait. Szamos, az apoptozissal és a gyulladasos folya-
matokkal kapcsolatos felfelé szabalyozott gént talaltunk a majban.
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12. dbra. A patkanyok majaban az FB1 altal leginkabb lefelé- (A), illetve felfelé szabalyozott
(B) 10-10 biokémiai folyamat

Vese esetében a fenti folyamatok Iényegében hasonléan alakultak, de a felfelé torténd szaba-
lyozas els6sorban a sejtciklus alakulasat befolyasolta, mig a lefelé szabalyozas a legfontosabb me-
tabolitok anyagcseréjét érintette. Eredményeinket a 13. dbra A és B részében mutatjuk be.

Roviden osszefoglalva, az FB1 altal kivaltott hepatotoxikdzisban leginkabb érintett biokémiai
utvonalakat (a PI3K-Akt-utvonal és a zsirsav-anyagcsere érintettsége) meghataroztuk patkanyok
majaban. Jelen tanulmanyban ujként és kiegészitésként igazoltuk az FB1 altal kivaltott szteroid
bioszintézis er6teljes zavarat (12. dbra). Ez a tanulmany emellett kiemeli a lipidomika és az im-
munmodulacié kozotti 6sszefiiggéseket. Ezeket az dsszefiiggéseket (amelyek szovettani és lipi-
domikai szinten nyilvdnulnak meg) az FB1 elleni hepatoprotektiv hatas részeként értelmezziik.
Ezenkiviil szévettani bizonyitékot szolgaltatunk a szénhidrat-anyagcsere szabalyozasanak mddo-
sitasara.
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13. abra. A patkanyok veséjében az FB1 altal leginkabb lefelé- (A) vagy felfelé szabalyozott
(B) 10-10 legfontosabb biokémiai folyamat

3. Nyulak mikotoxin-kezelésének eredményei

Az FB1 hatasanak elemzését nyulakon viszonylag alacsony toxindézis mellett, az akut-kronikus
hatasok hataran vizsgaltuk, hosszabb expoziciés id6vel. Kisérleteink alapgondolata részben a fen-
tiekkel megegyezd volt, de BURGER ESMTSAL (2007) eredményeit is figyelembe vettiik, melyek sze-
rint a maj membranlipid-6sszetételi valtozasainak hatterében allé6 molekularis valtozasok csak
részben tisztazottak, de mindenképpen érintik a szubcellularis frakcidkat is: példaul a mikroszo-
malis, a nuklearis és a sejtmembranok foszfolipid (PL) osztalyainak lipidprofiljanak valtozasat
el6idézve; szerz6k eredményeiket patkanyokon rogzitették, drasztikusan toxikus, rakkeltd toxin-
szinttel (250 mg/kg takarmany).

Els6 kezelésiink soran 35 napos korukban valasztott Pannon fehér baknyulakat (n = 10/cso-
port) 10 mg/kg FB1-takarmanykiegészitéssel intoxikaltunk, a toxinmentes kontroll ellenében, 4
hétig, ad libitum etetés keretében.
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Eredményeink szerint a testsuly és a maj sulya sem mutatott eltérést a kezelés végén a kont-
roll- és a FB1-csoportok kozott. A makroszképos, szomatikus valtozasok hidnya mellett részlete-
sen elemeztiik a majat, elsésorban szubcellularis, de teljes szervet érint6 foszfolipid-elemzésre
tdmaszkodva is.

3.1. Mdj és a mdj-mitokondrium lipidprofil-vdltozdsai

A teljes majszoveti foszfatid lipidprofilban a 28 napig tart6 toxinkezelés hatasara csokkent a pal-
mitoleinsav (C16:1 n7) aranya, de 6sszességében a FB1 nem okozott drasztikus dsszetételbeli
valtozast. Ezzel szemben a majbdl frissen izolalt mitokondriumokban a membranlipidek érzéke-
nyebben reagaltak a mikotoxin-expoziciora. Az 5. tdbldzat foglalja 6ssze a mitokondrialis memb-
ran osszetételének valtozasait.

5. tablazat. Nyulak majabdl izolalt mitokondriumok lipidprofil-valtozasa FB1 hatasara,
4 hetes expoziciét kovetden

csoport C FB1

mit. PL atlag + SD atlag = SD
C14:0 0,22 £ 0,16 0,28 £ 0,12
C15:0 0,24 + 0,06 0,21 + 0,08
C16:0 18,4 + 1,78 21,0 £ 3,73
Cl16:1n7 1,13 + 0,43 1,20 £ 0,17
C17:0 0,79 + 0,17 b 0,60 £ 0,16 2
C18:0 16,7 + 4,60 16,5 = 1,00
C18:1n9c 19,1 £ 499 a 268 +156 b
C18:2 n6¢ 30,3 + 3,78 22,0 £ 6,05
C18:3n6 0,19 = 0,24 0,38 £ 0,17
C18:3n3 192 £ 1,21 2,04 £ 0,60
C20:0 0,08 + 0,03 0,09 + 0,02
C20:1 046 + 0,12 0,86 + 0,59
C20:3n6 1,28 + 0,45 0,80 + 0,37
C20:3n3 0,23 +0,11 ab 0,27 £ 0,20 P
C20:4n6 643 +132 b 4,04 0,34 a
C22:5n3 0,25 + 0,06 b 0,18 £ 0,02 a
C22:6n3 0,55 = 0,24 1,41 + 1,15
telitett 36,4 + 4,23 38,6 + 4,12
monoén 20,8 + 497 a 28,7+ 1,37 b
PUFA 41,2 + 455 b 31,1+543 =a
n3 295+ 155 a 390+082 b
né6 38,2 £487 b 272+6,04 2
n6/n3 169 * 11,5 7,37 £ 2,53
Ul 122,5 + 9,39 108,7 + 5,44
ACL 17,5 £ 0,10 17,5+ 0,17

UI: telitetlenségi index; ACL: atlagos szénlanchossz
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Eredményeink szerint a szamitott zsirsavcsoport-adatokban a teljes egyszeresen telitetlen
zsirsavak (MUFA) ardnya szignifikdnsan magasabb volt az FB1-csoportban, a kontrollhoz viszo-
nyitva. Teljesen ellentétes eredményt talaltunk viszont a teljes tobbszorosen telitetlen zsirsavak
esetében, mig a teljes n3 zsirsavak aranya nétt (a teljes n6 rovasara). Amennyiben eredménytin-
ket a patkdnymajhoz, els6sorban a kardiolipinekhez viszonyitjuk, mitokondrialis diszfunkciét le-
het feltételezni az n6 zsirsavak csokkenése kapcsan. Valdjaban a prekurzor linolsav (C18:2 n6) a
deszaturacids és elongacios folyamatokban keletkezd termékek szinte mindegyikét, példaul a
gyulladasi intermedier, és prekurzor arachidonsav aranyat is csokkentette, ami egybevag BURGER
ES MTSAL (2007) eredményeivel.

3.2. Antioxiddnsok és lipidperoxiddcid, szfinganin-szfingozin ardany

Jelen vizsgalatban csak vérplazmabdl végeztiik el a cimben jelolt elemzéseket. A négyhetes FB1-
kezelés csokkentette a vérplazmaban a redukalt glutation (GSH) koncentracidjat, a glutation per-
oxidaz (GSHPx) aktivitasat, de nem befolyasolta a citotoxikus malondialdehid (MDA) koncentra-
ciojat. Végsb soron az antioxidans rendszer terhelése, de nem kialakult lipidperoxidacios folya-
mat volt leirhaté a tanulmanyban, mely szintén egybevag BURGER ES MTSAI (2007) eredményeivel.

A plazma Sa/So ardnya, mely a FB1-toxikoézis legelterjedtebb indikatora a 14. dbra szerinti
szignifikdns eredményt (n6vekményt) mutatott.

Sa/So
2.0
b

1.5
1.0
0.5 T

l
0.0

C FB1

14. abra. Nyulak (n = 10/csoport) vérplazma Sa/So aranyanak valtozasa
4 hetes FB1-etetést (10 mg/kg tak.) kovetéen

Osszegzésként megallapitottuk, hogy alacsony dézisban, de viszonylag hosszan alkalmazott
FB1 hatarozott maj-mitokondrialis 0sszetételvaltozast, valamint szervezetszintli antioxidans-
adaptacidt indukal novendék baknyulakban még akkor is, ha a szomatikus és termelési tulajdon-
sagokban nem igazolhat6 a mikotoxin karos hatasa.

3.3. Veseszivettani és lipidprofil-elemzés nyulak esetében

A nyulvese tanulmanyozasat nem a fenti kisérletben, hanem egy dézisfiiggés-elemzést is lehetévé
tev6 munkaban végeztiik (10 és 20 mg/kg FB1 + FB2 + FB3, 65 napig tartd expozici6) (ALI ES
MTSAL, 2025).

Eredményeink szerint a vese abszolut stlya a magasabb FB-dézis hatdsara szignifikdnsa csok-

s s

tuk (15. dbra).
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15. abra. Kifejlett baknyulak veséjének szovettani képe. A: egészséges (kontroll) és B: 20 mg/kg FB
mikotoxinokkal 65 napig kezelt esetben (hematoxilin-eozin festés, 40x)

A nyilak a dilatalt vesetubulusokat jelolik.

3.4. A nyulvese membrdanlipidjeinek reakciéi

A veseszoveti teljes foszfolipid zsirsavosszetételének elemzése specifikus valtozasokat tart fel a
zsirsavosszetételben. A 20 mg FB/kg expozicié utdn az allatok veséiben szignifikans cs6kkenés
volt megfigyelhetd a C14:0 (mirisztinsav) és a C18:1n7 (vakcénsav) aranyaban, mig ugyanebben
a csoportban a C22:0 (behénsav) aranyaban emelkedés volt kimutathaté. Azonban egyik szami-
tott index, nevezetesen a teljes telitettség és a teljes telitetlenség sem mutatott szignifikans val-
tozast. A tobbszorosen telitetlen zsirsavak koziil csak az n3 zsirsavak aranyaiban volt jelentsebb
valtozas. A magasabb FB-doézissal kezelt nyulakban novekedés volt megfigyelheté a C20:5n3
(eikozapentaénsav, EPA) esetében, mig csokkenést igazoltunk a C22:6n3 (dokozahaxaénsav vagy
DHA) aranyaban. Az EPA emelkedésének mértéke kifejezettebb volt (kdzepesen szoros korrela-
ciot mutatva [r = 0,702] az FB dozissal), ami a teljes n3 zsirsavak aranyanak novekedéséhez ve-
zetett. Az n3 zsirsavak aranyanak novekedése egyidejlileg az n6 és n3 ardny (n6:n3) csokkenésé-
vel jart. A részletes zsirsavprofil eredményeinket tigy demonstraltuk, hogy sPLS-DA-elemzésbe
illesztettiik az 6sszes bioldgiai valtozot és a csoportelkiiloniilés hatékonysagat, illetve az abban
nagy szerepet jatszé mutatokat abrazoltuk (16. dbra).
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16. abra. a) A vese teljes foszfolipid-adatsora alapjan végzett csoportositas sPLS-DA pontdiagramja; az
ellipszisek a 95%-os konfidencia intervallumokat jeldlik. b és c) A vese teljes foszfolipid-osztalyozas

zsirsavosszetételének elsd két 'loading plot-ja’ (terhelési diagramja)

Eredményeinket roviden Osszegezve megallapithatd, hogy a kifejlett nyulakra vonatkozé
nefrotoxikus hatas a FB-sorozatii mikotoxinok esetében hasonlé a patkanyoknal leirtakhoz, a ve-
setubulusok karosodasa jellegzetes tiinet, melyet a membranlipidek kézepesen intenziv 6sszeté-
tel-valtozasa is kovet, de lipidperoxidacid és antioxidans rendszerbeli valtozasa nem (melynek
alapjan feltételezhet6 bizonyos adaptacio).

Jelen tanulmany keretében részletesen nem targyaljuk, de fontosnak gondoljuk a nyulakkal
végzett vizsgalatokbol nyert tovabbi megallapitasaink rovid ismertetését:

» 65 napos vizsgalatban elemeztiik (10 és 20 mg/kg) FB hatasat baknyulak reproduktiv
rendszerére. Az alkalmazott FB (10 és 20 mg/kg tak.) terhelés nem befolyasolta a
testsulyt és a herék sulyat, sem a herék teljes foszfolipidjeinek zsirsavosszetételét; a herék
szovettani elemzése semmilyen toxikus hatdst nem mutatott ki. Az FB toxinok d6zisfliggd
modon novelték a herékben a redukalt glutation és a glutation-peroxidaz koncentraciojat
és aktivitasat, és csokkentették a lipidperoxidacié (konjugalt diének és triének) mértékét.

V4

keneteken vizsgaltuk. A kezelési csoportok kozott és a mintavételi id6pontok k6zott nem
figyeltiink meg szignifikans kiillonbségeket. Az él6-holt spermiumok aranya (aramlasi

citometriaval értékelve) sem kiilonb6zott a kezelési csoportok kézott. Hasonloképpen, a
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spermatocitak membranjanak lipidprofilja is azonos volt mindharom kisérleti csoportban
a teljes expozici6 végén (SZABO ES MTSAL, 2021). Eredményeinket egy flow-citometrias és
egy mikroszkdépos dbraval (17. dbra) illusztraljuk.

File: Sample_028.FCS_Date: 20-11-2018 Time: 10:48:55 _Particles: 5000_Acq.-Time: 125
1000 S

FL3-PI -

LOOSE TAIL

"” ABNORMAL

p COILED TAIL , CHROMATIN -
> CONDENSATION

[ v
KNOBBED S " g

ACROSOME £ P <

. . \LOOSE - \

! ! ? ‘

TAIL
Y : - ’
vy ‘ ' &

100 c >
0 K > .

FL1 - SYBR14

17. abra. El6-holt sejt meghatarozas citometrias elemzése, illetve a tanulmanyban elemzett morfolégiai

defektusok bemutatasa

» Egy masik kisérletben valasztott baknyulak 10 mg/kg fumonizin B1-kezelését végeztiik

kifejezetten a hematotoxikus hatasok detektalasara, a mintat pedig 2 és 4 hét utan vettiik.
A vorosvértestek (VVT) Na+/K+ ATPaz aktivitasa 4 hét utan szignifikansan nétt az FB1-
csoportban. A VVT membranjanak zsirsavprofiljat az FB1 viszont csak kis mértékben
modositotta (SZABO ES MTSAL, 2014).

Egy tovabbi kisérletben a kifejlett baknyulak majbeli gliikdzanyagcseréjét elemeztiik,
nem invaziv modszerrel. Az allatok 14 napig (FB1 + FB2+ FB3, 15 mg/kg tak.) torténd
kezelését megel6z&en és kovetben a pozitronemisszios tomografia-magneses rezonancia
(PET MR) hibrid képalkotas alkalmazhat6sagat elemeztiik, 18F-fluorodezoxigliikéz (18F-
FDG) radiotracer alkalmazasaval. A kinetikus PET-képelemzés soran felvett id§-aktivitas
gorbék szerint a radiotracer maximalis felvételi ideje egy perc alatt volt a majban, a vese
kéregallomanyaban, a portalis vénaban, a tiidében és az aortaban. A statikus PET-ké-
pelemzés keretében, a standardizalt felvételi érték (SUV) alapjan kiszamitottuk az
ugynevezett metabolikus maj volument és az ugynevezett teljes majglikolizist (TLG). A
mikotoxin 14 nap alatt novelte a teljes majglikolizis intenzitasat (p < 0,04), ugy, hogy a
majszovet TLG-inhomogenitasa minimalis volt. Az eredmények jelent6sen megndvekedett
glikézfelvételi intenzitast jeleznek, amelyet molekularis képalkotassal (18F-FDG-PET
MRI) érzékenyen detektaltunk a nydlmodellben (SzZABO ES MTSAL, 2024). Eredményiink
kifejezett érdekessége, hogy az egybevag a patkdnyok majanak szovettani képén igazolt
gliik6zdeplécioval (18. dbra). Eredményeinket fizionalt PET-MR-képekkel illusztraljuk.
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Liver artery Portal vein

Liver ROI1 Liver ROI2

18. abra. PET-MR fuziés képek (maximalis intenzitasu vetiilet) egy kontrollnyulrol,
amely 100 MBq 18F-FDG-t kapott

A fehér korok a kézzel elhelyezett ROI-k (ROI: region of interest).

4. Sertéskisérletek eredményei és kovetkeztetések

A fumonizin B sorozati mikotoxinokra egyértelmiien a sertés faj a leginkdbb érzékeny. A tanul-
manyba illesztett kutatasi eredmények tobb évtizedes kutatasi el6zményekre (pl. HASCHEK ES
MTSAL, 2001) épiiltek ugyan, azok viszont kifejezetten a lipidom és az egyéb membranalkoté lipi-
dek teriiletén djszer(i eredményeket szolgaltattak.

Vizsgalatunk keretében valasztott malacokat (n = 6/csoport) 3 héten at 0, 15 vagy 30 mg/kg
tak. dézisban FB1 + FB2 + FB3 (FBs) mikotoxinokkal kezeltiik, a m4j membranlipid-osztalyainak
zsirsavisszetétele elemzésének érdekében. Kisérletiinkben a lipidperoxidaciét és a maj hiszto-
morfoldgiai valtozasait is nyomon kovettiik. A novekedési paraméterek és a szervsulyok, vala-
mint a lipidperoxidacié mértéke nem valtozott, de a majban a hisztomorfolédgiai 1ézidk el6fordu-
lasi gyakorisaga emelkedett (19. dbra).
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19. abra. Kisérleti malacokban rogzitett szovettani elvaltozasok szemléltetése a majban

A: Egészséges malac maja a kontrollcsoportbdl, ahol a hepatocitdk citoplazmdja a magas glikogéntartalom
miatt finoman szemcsézett, intenziv fest6dést eredményezve (hematoxilin-eozin, 200x). B: Egy magas FB-
szinttel kezelt malac maja (30 mg/kg), ahol a glikogéntartalom csokkent a hepatocitak citoplazmajaban, és

magas gyakorisaggal fordultak el6 nekrotikus (kerek, halvanyan fest6d6) hepatocitak (hematoxilin-eozin,
200x).
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4.1. A mdj foszfatidilkolin-, fosztafidiletanolamin-, foszfatidilszerin- és
szfingomielinfrakcioinak reakcioja

A majban az FB-nek kitett dllatok mindegyikénél a toxind6zissal ardnyos névekedés volt megfi-
gyelhet6 a mirisztinsav szintjében a foszfatidilkolin frakcidban. A legmagasabb FB-expozicié mel-
lett a C18:0 (sztearinsav), a C18:2n6 (linolsav, LA), a C20:4n6 (arachidonsav, AA), a teljes tobb-
szorosen telitetlen zsirsavak (PUFA) és az 6sszes omega-6 (n-6) zsirsav aranya csokkent. Ezzel
szemben ugyanazon csoporton beliil a C18:1n9 (olajsav), C16:1n7 (palmitoleinsav) és a teljes
MUFA-szint aranya emelkedett. A 15 mg FB/kg ddézissal kezelt malacokban megndvekedett
C18:3n3 (a-linolénsav, ALA) aranyt igazoltunk. A m3j foszfatidiletanolamin (PE) frakciéjanak 6sz-
szetételére egyik dozis sem gyakorolt jelentds hatast a telitett zsirsavak esetében. Minimalis ered-
ményként annyit igazoltunk, hogy a FB1-etetés hatasara mindkét csoportban (a kontrollhoz ké-
pest) magasabb volt a palmitoleinsav aranya, bar ennek hatdsara a teljes egyszeres telitetlenség
nem valtozott. Az 6sszes n3 zsirsav aranya csokkent a 30 mg FBs/kg dézis hatasara, illetve ezen
lipidfrakcid atlagos szénldnchossza is. Az aminosavtartalmu lipideknél (foszfatdilszerin) a zsir-
savisszetétel valtozasait a kozéphosszu lanci laurinsav ardnyanak emelkedése, valamint a hosz-
szulancd nervonsav (C24:1 n9) aranyanak hasonlé valtozasa jellemezte. Az n6:n3 arany a legma-
gasabb FB-expozicioju csoportban emelkedett, mig a tobbi szamitott index (teljes egyszeres
telitetlenség, teljes n3-arany, telitetlenségi index és atlagos szénlanchossz) nem valtozott. A fosz-
fatidilinozitol-frakci6é (cukortartalmu lipidek) esetében a FB toxinok hatdsara csokkent a DPA
(C22:5 n3), a DHA (C22:6 n3), a nervonsav és a teljes n3 zsirsavak aranya, mig az n6:n3 arany
n6tt. A 15 mg FB/kg dézis esetében csoportok kozotti eltérések (kontroll - 15 mg/kg) alaurinsav,
a sztearinsav és a teljes telitett zsirsav arany esetében alltak fenn; ezen paraméterek aranya ma-
gasabb volt FB hatasara, mig az erukasav (C22:1 n9) aranya csokkent. A membranalkoté lipidek
legnagyobb hanyadat kitevd szfingolipid, a szfingomielinfrakcié zsirsavprofiljaban a telitett zsir-
savak, C12:0 (laurinsav), C20:0 (arachidsav) és C22:0 (behénsav) aranyok reagaltak a 30 mg
FBs/kg expoziciora, a szamitott telitetlenségi index (UI) és az atlagos lanchossz (ACL) esetében
nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a kezelések kozott.

Az Osszesen ot lipidfrakcio teljes zsirsavprofil-eredményét egy adatbazisként elemezve f6-
komponens-elemzést (PCA) végeztiink a csoportok elkiilonitése érdekében. A célunk az volt, hogy
az indikator- vagy biomarkerszerepet esetlegesen betoltd zsirsavakat megprébaljuk azonositani
az ugynevezett loadingok segitségével (20. dbra).
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20. abra. A fumonizin B mikotoxinokkal kezelt sertések majanak membranlipidjein végzett
PCA eredményei

(a) A pontdiagram a maj lipidjeinek osztalyozasat mutatja (1 = szfingomielin; 2 = foszfatidilkolin; 3 = foszfa-
tidiletanolamin; 4 = foszfatidilszerin; 5 = foszfatidilinozitol). A csoportelkiiloniilés orientacidjat az elsé és a
masodik f6komponens (PC1 és PC2) sikjdban értelmeztiik. A PC1 és a PC2 a membranlipidek zsirsavainak
teljes variancidjanak 57%-at, illetve 28%-at magyarazza. (b) A PC1 loading oszlopdiagramja a majszovet
egyes zsirsavainak hozzajarulasat mutatja az Gjonnan Kkifejlesztett latens valtozoéhoz (PC-k, f6kompo-
nensek); minél magasabb a loadingérték, annal nagyobb a megfelel6 FA variancidjanak hatasa a fékompo-
nensekre. A loadingok alapjan a variancidhoz hozzajarulé figyelemre mélté zsirsavak a C20:4n6, C16:0,

C€18:0,C22:1n9 és C24:0.
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4.2. Antioxiddnsok és lipidperoxiddcio

Meglepé modon a fenti, a csoportok kozott viszonylag nagy hatékonysagu elkiilonitést lehetdvé
tevo lipidprofil-valtozasokat nem kisérte sem az antioxidansok, sem a lipidperoxidacié érdemi
valtozasa.

4.3. A sertéseken kapott eredményekbdl levont fobb kévetkeztetések

Ismereteink szerint a bemutatott munka volt az elsé tanulmany, amely a FB-k expozicidjara adott
bioldgiai valaszt a sertésmajlipidom esetében jellemzi. Ez a lipidcsoport nem kozvetlen all FB-
hatés alatt, és sok esetben indirekt hatasként az FB-k okozta oxidativ stresszt teszik felel6ssé a
GPL-ek valtozasaiért- ezt a hatast jelen tanulmanyban kizartuk. Linearis d6zisfliggé valtozasokat
figyeltiink meg a maj PC-frakci6jdban. Ezen tdlmenden az eredmények a zsirsav-metabolizmus-
ban résztvevé enzimek, példaul az elongaz, a D5D, a D6D és a D9D valtozasaira utalnak.

5. A FB1-re alapozott allatkisérletek nyitott kérdései

A tanulmdanyba foglalt eredmények sok ijdonsagtartalom mellett nem adnak valaszt néhany alap-
vetGen fontos kérdésre:

» Mi okozza a patkany esetében igazolt jelenséget, mely szerint a transzkriptomikai és a
metabolomikai eredmények divergalnak vagy nem kapcsolhaték direkt médon 6ssze?

» Mi okozza azt a markans szervi-szervrendszer hatasszelektivitast, mely szerint a nyulak
zsigeri szervei reagalnak az FB toxinokra, de a baknyulak reprodukciéban érintett szervei
nem?

» Milyen egzakt mechanizmus all a kationtranszport megvaltozasa mogott, igazolhat6-e az
mas szervekben is, és van-e esetleg kapcsolat az iontranszport-valtozas és a sertés-
tid6odéma kozott?

» Mia pontos biokémiai hattere a minden fajban egységesen, és mar alacsony FB-szint mel-
lett is igazolt majbeli gliik6zszint-valtozasnak?

6. Kisérletek engedélyezése

A fentiekben bemutatott kisérleti eredmények tudomanyos kézleményekben jelentek meg. Az
egyes kozlemények minden esetben tartalmazzak az engedélyek azonositészamat, ezeket a koz-
leményeket az irodalomjegyzékben soroljuk fel.
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Summary

In this chapter, we summarize the results of experiments conducted over the past 12 years with fumonisin B1
and fumonisin B series mycotoxins. In most domestic or model animal experiments, we analyzed changes in
the lipid profile of the liver and kidneys with varying sensitivity. The experiments were performed on rats,
rabbits, and pigs, and the methodology used included high-resolution lipidomics, detailed histological analysis,
blood biochemistry analysis, determination of lipid peroxidation and antioxidant parameters, and, in special
cases, flow cytometry and PET-MR imaging. In this chapter, we present our results by species and organ, with
precise references to the relevant publications. In addition to summarizing our results, we have attempted to
define new research directions based on them and have also drawn attention to open questions that arose
during our work.
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