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Osszefoglalas

A globdlisan és hazdnkban is évrdl évre egyre magasabb hémérséklet és rendkiviil aszdlyos nyarak kedvezd fel-
tételeket teremtenek a penészgombdk megjelenésének a gabonafélék, takarmdnyok és élelmiszerek esetében,
ami egyre magasabb mennyiségii és eqyszerre tobbféle mikotoxin jelenlétéhez vezet. Ez nemcsak takarmdnyo-
zdsi és élelmiszer-biztonsdgi kockdzatot jelent, de az embriondlis fejlddést is érinti. Szdmos felmérés azt is iga-
zolta, hogy a szervezetiink multitoxikus hatdsoknak van kitéve. Ennek az az oka, hogy bizonyos kérnyezeti felté-
telek t6bb penészgomba elszaporoddsdnak is kedvezhetnek. Az dllati takarmdnyok tébbféle alapanyagbdl kertil-
nek 6sszedllitdsra, igy azokba tébbféle toxin is bekertilhet. Szamos kutatds foglalkozott mdr ezekkel a Iathatatlan
kdros hatdsokkal, melyek nem azonnal észlelhetdk, de mivel nehezen iiriilnek ki a szervezetbél, nagyobb kon-
centrdciéban felhalmozddva igen komoly egészségiigyi problémdt okoznak minden élélénynek. Kutatdsunkban
a T-2 toxin, a zearalenon (ZEN), valamint ezek egysiittes, tigynevezett multimikotoxikozis-hatdsdt vizsgdltuk hd-
zitytikembriok fejlédésére és dsivarsejt- (primordial germ cell, PGC) tenyészetek esetében. A vizsgdlat kézéppont-
jaban a fejlédési rendellenességek azonositdsa, toxinfelhalmozoddst mutaté szévetek meghatdrozdsa, a génkife-
jezddés vdltozdsainak értékelése, valamint egy in vitro sejtkultiramodell-rendszer kidolgozdsa dllt, amelynek
segitségével a toxinszennyezddés sejtproliferdcidra és sejtciklusra gyakorolt kombindlt hatdsait lehetett kimu-
tatni.

Kulcsszavak: T-2 toxin, zearalenon, dsivarsejt

1. Bevezetés és irodalmi attekintés

A téma aktualitasat a globalis kornyezetvaltozas, az évrdl évre egyre magasabb hémérséklet és
szélsGséges idbjaras adja. A NASA felmérései szerint 1880 6ta az atlagos h6mérséklet-emelkedés
1,1 °C volt, mig ez a tendencia 1975 6ta évtizedenként 0,2 °C-kal emelkedik (LENSSEN ES MTSAL,
2024; NASA GISTEMP CSAPAT, 2025). Hazdnkban is egyre aszalyosabb nyarak és enyhébb telek fi-
gyelhet6k meg, ami kedvez a szant6foldi penészgombak folyamatos terjedésének és a mikotoxi-
nok széles spektrumd jelenlétének.

A mikotoxinok egyes penészgombak masodlagos anyagcseretermékei, jellemz6jiik az alacsony
molekulasuly, illetve, hogy toxikus hatast fejtenek ki emberekre és allatokra egyarant. Jelen van-
nak a legtobb élelmiszerben, legyen az novényi vagy allati eredet(i. Megtalalhatok a gabonafélék-
ben, az olajos magvakban, a gylim6lcsokben, a tejtermékekben és a borban is. El6fordulasi gya-
korisaguk eltér a kiilonb6z6 foldrajzi helyeken, példaul az afrikai orszagokban jellemz&en maga-
sabbak az Aspergillus és Penicillium fajok altal termelt mikotoxin-koncentracidk, mivel a magas
hémérséklet és a paratartalom kedvez ezen gombak szaporodasanak (DRUSCH ES RAGAB, 2003;
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KHOURY ES MTSAL, 2006; MARTINS ES MTSAL, 2007; KHOURY ES MTSAL, 2008; Dol ESs UETSUKA, 2011;
DARWISH ES MTSAL, 2014; NLEYA ES MTSAL, 2018; KHOURY ES MTSAL, 2019).

A gabonaalapu 6sszetev6k mikotoxinnal torténé szennyezddése a feldolgozas el6tt és utan is
megtorténhet, mivel az ezeket termeld gombdk jelen lehetnek a ndvény vegetacios id6szakatol a
betakaritdson at a feldolgozasig barhol. A gombak mennyiségének novekedését szamos faktor
befolyasolja, igy az éghajlat, id6jaras, domborzati viszonyok, a betakaritas ideje, vagy a tarolasi és
szallitasi kortilmények. A zearalenon toxin els6sorban a betakaritast megel6z6en szokott kép-
z6dni, de a nem megfeleld raktari tarolas soran is megjelenhet. Gyakran mas Fusarium mikotoxi-
nokkal egyiitt jelenik meg, féleg dezoxinivalenol (DON) mellett (MARTINS, 2007; ROHWEDER ES
MTSAL, 2011; GRENIER ES APPLEGATE, 2013; MURUGESAN ES MTSAL, 2015).

A gabonafélék és a beldliik késziilt dllati takarmanyok a hazidllatok takarmanyozasanak rendki-
viil Iényeges 6sszetev6i. Nagy gondot jelent a gabonafélék etetése soran azok mikotoxin-tartalma,
mivel a gabonaalapd takarmanyok koériilbeliil 70%-a szennyezett legalabb egyféle mikotoxinnal
(DIEKMAN ES GREEN, 1992; STREIT ES MTSAL, 2013).

A ZEN erdésen citotoxikus és genotoxikus hatasu, de a f6 kockazati forrast hormonalis hatasa
jelenti (DELLAFIORA ES MTSAL, 2017). A xenodsztrogének kozé tartozik, kémiai szerkezete hasonlit
a természetes 0sztrogén szerkezetéhez, mint példaul a 173-dsztradiol (E2), igy az dsztrogénre-
ceptorhoz tud kotédni, ezzel képes a hormonhaztartast megzavarni, ami szamos szaporodasbio-
l6giai problémahoz vezethet (KOWALSKA ES MTSAL, 2016). Ezen tulajdonsagai miatt a ZEN a gazda-
sagi haszonallatoknal 6sztrogéndominanciat, szaporodasbioldgiai és fertilitasi problémakat tud
okozni.

A baromfifajtak viszonylag toleransak a ZEN toxicitasaval szemben, ami feltehet6leg a baromfi
vérében taldlhaté magas Osztrogén, féként E2-szintnek koszonhetd. A természetesen el6fordulod
Osztrogének magasabb receptoraffinitassal rendelkeznek, mint a Fusarium toxinok (VOLKEL ES
MTSAL, 2011), de a ZEN serkent6 hatasu lehet a petefészek fejlédésére néivarban, tovabba himek-
nél késést okozhat a here fejlédésében (ALLEN ES MTSAL, 1981). Alacsony dézisti ZEN-bevitel ugyan
nem jelent teljesitményfokozo6 hatast a baromfiféléknél, de folyamatos fogyasztas esetén a ZEN vagy
annak metabolitjai kimutathatdok lesznek a vérbdl, a majbol és a bélsarbdl is (LIU ES APPLEGATE,
2020).

A Kisérleteinkben szintén hasznalt T-2 mikotoxint altalaban a Fusarium tricinctum, a F. sporot-
richioides, a F. poae, a F. graminearum és a Trichoderma viridae fajok termelik (CREPPY, 2002). A
T-2 a gombak masodlagos metabolitjaként jelenik meg, és hasonléan fontos megemliteni a HT-2-t
is, mely a T-2 metabolitjaként alakul ki. Leginkdbb a gabonaféléket (arpa, buza, rozs, zab, kuko-
rica) karositja. Hdmérsékleti optimuma viszonylag alacsony, 8-14 °C, igy a mérsékelt 6von széles
korben elterjedt (RABIE ES MTSAL, 1986). A T-2 megjelenésének els6dleges oka a magvak nedves-
ségnek valo kitettsége lehet. Ez el6fordulhat akkor, ha a termény még a szant6foldon, a betakari-
taskor vagy azutan marad nedves kornyezetben, de ugyanigy megtorténhet nem megfelel6 taro-
lasi koriilmények kozott is. Kevésbé jol tliri a h6hatasokat, a legkevésbé 37 °C-on stabil (TRUSAL,
1985).

Kémiai felépitését tekintve spiro-epoxi-szeszkviterpén vazu tetraciklusos vegytiletet alkot. Me-
tabolitjatol, a HT-2-t6l csupan a negyedik szénatomon lev) acetilcsoportban kiilonbozik. A kettd
hatasat megkiilonboztetni nem is egyszer( feladat, ugyanis az allati szervezetbe bekeriilve nagy
gyorsasaggal alakul ata T-2 HT-2-vé (ERIKSEN ES PETTERSSON, 2004). Toxikus hatasa tobbféleképpen
is megnyilvanulhat. Alapvet6en az eukariota sejtekben karositja a mitokondriumot, akadalyozza a
DNS, RNS és fehérje szintézisét. Utobbi kétféleképpen jatszodhat le: iniciacios stopként, vagyis a
peptidkotések 1étrejottének gatlasaként vagy elongacids és terminacios stopként, azaz a riboszéma

162



Madarembriolégiai, illetve in vitro §sivarsejt-vizsgalatok

poliszémaba vald belépésének gatladsaként. |6 hir viszont, hogy a toxin a majban lebomlik, az izmok-
ban instabil allapotban van, igy gyorsan tiriil és nem akkumulalodik (GYONGYOSSY-ISSA ES MTSAL,
1985; KoLozsVARI, 2009).

Az els6 két feljegyzés a T-2 toxin hatdsair6l a masodik vildghaboru alatt tortént Oroszorszag-
ban, majd kés6bb Japanban, mig az els6 human megbetegedés Kinaban fordult el6 (MATEO ES
MTSAL, 2002; WANG ES MTSAL, 1993). A sertések rendkiviil érzékenyek erre a toxinra, mégis ritkak
a sulyos mérgezések, mert az allatok a fert6zott takarmanyt visszautasitjak. Hizéknal a sulygya-
rapodas visszaesik, dermatotoxikus hatasok jelennek meg az orron, a szajban. Drasztikusan ka-
rositja az immunrendszert a fehér csontvel6 irreverzibilis kdrositasaval, aminek hatasara csok-
ken a vérben a fehérvérsejtek aranya. Jellegzetes tiinetei a szédiilés, hidegrazas, émelygés, has-
meneés, hasi fajdalmak, vetélés is (ERIKSEN, 2003; RICHARD ES MTSAL, 2003).

A baromfik esetében a toxin kiilonb6z6 tiineteket eredményezhet. Tojéallomanyok esetén
nem tapasztalhatunk takarmany-visszautasitast, de jelentds negativ hatdssal van a tojasterme-
lésre és a tojasok keltethet6ségére. Emellett sulyosan karositja a majat is (disztroéfia, zsirosodas).
Hushasznu brojlercsirkék esetén viszont fellép a csokkent takarmanyfogyasztas, ezzel parhuza-
mosan pedig a sulygyarapodas visszaesése is (KOLOZSVARI, 2009; YAZAR ES OMURTAG, 2008).

A fent emlitett két toxin egytittes vizsgalatat az indokolta, hogy mindkettének hasonlé kérnye-
zeti igényei vannak, igy egylittes el6forduldsuk gyakori. Az egyes mikotoxinok kdzds, egymast
erdsitd, ugynevezett szinergista hatasanak vizsgalata fontos kutatasi feladat.

2. In vivo vizsgalatok

2.1. Anyag és médszer

A MATE Genetika és Biotechnolodgia Intézetében (GBI) végzett vizsgalatainkban kendermagos er-
délyi kopasznyaku tyuk tojasait hasznaltunk fel. A tojasokat a NBGK Haszonallat Génmegd8rzési
Intézetébll kaptuk. A Keltetés a GBI-ben, a kisérleti keltet6ben tortént 37,8 °C-on, 60%-os para-
tartalom mellett. A tojasokat az embrionalis fejlédés 3. napjaig inkubaltuk. A tojasok oldalan ab-
lakot nyitottunk el6sz6r a meszes héj, majd a sziket fed6 membranok 6vatos eltavolitasaval, igy
kotoxin-tartalmu oldatokat kozvetleniil a hAromnapos embridk szivébe injektaltuk egy livegka-
pillaris segitségével (1. dbra).

A toxinoldatok higitdszere minden esetben DMEM-médium és steril viz 2:1 aranyu keveréke
volt, valamint a kontrollcsoport oldatai 1-1%-ban tartalmaztak metanolt és etanolt is, mivel a to-
xintorzsoldatok is ezekben lettek feloldva. T-2-t 5ng/ul koncentraciéban, ZEN-t 20ng/pl koncent-
raciéban, valamint a két toxin kevert oldatat, ami 5ng/ul T-2-t és 20ng/pl-es ZEN-t tartalmazé
oldatokat hasznaltunk. A vizsgalat soran négy kisérleti csoportot alkalmaztunk: ,kontroll”, , T-2”,
JZEN”, ,T-2 + ZEN”. Az injektalasokat harom ismétlésben végeztiik, minden esetben 10 injektalt
embri6/csoport volt a tervezett mintaszam. Osszesen 180 tojast hasznaltunk fel. Az injektalasok
utan a tojasokat laboratériumi parafilmmel zartuk le és tovabb keltettiik a fejlédés 10. napjaig. 10
napos korban azt vizsgaltuk, hogy lathaté-e fejlédési rendellenesség, illetve, hogy kimutathato-e
a toxin akkumulacidja kiilonbo6z6 szervekben (maj, ivarszerv, el6vese), valamint a szikben és a
tojasfehérjében. Az embriok majanak kis lebenyébdl RNS-t izolaltunk qPCR-analizishez, ezzel az
injektalas sikerességét ellendriztiik. A génexpresszié alapjan kivalasztott egyedek maj- és ivar-
szervmintainak fixalasat kovetéen, immunhisztokémiai vizsgalatokat is végeztiink. A szoévetmin-
takbol proteinaz K-t tartalmazé lizispufferben torténd emésztést kovetéen, fenol-kloroformos
DNS-izolalast végeztiink, amit PCR-alapud ivarmeghatarozashoz hasznaltunk fel (CHD1 primer). A
PCR-termékek elektroforézise 1,5%-o0s agardzgélen tortént.
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A qPCR-es analizishez gyfijtott szerveket 300 pl TRIzol® oldatban, -70 °C-on taroltuk. Az izo-
lalt RNS-mintakat cDNS-irashoz hasznaltuk fel (High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Life Technologies)). A qPCR-reakciéhoz SYBR Green festéket hasznaltunk. Hirom parhuzamos
mérést végeztiink Eppendorf Mastercycler Realplex késziiléket alkalmazva. Belsé kontrollként
(haztartasi génként) B-aktint (ACTB) alkalmaztunk, szuperoxid-dizmutaz 1 (SOD) és a katalaz
(CAT) expressziojat vizsgaltuk.

A metszet készitéshez a szerveket 24-es plate-re gytijtottiik, steril PBS-ben, majd a fixalas el6tt
a majat, az ivarszervet és a mezonefroszt megtisztitottuk a rajta maradt kot6szovetektdl, majd a
szerveket 4%-os PFA-ban fixaltuk. Ezt kovet6en a mintakat 10%-os, 20%-0s, 30%-0s szukroéz ol-
datsorba helyeztiik egy-egy hétre. A szerveket ezek utan 7,5%-os zselatinoldatba agyaztuk, majd
izopentanban -50 °C-on lefagyasztottuk. A fagyott zselatinkockabdl kriosztat segitségével met-
szeteket készitettliink. A metszeteken T-2 toxin specifikus antitesttel tudtuk detektalni a me-
zonefroszban és az ivarszervben felhalmozo6dott T-2 toxint.

A szik- és fehérjemintdk mikotoxin-tartalmat, valamint az allatokkal etetett takarmanyt és az
injektalt oldatok valés toxinkoncentraciéjat ELISA-alapu kvantitativ immunoassayvizsgalatot al-
kalmazva hataroztuk meg. Minden esetben a kit gyartéjanak ajanlasa alapjan végeztiik az extrak-
ciokat és a vizsgalatokat. A mérési eredményeket MS Excel program segitségével elemeztiik.

toxin injektalasa 3 napos
hazityak embridkba

génexpresszids valtozasok
vizsgalata 10 napos hazityak
embridk szbveteiben

1. abra. Toxin injektalasa haromnapos embridk szivébe

(Forrds: az dbra BioRender szoftvert alkalmazva késziilt)

2.2. Eredmények és értékelésiik

Kisérleteink soran harom ismétlésben, ismétlésenként négy vizsgalati csoporttal dolgozva, 6ssze-
sen 121 embriét hasznaltunk. 96 embri6 esetében volt az injektalas sikeresnek tekinthetd. Kizartuk
azokat az embridkat, amelyek kozvetleniil az injektalas utan pusztultak el, mivel ezek az embridk
az injektalasi eljaras kovetkeztében, nem pedig a toxin hatasa miatt pusztulhattak el. A keltetés 10.
napjan 83 él6 embriodt vizsgaltunk meg és készitettiik el6 tovabbi kisérletekhez. A kontrollegyedek
89,3%-ban maradtak életben. A toxinkezelt csoportokbdl ZEN esetében 91,7%, a T-2 esetében
78,9%, a kevert oldatott kapott embriok esetében pedig 84% volt a talélési arany (2. dbra).
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10 napos hazityuk embridk aranya (él6é/injektalt %)
95,0
90,0
85,0
N
80,0
- .
70,0
Kontroll (n=28) ZEN (n=24) T-2 (n=19) ZEN +T-2 (n=25)
n% 89,3 91,7 78,9 84,0

2. abra. Az injektalt embridk szama (n) és az injektalast tlélé embridk aranya (%)

SOD, CAT expresszio - 10 napos hazityuk embridk
19
1,7
m 15
[
< 13
2 11
ke
2 09
0,7
0,5
Kontroll POOL ZEN POOL T2 POOL ZEN+T-2 POOL
(n=28) (n=24) (n=19) (n=25)
m SOD 1,00 1,74 1,08 1,41
CAT 1,00 1,33 1,12 1,26

3. abra. A kontroll- és injektalt mintak esetében az azonos kezelésen atesett mintakbol kinyert RNS-eket
pooloztuk. Belsé kontrollként 3-aktint (ACTB)
alkalmaztunk, a szuperoxid-dizmutaz 1 (SOD) és a katalaz (CAT) expresszidjat
hasonlitottuk 6ssze a poolok esetében
(n: a vizsgalatba bevont embriék szama)

A vizsgalt gének expresszidjanak novekedése az injektalds soran bevitt toxinok hatasat mu-
tatta, igazolva, hogy a mikotoxinok az embriéban oxidativ stresszt valtottak ki. A qPCR-analizis
alapjan a poolozott mintak vizsgalatat kovetden a kontrollhoz viszonyitva els6sorban a SOD1 gén
emelkedett expresszidja volt megfigyelhet6 a ZEN és a ZEN + T-2 csoportban, mig a T-2-csoport-
ban nem mutatkozott valtozas (3. dbra).

Jovébeli terveink kozott szerepel tovabbi multitoxin-kombinacidk injektalasa hazitytukembri-
okba. Ebben az esetben azt varjuk, hogy mar kisebb egyedi toxinkoncentracidkat alkalmazva is
lathat6 lesz a toxinok hatasa az embridk fejlédésére.

A fentebb bemutatott, el6zetes eredmények alapjan megallapithato, hogy bar az altalunk al-
kalmazott koncentraciétartomanyban a toxinok nem voltak hatassal az embriék mortalitasi rata-
jara, de a bejuttatott toxinok hatasara létrejott oxidativ stressz okozta valtozasokat ki lehetett
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mutatni. A vizsgalatban legy(jtott mintak tovabbi elemzését tervezziik, immunhisztokémiai vizs-
galatokat, gPCR-analizist a tojasfehérjébdl és a szikbdl eltett mintakban a toxinok koncentracio-
janak meghatarozasat és tovabbi génexpresszids vizsgalatokat is terveziink.

3. In vitro vizsgalatok

Az in vitro vizsgalatainkat egy transzgénikus hazityukdsivarsejt-vonalon végeztiik. A sejtvonalba
bevitt FUCCI- (Fluorescent Ubiquitination-based Cell Cycle Indicator) konstrukcid a sejtciklus kii-
16nb6z6 stadiumaiban eltérd szind riportergént expresszal, ami a G1-GO fazisokban piros, az S
fazisban sarga, a G2 fazisban pedig z6ld fluoreszcens markerként jelenik meg a sejtek citoplazma-
jaban (SAKAUE-SAWANO ES MTSAL, 2008). Mivel a sejtciklus egy kifejezetten komplex folyamat, amit
tobb kiils6 és belsd tényez6 is befolyasol (ISRAELS ES ISRAELS, 2000), egy FUCCI-hoz hasonl6an ér-
zékeny és gyors reagalasi modell jelent6sen megkonnyiti a sejtciklus folyamatait iranyité hata-
sok megfigyelését.

Mivel a mikotoxinoknak jelentds hatasuk van az allatok szaporodasbiolégiai folyamataira, és
a sejtek proliferacios ratajara is, igy az Gsivarsejtek (6scsirasejtek, PGC-k), vagyis az ivarsejtek
prekurzorainak in vitro vizsgalata fontos eredményeket szolgaltathat ezen hatasok megértésé-
hez. Az Gsivarsejt-tenyészetek hasznalatat az teszi lehet6vé, hogy hazityik esetén a PGC-vonalak
létrehozasara, azok fenntartasara hatékony protokollok allnak rendelkezésre (WHYTE ES MTSAL,
2015).

3.1. Anyag és modszer

Az Gsivarsejteket fehér magyar tytik embri6ibél nyertiik ki. A tojasokat 60 6ran keresztil inku-
baltuk 37,8 °C h6mérsékleten, majd az embridk dorzalis aortdjabol 1-2 ul vért izolaltunk. Az emb-
riondlis fejl6dés ezen stddiumaban (a Hamburger-Hamilton 14-16. stddiuma) a PGC-k a vérke-
ringést hasznaljak a germindlis félholdbdl az ivarlécekbe térténé vandorlasukhoz, igy a vérrel
egylitt ezeket a sejteket is izolalni lehet az embriobdl. Ezek utan a vért az Gsivarsejtekre specifikus
tenyésztomédiumba helyezve, a sejteket inkubatorban tenyésztettiik tovabb. Az emlitett médium
az Osivarsejtek oszt6dasat tAmogatja, mig a vér egyéb sejtes elemei elpusztulnak, igy 3-4 hét te-
nyésztés utan tiszta PGC-tenyészeteket hozhatunk létre.

A toxikolégiai kisérleteinkhez két, altalunk 1étrehozott, egy sejteredetii transzgénikus Gsivar-
sejt-vonalat hasznaltunk. Az FCF5 (ZW) néivaru és az FCM5 (ZZ) himivart tenyészetek min§ségét
gPCR-es, immunhisztokémiai, DNS-szekvenalasi vizsgalatokkal, valamint timelapse videok készi-
tésével validaltuk (ECKER ES MTSAL, 2024).

A mikotoxin kezeléshez ZEN és T-2 toxinokat hasznaltunk. A PG-sejteket 96-well-es sejtte-
nyésztd edényekben (plate-ekben) kultivaltuk, 2500 sejt/well koncentraciéban. A sejtszamolas a
NanoEntek Arthur fluoreszcens sejtanalizator segitségével tortént (4.A dbra). A méréshez a ZEN
esetén 5; 10; és 20ng/ml, a T-2 esetén pedig 1; 2,5; és 5ng/ml koncentraciékban vizsgaltuk a toxin
hatasat a sejtek duplikacids ratajara. A szinergista hatasok kimutatasat célzé egylittes kezelésnél a
ZEN koncentracio 10, illetve 20ng/ml volt, és ehhez tarsulta T-2 1; 2,5; vagy 5ng/ml-es koncentra-
cidja. A méréshez az ImageXpress Pico automatizalt képalkoto és képelemzd rendszert hasznaltuk
(4.B dbra), ami a tenyészetekrdl 48 oran Keresztiil, 4 oranként készitett képeket. 3-3 parhuzamos
well-ben mért sejtszamok atlagat 6sszehasonlitva végeztiik el az adatok kiértékelését. Ezekkel a
mérésekkel részletes bepillantast nyerhettiink a hosszabb mikotoxin-kitettség okozta folyama-
tokra a hazityuk Gsivarsejtek sejtciklusa esetén.
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3.2. Eredmények és értékelésiik

Eredményeink azt mutattdk, hogy 5ng/ml T-2-koncentracié-kezelés esetében az FCF5 (ZW), és
az FCM5 (ZZ) PGC-vonalakndl a duplikaciés ratdban nem volt szignifikans eltérés (5. dbra), azon-
ban a 2,5 és 5ng/ml T-2-koncentracié megemelte a G1-GO fazisban levé piros sejtek aranyat a
tenyészetben. A GO vegetativ fazis altaladban akkor aktivalodik a sejteknél, ha olyan negativ kor-
nyezeti hatas éri 6ket, ami miatt felfiiggesztik a sejtciklust az emlitett hatranyos hatas elmulasa-
nak idejére. Ez alapjan feltételezhetjiik, hogy a T-2 mikotoxin jelenléte érzékenyen érintette a sej-
tek sejtciklusat. A ZEN esetén ezt a valtozast nem figyeltiik meg, azonban a kombinalt kezelés nem
csak a piros sejtek aranyat emelte meg a tenyészetben (1; 2,5ng/ml T-2 + 20ng/ml ZEN), hanem
bizonyos esetekben (5ng/ml T-2 + 20ng/ml ZEN) a nem fluoreszcens sejtek aranyat is. A transz-
génikus vonalainkban a tart6san nem fluoreszcens sejtek legtobbszor az elpusztult sejteket jelen-
tik. Ez alapjan valdszin(isithetd, hogy ez a toxinkoncentracié mar nem csak vegetativ stddiumba
szorftotta a sejteket, hanem el is pusztitotta azokat.
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4. abra. A PG sejtek toxin kezelésének menete. A: Sejtszam meghatarozasa
Arthur fluoreszcens sejtanalizatort alkalmazva. B: ImageXpress Pico automatizalt
képalkoto és képelemzd rendszer alkalmazasa a sejtszam meghatarozasara.
Az 4bra als6 részében lathaté a mérések soran alkalmazott mérési elrendezés egy
96-well-es tenyésztéedény esetében

(Forrds: az dbra BioRender szoftvert alkalmazva késziilt)
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5. abra. FUCCI riporter gént expresszalé FCF5 és FCM5 PGC-vonalak duplikacids
ratajanak osszehasonlitasa. A sejtszdm meghatarozasa az ImageXpress Pico automatizalt képalkoto és

s s

toxinkezelés hatasara a sejtvonalak duplikaci6s rataja nem mutatott szignifikans valtozast
(n: a pArhuzamos mérések szamat mutatja)

6. abra. A FUCCI riporter gént expresszald FCF5 és FCM5 PGC-vonalak esetében a

sejtciklus fazisainak elemzése az ImageXpress Pico automatizalt képalkot6 és képelemz6 rendszert alkal-

mazva tortént. A mérés soran négyoranként kertilt meghatarozasra a piros (G1), sarga (S) és zold (G2)
fluoreszcenciat mutatd sejtek, illetve a nem fluoreszcens (M) fazisban talalhat6 sejtek, valamint a szintén

nem fluoreszkalo, elpusztult sejtek szama. A fels6 képsor mutatja be azt, hogy hogyan valtozik a PG-sejtek
fluoreszcencidja a sejtciklus kiilonb6z6 fazisaiban, a nyil altal jelzett sejt/sejtek esetében T1, T2 (G2), T3

(M), T4, T5 (G1)

Koszonetnyilvanitas

A kutatasokat a GENNET21 (VEKOP-2.3.2-16-2016-00012), 2019-2.1.11-TET-2019-00036, NETPOULSAFE
(H2020-RUR-101000728) és az ,Agrar-biotechnolégia és preciziés nemesités az élelmiszerbiztonsagért”
elnevezésili RRF-2.3.1-21-2022-00007 palyazatok tdmogattak.
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Summary

Global climate change, characterized by rising temperatures and progressively drier summers, has generated
optimal conditions for the proliferation of molds in cereals, animal feeds, and food products. This has led to
elevated concentrations and a broader spectrum of mycotoxins worldwide, including in Hungary. Mycotoxins
represent a significant risk to both food and feed safety and have been associated with the disruption of em-
bryonic development in numerous species. A broad range of investigations indicates that exposure to multiple
mycotoxins is common, as environmental factors often promote the simultaneous growth of different mold
species. Furthermore, the mixed cereal composition of animal feeds increases the likelihood of simultaneous
contamination by various mycotoxins. The toxic effects of these compounds are often impaired by their slow
elimination rates, which allow bioaccumulation and can ultimately result in toxic concentrations capable of
causing rapid and severe pathophysiological outcomes. The present study evaluates the individual and com-
bined effects of T-2 toxin and zearalenone (ZEN)—a condition referred to as multi-mycotoxicosis—on the de-
velopment of Gallus gallus domesticus (chicken) embryos and on chicken Primordial Germ Cell (PGC) cultures.
The investigation focused on identifying developmental abnormalities, determining tissue types in which toxin
accumulation occurs, assessing alterations in gene expression, and developing an in vitro cell culture model
system to detect multiple effects of toxin contamination on cell proliferation and the cell cycle.

Keywords: T-2 toxin, zearalenone, germ cell
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