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Rövidítésjegyzék 

A549:    Humán tüdő adenokarcinóma 

ADG:    Átlagos napi növekedés (average daily gain) 

ANOVA:   Varianciaanalízis (analysis of variance) 

ATA:    Alimentary toxic aleukia (toxikus leukopénia) 

BSA:    Szarvasmarha szérumalbumin (bovine serum albumin) 

Caco-2:  Emberi kolorektális adenokarcinóma sejtvonal  

CCK:    Kolecisztokinin  

CCK8: Nem radioaktív, érzékeny kolorimetriás vizsgálat, élő sejtek 

számolására (Cell Counting Kit 8) 

CFU-GM:   Kolóniaképző granulocita – makrofág progenitor  

CHO-K1:  Immortalizált hörcsög petefészek sejtek  

COX-2:   Ciklooxigenáz-2 

CYP:    Citokróm P450 enzim család tagjai 

DAPI:    4’,6-diamidino-2-fenilindol 

DAS:    Diacetoxiszcirpenol 

DCFH-DA:   Dikloro-dihidrofluoreszcein-diacetát 

DMEM/F12:   Dulbecco-féle módosított Eagle tápközeg és Ham’s F-12 keverék 

DMSO:   Dimetil-szulfoxid 

DNS:   Dezoxiribonukleinsav 

DOM-1:   Deepoxi-deoxinivalenol 

DON:    Deoxinivalenol 

DT2:    DON és T-2 toxin kombinációja 

EDTA:   Etilién-diamin-tetraecetsav 

EGF:    Epidermális növekedési faktor (epidermal growth factor) 

ELISA:  Enzimhez kapcsolt immunoszorbens vizsgálat (enzyme-linked 

immunosorbent assay) 

FBCSK:   Fermentált búzacsíra kivonat 

FBS:    Fötális borjú szérum 

Foxp3:   Scurfin (Forkhead box protein P3) 

F-X:    Fuzarenon-X 

GES-1:   Humán nem-daganatos eredetű gyomorhámsejtek 

GSH:    Glutation 

GSSG:   Glutation-diszulfid 
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H2O2:    Hidrogén-peroxid 

HEI-OC1:   Egér hallójárat sejtvonal (House Ear Institute-Organ of Corti 1) 

HeLa:    Humán endocervikális adenokarcinóma sejtvonal 

HIEC-6:  Fötális humán jejunális eredetű bélhámsejtvonal (human intestinal 

epithelial crypt cell-6) 

HT-29:   Humán colorectalis adenokarcinóma sejtvonal 

IARC:  Nemzetközi Rákkutatási Ügynökség (International Agency for 

Research on Cancer) 

IBD:    Gyulladásos bélbetegség  

IC50: 50% gátló hatást okozó koncentráció (half maximal inhibitory 

concentration) 

IFN-γ(+) CD4(+):  Interferon gamma és CD4 pozitív Thelper sejtek 

IFN-γ:    Interferon-gamma 

IgA:    Immunoglobulin-A  

IgG:   Immunoglobulin-G 

IgM:   Immunoglobulin-M 

IL:    Interleukin 

IPEC-1:   Sertés vékonybélhám sejtvonal  

IPEC-J2: Újszülött sertés jejunális eredetű bélhámsejtvonal  

Keap1:  Kelch-féle ECH-asszociált fehérje 1 

LDH:    Laktát-dehidrogenáz 

LPS:    Lipopoliszacharid 

MDA:    Malondialdehid 

MDA-MB-231:  Humán epiteliális mellrák sejtvonal 

MTS:  3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboximetoxifenil)-2-(4-szulfofenil)-2H-

tetrazólium 

NCI-N87:   Humán gyomor tubuláris adenokarcinóma sejtvonal 

NF-κB:  Nukleáris faktor-kappa B (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of 

activated B cells) 

NIV:    Nivalenol 

NK sejtek:   Természetes ölősejtek  

NOS:    Nitrogén-monoxid szintáz  

NOX:    Nikotinamid-dinukleotid-foszfát-oxidázok (NADPH-oxidáz) 

NR:    Neutrál Vörös festék (neutral red) 
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erythroid 2-related factor 2) 
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NSAID:  Nem szteroid gyulladáscsökkentő gyógyszer (non-steroidal anti-

inflammatory drug) 

O2˙
− : Szuperoxid anion  

OH- : Hidroxilgyök 

p:    Valószínűségi érték (probability value) 

PBS:    Foszfáttal pufferelt sóoldat (phosphate buffered saline) 

PC3:    Humán prosztata karcinóma 

PRRSV:  Sertés reprodukciós és légzőszervi szindróma vírus (porcine 

reproductive and respiratory syndrome virus) 

PTEN:   Foszfatáz tenzin 

PUFA:   Többszörösen telítetlen zsírsavak (polyunsaturated fatty acids) 

PYY:    YY peptid 

RA:    Rozmaringsav (rosmarinic acid) 

REF-1:   Redox effektor faktor-1 

RNS:    Reaktív nitrogénfajták (reactive nitrogen species) 

ROS:    Reaktív oxigén gyökök (reactive oxygen species) 

SGLT-1:   Na+-függő glükóz/galaktóz transzporter 

T sejt:    T-limfocita sejtek 

T-2:    T-2 toxin 

TDI:    Megengedhető napi beviteli (tolerable daily intake) 

TEER:   Transzepiteliális elektromos ellenállás 

TGF-β:   Transzformáló növekedési faktor-béta (transforming growth factor β) 

Thelper:   Helper T-limfocita sejtek  

THP1:    Humán monocita sejtvonal, akut monocita leukémiás betegből izolálva 

TJ:    Szoros sejtkapcsoló struktúra (tight junction) 

TLR:    Toll-like receptor 

TNF-α:   Tumor nekrózis faktor-alfa  

TPC:    Összes fenoltartalom (total phenolic content) 

Treg:    Reguláló T-limfocita sejtek 

VEGF:   Vaszkuláris endoteliális növekedési faktor  

Vero:    Cercopithecus aethiops vese hámsejt 

WST-1:   Vízoldható tetrazólium só (water-soluble tetrazolium salt – 1) 

ZEA:   Zearalenon 

ZO-1:    Zonula occludens-1 
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1. Összefoglalás 

A mikotoxinok, mint a penészgombák másodlagos anyagcseretermékei 

szennyezhetik a szántóföldi növényállományokat és a gabonaféléket a vegetatív időszakban 

vagy a tárolás során. Ezek a növényi részek bekerülhetnek alapanyagként az emberi 

fogyasztásra szánt gabonaalapú élelmiszerekbe és a haszonállatoknak szánt takarmányba 

is. A gabonaszemeket több penészgomba is megfertőzheti, így fennáll az esélye annak, 

hogy többféle mikotoxint is tartalmazhat ugyanaz a növényi rész. A Magyarországon is 

előforduló Fusarium fajok a termőföldeken okozhatnak károkat a gabonanövényeken a 

betakarítás előtt. Ezek a gombák különböző kémia szerkezettel rendelkező mikotoxin 

termelésére képesek. A trichotecén-vázas mikotoxinok a gasztrointesztinális traktusban 

változtathatják meg a bélhám működését szövet- és sejtszinten is, mind az emberben, mind 

a haszonállatokban egyaránt. 

A növényi eredetű, polifenolokat és kinonokat tartalmazó kivonatok az in vitro és 

állatmodell kísérletekben is jótékonyan befolyásolták a bélhámot és a szervezetben 

felszívódva segítették a bél mikrobiota egyensúlyának fenntartását. Az összetevők 

legfontosabb tulajdonsága az antioxidáns hatás, melyet a kémiai szerkezetüktől függően 

más-más módon érnek el ezek a vegyületek. A polifenolok feloszthatók a kémiai szerkezetük 

alapján flavonoid és nem-flavonoid típusú vegyületekre, míg a kinonok a polifenolokból is 

keletkezhetnek bioszintetikus úton. A polifenolok és a kinon vegyületek ritkán fordulnak elő 

aglikon formájában, legtöbbször cukorkomponensekkel konjugálva találhatóak meg a 

növényekben és csak az emésztőrendszerben válhatnak önálló molekulává az enzimatikus 

lebontás után.  

A PhD munkám célja volt a két leggyakrabban előforduló, Fusarium fajok által termelt 

mikotoxin, a deoxinivalenol (DON) és a T-2 toxin hatásának in vitro rendszerben történő 

nyomonkövetése. Ezt a két mikotoxint önállóan és kombinációban (DT2) is vizsgáltuk nem-

daganatos eredetű fötális humán jejunális eredetű bélhám sejtvonalon (HIEC-6) és az 

újszülött sertés jejunális eredetű bélhám sejteken (IPEC-J2). További kérdéseim arra 

irányultak, hogy a DON, T-2 és DT2 kezelés hogyan befolyásolja a HIEC-6 és IPEC-J2 

sejtek életképességét, az oxidatív stressz és a gyulladásos folyamatok mértékét, valamint a 

sejtkapcsoló struktúrák felépítését. Célul tűztem ki továbbá annak megállapítását, hogy a 

kiválasztott antioxidáns tulajdonsággal rendelkező polifenolok közül, a flavonoidok közé 

tartozó kvercetin, a nem-flavonoid típusba tartozó rozmaringsav, valamint a kinonokat és 

flavonoidokat is nagy számban tartalmazó fermentált búzacsíra kivonat képes-e a 

mikotoxinok károsító hatásait semlegesíteni vagy csökkenteni in vitro körülmények között az 

IPEC-J2 sejtvonalon. 
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A kísérleteket megelőzően mindkét sejtvonalat (a HIEC-6 és az IPEC-J2 sejteket) 

poliészter membránt tartalmazó inzertre ültettük ki. A tápfolyadékcseréjére kétnaponta került 

sor a sejtek apikális és bazolaterális kompartmentjében. Az alkalmazott kezelőoldatokat pH 

mérés és steril szűrést követően adtam a sejtekhez. A 24 óránál tovább tartó kísérletek 

esetében a kezelőoldatokat naponta cseréltem a sejteken. A sejtéletképesség vizsgálatokkal 

megállapítottam az adott sejtvonalon alkalmazható, legmagasabb nem-citotoxikus mikotoxin 

koncentrációt. A kombinációs kezeléshez a DON-t és a T-2 toxint különböző 

koncentrációpárosításban vizsgáltam mind a két sejtvonalon. Az antioxidáns és védő hatású 

anyagok (kvercetin, rozmaringsav, fermentált búzacsíra kivonat) sejtéletképességre 

gyakorolt hatása is meghatározásra került az IPEC-J2 sejtek esetében és azt a koncentrációt 

alkalmaztuk a továbbiakban, melynél nem csökkent a sejtéletképesség. A kísérletekben a 

kezelési idők lejárta után a TEER értékeket megmértem, valamint megtörtént a mintavétel a 

sejtmentes felülúszókból. Ebből az oldatból határoztuk meg mind a HIEC-6, mind az IPEC-J2 

sejtek által termelt extracelluláris hidrogén-peroxid (H2O2) és az interleukin-6 (IL-6), valamint 

az interleukin-8 (IL-8) koncentrációját. Az intracellulárisan megtalálható reaktív oxigén fajták 

(ROS) mennyiségi változásának megállapításához a sejtek lizálással kerültek feltárásra.  

A szoros sejtkapcsoló struktúrákat (TJ) alkotó klaudin-1 és okkludin fehérjéket 

immunfluoreszcens módon festettük meg a HIEC-6 és IPEC-J2 sejtekben a 

membráninzertek felületén. Az inzertmembránról leválasztva, centrifugálással történt a 

HIEC-6 sejtekből a TJ fehérjék kinyerése, hogy szendvics ELISA módszerrel 

meghatározható legyen a klaudin-1 és az okkludin koncentrációja a DT2 kezelést követően. 

Elsőként megállapítottam, hogy a HIEC-6 sejtvonal megfelelő vizsgálati modell az 

élelmiszerekben előforduló mikotoxin szennyeződések gyulladáskeltő és oxidatív stresszt 

előidéző tulajdonságainak meghatározására. Az eredményeim alapján az is kijelenthető, 

hogy mind a két sejtvonalnál (HIEC-6 és IPEC-J2), a nem-citotoxikus koncentrációban adott 

mikotoxin kezelések növelték az extra- és intracelluláris oxidatív hatásokat, illetve a 

gyulladásos IL-6 és IL-8 citokinek termelődését. A DON, a T-2 toxin, illetve a DT2 

szignifikánsan csökkentette a TJ fehérjék közül a klaudin-1 expresszióját, míg az okkludin 

koncentrációja nem változott szignifikánsan, HIEC-6 sejtek esetében 24 órás, míg IPEC-J2 

sejtek esetében 72 órás kezelést követően. IPEC-J2 sejtvonalnál a DT2 kezelést követően 

alacsonyabb TEER értékeket mértünk, továbbá szignifikánsan csökkent a klaudin-1 fehérje 

koncentrációja, míg az okkludin koncentrációja nem mutatott szignifikáns eltérést. A TJ 

fehérjék mennyiségi változása összefüggésbe hozható a meggyengült sejtréteg integritással, 

melyet a TEER vizsgálatok is alátámasztanak IPEC-J2 sejtek esetében.  

A 20 µM koncentrációjú kvercetinnel végzett kísérletekben azt találtuk, hogy a 24 

órás előkezelés mérsékelte az 1 µM DON által kiváltott oxidatív stressz választ az  

IPEC-J2 sejteknél. Ezzel szemben az egy óráig tartó együttkezelés nem volt elegendő az  
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1 µM DON hatásának csökkentésére. Az 50 µM rozmaringsav 24 óráig tartó előkezelés 

hatására mérséklődött a DT2 (1 µM DON + 5 nM T-2) által indukált oxidatív stressz és a 

gyulladásos citokin termelés az IPEC-J2 sejteknél. Az immunfluoreszcens festés alapján, a 

rozmaringsav előkezelés hatására a TJ fehérjék közül a klaudin-1 kontrollhoz hasonló 

megoszlási mintázatát figyeltük a kombinációs kezelést követően, ezzel ellentétben a csak 

DT2 kezelést kapott sejtek klaudin-1 festődésének intenzitása alacsonyabb volt a 

sejtmembránban. Szintén IPEC-J2 sejtekkel végzett vizsgálatunkban azt találtam, hogy az 

1% és a 2% fermentált búzacsíra kivonat szignifikánsan megemelte a sejtek életképességét 

és először sikerült bizonyítanom, hogy a TEER értékek nőttek a fermentált búzacsíra kivonat 

hozzáadása után. Továbbá megállapítást nyert, hogy a 2% fermentált búzacsíra kivonat 

hatékonyan csökkentette az intracelluláris ROS mennyiségét, amikor együtt kezeltük 24 órán 

keresztül 8 µM DON-nal és 5 nM T-2 toxinnal. 

Az IPEC-J2 sejtekkel végzett kísérleteinkből kiderült, hogy a 24 órás előkezelés  

20 µM kvercetinnel alkalmas volt arra, hogy csökkentse az 1 µM DON által indukált oxidatív 

stresszt. A 24 óráig tartó előkezelés 50 µM rozmaringsavval szignifikánsan mérsékelte a DT2 

redox egyensúlyt befolyásoló és gyulladást indukáló hatását. Továbbá bizonyítottuk, hogy az 

50 µM rozmaringsavval kezelt sejtek membránjában a klaudin-1 fehérje jelenléte állandó 

maradt. Az 1% és 2% fermentált búzacsíra kivonatot először vizsgáltuk mikotoxinok által 

előidézett oxidatív státusz helyreállításában az IPEC-J2 sejtekben. A kísérletünk alapján 

kijelenthető, hogy a 2%-ban alkalmazott oldat hatékony a 8 µM DON és az 5 nM T-2 toxin 

hatására kialakuló oxidatív stressz redukálásában.  

Ezen kísérletek in vitro eredményei hozzájárulhatnak az antioxidáns és 

gyulladáscsökkentő tulajdonságokkal rendelkező természetes vegyületek előszűréséhez.  

A sejteken végzett kutatások során jótékony hatásúnak bizonyult bioaktív vegyületek a 

jövőben étrend- és takarmány kiegészítőként kerülhetnek felhasználásra, amennyiben 

további in vivo vizsgálatokkal megerősítést nyer, hogy a kiválasztott védő anyagok 

biztonságosan és hatékonyan alkalmazhatóak kísérleti állatokban, haszonállatokban is. 
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2. Bevezetés 

Napjaink egyik nagy problémája a Föld népességének ugrásszerű növekedése 

mellett a globális klímaváltozás, ami jelentős hatást gyakorol gazdasági haszonállat 

tenyésztési körülményeire, ezáltal a megfelelő mezőgazdasági termékek előállítására, ami 

mellett is biztosítani szükséges az élelmiszerbiztonsági és az állatjóléti előírások teljes 

mértékű betartását. Ennek köszönhetően napjainkban kiemelt hangsúlyt fektetnek a 

takarmány összetételének, eredetének és minőségének fokozott ellenőrzésére. A növényi 

takarmányban megtalálhatók a haszonnövényeket megfertőző, penészgombák által termelt 

másodlagos anyagcsere melléktermékek, a mikotoxinok. Giorni és munkatársai (2020) 4 

rizsfajtából gyűjtöttek mintát, 3 különböző növényfenológiai szakaszban. Megmérték az 

összes fenol tartalmat (TPC) és összefüggést találtak a penészgombák (Fusarium spp., 

Aspergillus spp. és Penicillium spp.) előfordulása és a TPC között. Azt találták, hogy a 

ferulinsav és a protokatekuinsav a növekedési időszakban eltérő mennyiséget mutatott a 

gombák előfordulásának függvényében és a vegyületek pozitívan korrelálnak a p-kumársav 

mennyiségével, ezek szerepet játszhatnak a szántóföldi penészgomba fertőződés 

visszatartásban. A gombafertőzés során romlik a termés minősége és takarmány- és 

élelmiszerbiztonsági kockázatot hordozhat annak fogyasztása. Így nem csak a csökkenő 

előállított mennyiségi fog problémát okozni az élelmiszer- és takarmányellátásban, hanem a 

minőségi romlás, a fertőzött gabona fogyasztása is további sokrétű egészségügyi gondokat 

okozhat, mind az emberekre, mind a haszonállatokra egyaránt. 

A Fusarium fonalas penészgomba fajok a szántóföldön fertőzik a gabonaféléket és 

képesek a trichotecén-vázzal rendelkező mikotoxinok előállítására (Kimura et al., 2007, 

Merhej et al., 2011). Főként a Fusarium graminearum és a Fusarium sporotrichioides fajok 

felelősek a fuzáriotoxinok termeléséért, amelyek Magyarországon is előfordulnak (Tima et 

al., 2016b, Bánáti et al., 2017). Ezek a fajok szimultán fertőzhetik a növényeket (Nagaraja et 

al., 2016), a mikotoxinjaik pedig szinergista módon fokozhatják egymás élő szervezetre 

kifejtett negatív hatásait (Sobral et al., 2018). A DON és a T-2 toxin a két legjelentősebb 

trichotecén-vázas mikotoxin, melyek táplálékban és takarmányban előfordulva mérgezést 

okozhat emberekben és állatokban egyaránt (Kaukoranta et al., 2019). Jelen lehetnek 

búzában, rozsban, árpában, zabban és egyéb gabonafélékben, valamint alacsony 

koncentrációban felfedezhetők olyan kész termékekben, mint a sör (Arrúa et al., 2019), a 

reggeli müzli pehely (Martins és Martins, 2001, Kuchenbuch et al., 2018) és a kenyér 

(Ámbrus et al., 2011).  

A növényekben termelődő másodlagos anyagcsere melléktermékek közül a 

polifenolok bizonyítottan jótékonyan járulnak hozzá a szervezet védekező képességéhez 

(McDougall, 2017; Williamson, 2017; Hashem et al., 2020). Szerkezeti eltérésük miatt 
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különböző és változatos módon járulnak hozzá az egészségmegőrzéshez. A polifenolokat 

feloszthatjuk kémiai szerkezetük alapján flavonoid és nem-flavonoid típusú vegyületekre. A 

flavonoidok közül a kvercetin a gyümölcsök húsában és héjában található meg, a  

nem-flavonoid típusú polifenolok közé tartozik a rozmaringsav, mely a Lamiaceae családba 

tartozó fűszernövényekben (rozmaring (Rosmarinus officinalis L.), kerti kakukkfű (Thymus 

vulgaris L.) található meg a legnagyobb mennyiségben. A búzacsírában megtalálható 

vegyületeket, vizes közegben, fermentálással aktív vegyületekké lehet tenni, így keletkezik a 

fermentált búzacsíra kivonat. Ebben az esetben nem egy vegyület hatásáról van szó, hanem 

egy keverékről, amelyben a 2,6-dimetoxi-benzokinon (DMBQ), 2-metoxi-benzokinon, 

flavonoidok és más antioxidáns hatással rendelkező vegyület is megtalálhatók. A növényi 

antioxidánsok in vitro kutatása elősegítheti a mikotoxinok által okozott bélrendszer eredetű 

megbetegedések kivédését, illetve hatékony kezelését ezen védő hatású bioaktív vegyületek 

takarmány-kiegészítőként való felhasználásának köszönhetően. 
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3. Irodalmi áttekintés 

3.1. Bélbarrier, mint védelmi vonal 

3.1.1. Általános jellemzés 

A bélhám felülete a humán vékonybélben, legújabb mérések alapján körülbelül 32 m2, 

ezen keresztül érintkezik a külső környezettel (Helander és Fändriks, 2014). A bélhámon 

keresztül valósul meg a tápanyagok, a víz és az ionok felvétele. A bélhámsejtek a szelektív 

abszorpción kívül egy barriert formálnak a lumen és a lamina propria között, amely nem 

engedi át a toxinokat és a fertőző ágenseket. Ez a védelmi vonal az epitél sejtekből, 

immunsejtekből és a bélben élő mikrobiótából áll, amelyek hatással vannak egymásra és 

befolyásolják a bélhám integritását, valamint annak védekezését bizonyos 

xenobiotikumokkal és patogén mikrobákkal szemben (Takiishi et al., 2017). A bélben élő 

mikroorganizmusok metabolizálhatják a bélbe került gyógyszermolekulákat (Zimmermann et 

al., 2019) és toxinokat (Kohl et al., 2014), továbbá szabályozhatják a szervezet 

immunrendszerét a lumenbe szekretált anyagcsere melléktermékeik segítségével (Schluter 

et al., 2020, Shin et al., 2019). A bélhám az alatta elhelyezkedő lamina propriához rögzül a 

bazális membrán révén. A bélhámot több sejttípus alkotja, amelyek a kripta-bélboholy 

tengelyen helyezkednek el. A bélboholy területén helyezkednek el a kehelysejtek és az 

enterociták. A Lieberkühn kriptában találhatóak az enteroendokrin sejtek, a Paneth sejtek és 

az osztódó őssejtek. A bélhám embernél 4-5 nap (Darwich et al., 2014), sertések esetében 

2-3 nap (Verdile et al., 2019) alatt újul meg teljesen. Az őssejtek aszimmetrikus osztódása 

után a progenitor sejt érett sejtté differenciálódik és aktívan migrál a bélboholy felé (Kopf és 

Sixt, 2019). A kriptában olyan niche található, ahol a növekedési faktorok és hormonok 

hatására különböző sejtvonalakat tud létrehozni, leggyakrabban epitél sejteket (Spit et al., 

2018).  

3.1.2. Reaktív oxigén fajták és az oxidatív stressz 

Az állat- és növényvilágban, valamint a gomba taxonokban az oxidatív (vagy redox) 

állapot központi szerepet játszik a biológiai folyamatokban. Az állati sejtekben lévő redox 

rendszer erősen konzervált, viszont a taxonok között jelentős különbségek lehetnek a 

prooxidáns és az antioxidáns vegyületek mennyiségében (Costantini, 2019). A redoxreakciók 

és a szabadgyökök képződése fontos jelátviteli szerepet töltenek be a sejtanyagcserében.  

A szabad gyökök olyan molekulák, amelyek egy vagy több párosítatlan elektront 

tartalmaznak a legkülső elektronhéjon és melyeket szerkezetük és eredetük alapján több 

csoportra osztottak fel: reaktív oxigénfajtákra (ROS) és reaktív nitrogénfajtákra (RNS). 

Ezeket a szakirodalomban kulcsszereplőként határozták meg az oxidatív stressz sejtes és 
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biokémiai folyamatainak elindításában, közvetítésében és szabályozásában (Zarkovic, 

2020).  

A ROS molekulák csoportjába tartozik a szuperoxid anion (O2
˙−) és a hidroxilgyök 

(OH-), melyek párosítatlan elektronokkal rendelkeznek, ezért erősen reaktív jellegűek és 

képesek reakcióba lépni a sejt fehérjéivel, lipidjeivel és a sejt DNS-ével is.  

A hidrogén-peroxid (H2O2) az oxigén nem-gyökös kételektronos redukciós terméke, egy 

aerob metabolit, amely szignálmolekulaként funkcionálhat (Stone és Yang, 2006).  

A metabolikus úton keletkezett H2O2 szerepet játszik redox jelátviteli utak modulálásában 

(Sies, 2014). A ROS több jelátviteli út módosításában is szerepet játszik (Ray et al., 2012; 

Schieber és Chandel, 2014). Modulálhatják az osztódás és életképességhez köthető 

útvonalakat, úgy, mint a MAPK (Son et al., 2013) és a foszfatáz és tenzin homológ (PTEN) 

útvonalakat. Az utóbbit Matsuda és munkatársai (2018) összefoglaló munkájukban írták le, 

mint egy tumor szupresszor gént, amely az oxidatív stresszre válaszul módosítja egyes 

antioxidáns gének expresszióját.  

A ROS fajták fiziológiás körülmények között termelődnek a mitokondriumokban 

(Murphy, 2009), illetve a NADPH-oxidáz (NOX) enzimcsalád révén (Lassègue et al., 2012), 

mely nem tekinthető kóros folyamatnak. Viszont sejtkárosító ágensek hatására gyorsan 

megnőhet intracellulárisan a szabad gyökök termelődése és oxidatív stresszt okozhatnak 

(Winterbourn, 2008). Akkor alakul ki oxidatív stressz, ha a ROS koncentrációja meghaladja a 

sejt antioxidáns kapacitását. A szabad gyökök közül a OH- reakcióba tud lépni a 

sejtmembránokban nagy koncentrációban jelen lévő többszörösen telítetlen zsírsavakkal 

(polyunsaturated fatty acids – PUFA), amelynek következménye a lipidperoxidáció.  

A lipiddoménben a lipidperoxidáció növelni fogja a membrán kettős rétegének 

rendezettségét, csökkenteni fogja az elektromos rezisztenciát a sejtrétegben és elő fogja 

segíteni a foszfolipid cserét a két egyrétegű membrán között. Lipidperoxidáció hatására a 

membránfehérjék térhálós szerkezetet vesznek fel, mellyel a rotációs és a laterális 

mobilitásuk csökken (Richter, 1987). Továbbá növekedni fog a malondialdehid (MDA) 

koncentrációja, végső soron pedig károsodik a membrán integritása. Fiziológiás körülmények 

között az MDA elsősorban a fehérje-lizin-maradékok ε-amino-csoportjaival lép reakcióba és 

fehérje keresztkötéseket okoz (Bartsch és Nair, 2004). A lipidperoxidáció során létrejövő 

metastabil végtermék, az MDA fehérje- és DNS-adduktokat képezhet (Zimmerman et al., 

2017). 

A prooxidáns vegyületek ellensúlyozására a sejtek intracellulárisan enzimatikus és 

nem-enzimatikus antioxidánsokat tartalmaznak. Az antioxidánsok, melyek alacsonyabb 

koncentrációban vannak jelen a sejtben, olyan vegyületek, melyek megvédik a sejt lipidjeit, 

fehérjéit és nukleinsavait a peroxidatív károsodástól. Az egyik ilyen vegyületcsoport a tiol 

származékok, mivel képesek reagálni a szabad gyökökkel és erős a redukáló képességük 
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(Baba és Bhatnagar, 2018). Az antioxidáns védelmi rendszer enzimatikus tagjai közé 

sorolják a glutation-peroxidázt, a szuperoxid-dizmutázt (Valko et al., 2007, Circu és Aw, 

2012, Bhattacharyya et al., 2014) és a katalázt is. A GSH egy mindenütt jelenlévő 

tioltartalmú tripeptid, amely a ROS eltávolításával segíthet megakadályozni az oxidatív 

stresszt (Kwon et al., 2019). A sejten belüli GSH vagy szabadon, vagy fehérjékhez kötve 

található meg. A glutation-reduktáz enzim visszaállítja az elérhető redukált GSH-t oxidált 

formájából (glutation-diszulfid, GSSG). A sejten belüli redukált és oxidált GSH aránya jól 

használható marker a sejt oxidatív állapotának megállapításában (Zhao et al., 2009).  

A szakirodalomban található adat arra nézve, hogy a ROS modulálhatja az antioxidáns 

gének kifejeződését befolyásoló útvonalakat (Nrf-2 (Ma, 2013), Ref-1 (Pines et al., 2005)). 

Az oxidatív stressz negatívan befolyásolja a bél integritását, hiszen ha megváltozik a 

sejt oxidatív állapota, akkor sérülhetnek a sejtben található lipid- és fehérjemolekulák, 

valamint a DNS szerkezete (Serreli et al., 2017). A bélben megnövekedett oxidatív stressz a 

humán bélbetegségek közül például a gyulladásos bélbetegség (IBD) kialakulásához 

vezethet (Blázovics et al., 2004; Dudzińska et al., 2018). 

3.1.3. Gyulladásos citokinek jelenléte a bélhámban 

A bélben a gyulladás egy összetett biológiai folyamat, amelyben a bélhámsejteken 

kívül az immunrendszer alakos elemei és mediátor molekulák vesznek részt (van Wijk és 

Cheroutre, 2010; Vereecke et al., 2011; Arranz et al., 2013; Dickson et al., 2020). A citokinek 

fontos közvetítő fehérjék és nélkülözhetetlenek az immunrendszer kommunikációjában.  

A kemotaktikus aktivitással rendelkező citokineket kemokineknek nevezik. A gyulladást 

elősegítő citokinek (IL-1β, IL-2, TNF-α, IL-6, IL-8, IL-12 és IL-18) és a gyulladásgátló 

citokinek (IL-10, IL-4, TGF-β) közötti egyensúly fontos az immunválasz homeosztázisában 

(Boshtam et al., 2017). A gyulladásos citokinek közül a TNF-α, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 és IL-18 

felelősek a gyulladás kialakulásáért és fenntartásáért a vékonybélben, ahol az enterociták is 

képesek ezeket a citokineket termelni (Kucharzik et al., 2005; Kaplanski, 2018; Xue és 

Falcon, 2019). Gyulladás esetén ezeknek a citokineknek a megnövekedett génexpressziója 

vagy fehérjeszintű megjelenése figyelhető meg (Sanchez-Munoz et al., 2008).  

A ciklooxigenázok és a lipoxigenázok fontos gyulladásos mediátorok, amelyek a 

többszörösen telítetlen zsírsav, az arachidonsav lebontásában vesznek részt (Çolakoğlu et 

al., 2018). Az arachidonsav kaszkád révén olyan vazoaktív vegyületek jönnek létre, melyek 

módosíthatják az ér tágasságát, így az átfolyó vér mennyiségét is (Chawengsub et al., 

2009). 
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3.1.4. Szoros sejtkapcsoló struktúrák a bélhámban 

Az enterociták polarizált sejtek, amelyeknél elkülöníthető a két plazma membrán 

területe. Az apikálisan elhelyezkedő részük a lumen felé orientált és mikrovillusokkal tagolt, 

míg a bazális membránhoz közel a bazolaterális felük található. Az enterocita sejtek között 

az integritást a szoros sejtkapcsoló struktúrák (TJ) biztosítják (Cao et al., 2012), több protein 

komplex jelenléte két epitél sejt között képes kialakítani a szelektív átjárhatóságot, vagy 

lezárni a transzportot a paracelluláris téren keresztül. Ezek a sejtkapcsoló struktúrák a 

membránhoz kötötten fordulnak elő, övszerűen veszik körül az adott sejtet és kötik össze a 

két szomszédos enterocitát (Pearce et al., 2018). Ez lehetővé teszi, hogy a bélhám barrier 

integritását a TEER méréssel és a TJ fehérjék mennyiségi és elosztásbeli változásával 

vizsgáljuk (Pageot et al., 2000). A TEER értékek meghatározásával kvantitatívvá válik a 

sejtek közötti kapcsolatok szorossága, míg a TJ felépítésében részt vevő fehérjék lezárják a 

bélhámsejtek között a paracelluláris teret, ezáltal csökkentve a molekulák átjárhatóságát 

(Garcia-Hernandez et al., 2017). A bélhámnál a paracelluláris térhez való hozzáférést a 

klaudin családba tartozó klaudin-1, -3, -4, -5, és -8 szabályozza, továbbá megtalálhatóak 

még itt az okkludin és zonula okkludenst felépítő fehérjék. Az okkludin kapcsolatban van a 

klaudin fehérjékkel és szabályozza az intermembrán és a paracelluláris terek átjárhatóságát 

(Al-Sadi et al., 2011; Romero et al., 2016). Emiatt a klaudin fehérjék génexpressziójának 

megváltozása hatással lesz az epitél sejtek közötti szoros sejtkapcsolatra. A klaudin-1 főleg 

a membránban fordul elő és a bélhám barrier felépítésében vesz részt, ellentétben a klaudin 

10, klaudin-15 és klaudin-17 fehérjékkel, melyek a kationos és anionos pórusok 

létrehozásában fontosak (Günzel és Yu, 2013). Több kutatás alátámasztja, hogy egyes 

táplálékokban előforduló anyagok erősítik a bélhám TJ fehérjéinek expresszióját, ezzel 

növelve a sejtek közötti integritást (Suzuki és Hara, 2009, Song et al., 2011, Ji et al., 2016, 

Zhao et al., 2019). Élelmiszerekből származó toxinok megbonthatják ezt a TJ gátat, amelyen 

keresztül patogén baktériumok juthatnak be szervezetbe (Goossens et al., 2012; Ling et al., 

2016). A membránban elhelyezkedő fehérjék internalizációja az endocitózis útvonalának első 

lépése, melyben több útvonal is részt vesz. Az általános felosztás szerint lehet klathrin-függő 

és klathrin-független endocitózis. A klathrin-függő internalizációt a plazmamembrán 

doménekben, az úgynevezett klathrin-bevonatú mélyedésekben kialakuló kis klathrin-

bevonatú vezikulák közvetítik. Epitélsejtekben a klatrin-mediált endocitózis kritikus 

fontosságú a transzmembrán TJ (klaudinok és okkludin) fehérjék eltávolításában a 

plazmamembránból, mely végül a TJ komplex disszociációjához vezethet (Stamatovic et al., 

2017). 
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3.2. In vitro nem-daganatos bélhámsejt modellek 

Az in vitro bélhám modellek alkalmasak a toxicitási folyamatok modellezésére. Attól 

függően, hogy daganatos vagy normál sejtvonalat alkalmazunk a kísérletekben eltérő 

eredmények jöhetnek ki, mivel a daganatos sejtnek eltérő metabolizmusa van (Romero-

Garcia et al., 2011). A nem-daganatos sejtek alkalmazása pontosabb eredményeket ad arról, 

hogy a szervezetben milyen módon lépnek kapcsolatba a vizsgált xenobiotikumok a 

bélhámsejtekkel. Humán bélhámsejteket alkalmazó kísérleteknél azonban mégis a széles 

körben elérhető emberi kolorektális adenokarcinóma sejtvonalat (Caco-2) alkalmazzák.  

A Caco-2 használata elterjedt a xenobiotikumok felszívódásának modellezésére is annak 

ellenére hogy az abszorpció elsődleges helye a vékonybélben van. Sertés sejtvonalak 

esetében több nem-daganatos eredetű áll rendelkezésre. Sertés vékonybélhám sejtvonalból 

a két leggyakrabban használt az IPEC-1 és az IPEC-J2. Az IPEC-1 sejtek metabolizmusa 

alacsonyabb és mérsékeltebb az oxigén- és a glükóz felhasználásuk. Morfológiailag és 

funkcionálisan kevésbé polarizáltak az IPEC-J2 sejtekben megfigyelthez képest (Nossol et 

al., 2015). 

A humán eredetű HIEC-6 és a sertésből nyert IPEC-J2 sejtvonalak a vékonybél 

területéről származnak és nem-daganatos eredetűek. A különbség a két sejtvonal között, 

hogy a humán intesztinális kripta sejtek (human intestinal epithelial crypt cell-6, HIEC-6) nem 

képesek differenciálódni, míg a sertés intesztinális hámsejtek (intestinal porcine enterocytes–

jejunum-2, IPEC-J2) spontán differenciálódnak, 8-10 nappal a kiültetés után (1. ábra). 

 

1. ábra: A munkám során használt két sejtvonal elhelyezkedése a bélben. A HIEC-6 sejtek a kripta 

körül helyezkednek el. Morfológiájukat tekintve orsó alakúak és összefüggő hálózatot alkotnak. Az 

IPEC-J2 sejtek a bélboholy tengelyén a kripta felől felfelé haladva differenciálódnak érett 

enterocitákká. A polarizáció során elveszítik az orsó formát és egyrétegű hengerhámot fognak alkotni, 

melyet szoros sejtkapcsoló struktúrák kötnek össze. 
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3.2.1. HIEC és HIEC-6 sejtek bemutatása 

A HIEC-6 egy nem-daganatos, fötális humán vékonybélhám eredetű sejtvonal, 

amelyek a kriptákban találhatóak, képesek proliferációra, de nem differenciálódnak 

bélhámsejtekké a tenyésztés során (Benoit et al., 2010) (2. ábra). Takenaka és munkatársai 

(2014) humán felnőtt bél őssejtekből differenciáltattak humán vékonybélhám, HIEC sejteket. 

A morfológiailag már differenciálódott HIEC sejtek egyrétegű polarizált oszlopos hámot 

alkottak, az apikális felszínükön mikrovillusok helyezkedtek el, valamint TJ fehérjékkel és 

dezmoszómákkal kapcsolódtak egymáshoz, 8 nappal a kiültetés után. Kísérleteikben 

összehasonlították a HIEC sejteket a Caco-2 sejtvonallal a gyógyszerhatóanyag 

felszívódása szempontjából. A differenciáltatással létrehozott HIEC sejtek hatóanyag-

metabolizáló enzim és transzporter génexpressziós mintázatában nem találtak szignifikáns 

különbségeket a Caco-2 sejtekkel összehasonlítva. A paracellulárisan szállított vegyületek 

(fluorescein-izotiocianát-dextrán 4000, atenolol és terbutalin) és a nukleozidszállító 

szubsztrátok (didanozin, ribavirin és doxifluridin) látszólagos permeabilitási értékei a HIEC 

sejtrétegnél szignifikánsan magasabbak voltak, mint a Caco-2 sejteknél. Ezzel szemben a 

transzcellulárisan szállított gyógyszerek (pindolol és midazolám) egyformán jól áthatoltak 

mindkét sejtvonalnál. Egy későbbi vizsgálatukban Takenaka és munkatársai (2016) 

bizonyították effúzió-alapú elemzéssel, 194-898 molekulatömegű polietilénglikol-

oligomereket használva, hogy a HIEC és a Caco-2 sejtréteg paracelluláris pórusai 2 

különböző sugárral (∼5 és 9-14 Å) rendelkeznek, a nagy pórusok porozitása szignifikánsan 

magasabb volt a HIEC egyrétegben (44 × 10-8), mint a Caco-2 sejtekben (4 × 10-8).  

Az összehasonlításukban arra jutottak, hogy a HIEC sejtréteg előnyösebb a vegyületek 

emberben történő felszívódásának rangsorolásában és előrejelzésében, mint a Caco-2 

sejtek (Takenaka et al., 2016). Schwartz és munkatársai (2005) vizsgálták, hogy a HIEC 

sejtekre hogyan hat a T-sejtek által termelt IL-17 citokin. Az eredményeik alapján az IL-17 

hatására lebomlott a NF-κB, így az általa szabályozott IL-6 és IL-8 gének indukálódtak. A 

NF-κB transzkripciós faktor kulcsszerepet játszik a DNS transzkripciójában, a citokin 

termelésében és a sejtek túlélésében, ezáltal irányítva a sejt immunitását, gyulladását, 

stressz válaszát, valamint a proliferációját és az apoptotikus válaszát (Al-Ashy et al., 2006). 

Zhu és munkatársai (2019) vizsgálták egy fenolos sav, a galluszsav hatását, IL-1β-val 

indukált HIEC-6 sejteken. Az eredményeik azt mutatták, hogy a galluszsav beadása 

szignifikánsan növelte az IL-4 és az IL-10 expresszióját, míg alul szabályozta az IL-1, IL-6, 

IL-12, IL-17, IL-23, TGF-β és TNF-α expresszióját a kontroll csoporthoz képest. Ez a kísérlet 

bizonyította, hogy a polifenolok képesek a HIEC-6 sejtekben csökkenteni a gyulladásos 

citokinek mennyiségét. Szintén táplálkozás útján juthat be az emberi béltraktusba a 

cilindrospermopszin, egy cianobaktériumok által termelt toxin. Chichova és munkatársai 
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(2021) azt találták, hogy a toxin dózisfüggő módon csökkentette a HIEC-6 sejtek 

életképességét. Arra a következtetésre jutottak, hogy a cilindrospermopszin mérsékelten 

mérgező az emberi bélhámsejtekre, továbbá gátolhatja a hámréteg regenerálódását is.  

 

2 ábra: A HIEC-6 sejtek morfológiája 500x nagyításban. A fehér vonal 20 µm méretet jelöl. A kép 48 

órával a kiültetés után készült, a kísérletek megkezdése előtt (saját felvétel). 

3.2.2. IPEC-J2 sejtvonal tulajdonságai 

Az IPEC-J2 sejtvonal egy nem tumoros, neonatális sertés vékonybélhám eredetű 

sejtvonal, amelyet újszülött sertés jejunumából izolált, még a kolosztrális anyatej felvétele 

előtt. Epiteliális morfológiát mutatnak, gyors proliferációs és kolonizációs képesség jellemzi a 

sejteket, emiatt már 1-2 hét alatt kialakulhat az in vivo sejtekre jellemző egyrétegű, polarizált 

(differenciálódott) sejtréteg (Geens és Niewold, 2011; Vergauwen, 2015) (3. ábra).  

A differenciálódás során a sejtek között TJ alakul ki a klaudin-1, -3, -4, -5, -7, -8, -12, a 

tricellulin, az okkludin, E-kadherin és a zonula okkludens-1 sejtkapcsoló fehérjék 

segítségével (Brosnahan és Brown, 2012; Vergauwen, 2015), valamint mikrovillusok is 

megfigyelhetők (Schierack et al., 2006). A mukóza termelésük, in vitro körülmények között 

függ a tápfolyadékba adott szérumtól, sertés szérum esetén megnő a termelés (Schierack et 

al., 2006; Zakrzewski et al., 2013). Képesek citokineket és kemokineket expresszálni.  

A mRNS-ek esetében a Toll-like receptorok (TLR) közül kimutatták a TLR-1, -2, -3, -4, -5, -6, 

-8, -9, -10-t (Arce et al., 2010), az interleukinok (IL) közül az IL-1α, -1β, -6, -7, -8, -10, -12A, -

12B, -15, -18-t (Mariani et al., 2009). Fehérjeszinten kimutatták az IPEC-J2 sejtek IL-6 és  

IL-8 termelődését a sejteknél (Arce et al., 2010; Razzuoli et al., 2013). 

Az IPEC-J2 sejteket széleskörűen alkalmazzák in vitro vizsgálatokban, mert 

megfelelő körülmények között képes fennmaradni és differenciálódni, annak ellenére, hogy a 

sejtvonal nem daganatos eredetű. A sejtvonal jól modellezi a humán in vivo körülményeket 

is, mivel a majomféléken kívül a sertés bélrendszere áll legközelebb az emberéhez (Zhang 

et al., 2013; Gonzalez et al., 2015; Nossol et al., 2015). Az IPEC-J2 sejtvonallal jól 

vizsgálhatók a kölcsönhatások a bélhám és baktériumok (Liu et al., 2010; Spitzer et al., 

2016), vírusok (Jung et al., 2018), valamint különféle molekulák között, ha az enterocitákra 
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kifejtett hatásaikat kívánják vizsgálni (Farkas et al., 2015; Palócz et al., 2016; Pászti-Gere et 

al., 2016; Karancsi et al., 2020; Kovács et al., 2020).  

 

3. ábra: Az IPEC-J2 sejtek fénymikroszkópos képe 100x nagyításban. A bal oldali felvételen a 

kiültetést követő napon, a jobb oldali fotó 10 nappal a kiültetés után készült. Látható, hogy a sejtek és 

az egyrétegű bélhám morfológiája változik a differenciáció során. A vonal 50 µm méretet jelöl (saját 

felvétel). 

3.3. Fusarium gombák és mikotoxinjaik 

A penészgomba megnevezés egy megjelenési formát jelöl, nem egy rendszertani 

kategóriát. Az ide sorolt járomspórás gombák (Zygomycota), tömlősgombák (Ascomycota) 

és imperfekt gombák (Deuteromycota) egy laza telepszerkezetet hoznak létre, de nem 

fejlesztenek makroszkopikus termőtestet (Zukiewicz-Sobczak, 2013). A penészgombák főleg 

aerob, heterotróf élőlények, melyeknél ritkán fordul elő az ivaros szaporodás (Nieuwenhuis 

és James, 2016). Jelenlétük gazdasági és egészségügyi problémát jelenthet a 

növénytermesztésben, az állattenyésztésben és az élelmiszeriparban, mivel az általuk 

termelt másodlagos anyagcseretermékek toxikusak lehetnek az azt fogyasztó szervezet 

számára. Ilyen másodlagos anyagcsere melléktermék csoport a mikotoxinok, melyek 

szerkezete és hatásmechanizmusa jelentősen eltérhet. Lehetnek karcinogén (aflatoxin, 

Kumar et al., 2017, szterigmatocisztin, Díaz Nieto et al., 2018), immunszupresszív 

(trichotecén-vázas mikotoxinok, Wu et al., 2017a), mutagén (zearalenon, Othmen et al., 

2008), teratogén (aflatoxin, Supriya és Reddy, 2015), emetikus hatásúak (trichotecén-vázas 

mikotoxinok (deoxinivalenol (DON), a nivalenol (NIV) és a fuzarenon-X (F-X), Wu W et al., 

2013). Egy mikotoxin több toxikus hatással bírhat, több mikotoxin egyidejű jelenléte pedig 

szinergista multitoxikózist okozhat a szervezetben (Creppy et al., 2004). Az egyes 

mikotoxinok okozta toxikózis súlyossága összefüggésben van a bevitt mikotoxin 

mennyiségével, az adagolás időtartamával, továbbá függ az élőlény fajától, nemétől, 

egészségi és tápláltsági állapotától is (Zain, 2011).  

Az Ascomycota taxonba tartozó Fusarium fajok (Sharma és Marques, 2018) is 

állítanak elő mikotoxinokat, ezek termelődését serkentik a gombát ért stressz faktorok.  

A mikotoxin termelésre hatással van a hőmérséklet, a relatív páratartalom, az elérhető 
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szubsztrátok mennyisége, a rovarok kártétele, a rovar- és gombairtó szerek és a 

gazdanövény faja (Nesic et al., 2014). Az, hogy milyen mikotoxinokat fog előállítani a gomba, 

függ a penészgomba fajától és fajtájától is (Jennings et al., 2004). A fuzáriotoxinokat több 

csoportba sorolhatjuk, kémiai szerkezet alapján megkülönböztetjük a trichotecén-vázas 

mikotoxinokat, a fumonizineket és a zearalenont (ZEA), valamint ezeknek a metabolitjait 

(Perincherry et al., 2019). Európában a domináns fajok közé tartozik a Fusarium 

graminearum, Fusarium culmorum, Fusarium avenaceum és Fusarium sporotrichioides 

(Pasquali et al., 2016, Hellin et al., 2018), Magyarországon ezek közül a F. graminearum és 

a F. culmorum fordul elő, ezek elsősorban a trichotecén-vázas mikotoxinokat és a ZEA-t 

állítják elő (Tima et al., 2016b, György et al., 2020).  

3.3.1. Trichotecén-vázas DON és T-2 toxin bélrendszerre gyakorolt hatásai 

A trichotecén-vázas mikotoxinok kémiailag tetraciklusos spiro-epoxi-szeszkviterpén 

vegyületek. A toxicitásának fő kémiai alapja a 12,13-epoxid gyűrű és a 9. és a 10. szénatom 

közötti kettős kötés, amelyek hatását tovább erősíti a 3. szénatomnál található hidroxil 

csoport (Wu Q et al., 2013).  

A trichotecén-vázas mikotoxinokat többféleképpen lehet felosztani, de az egyik 

leggyakoribb a kémiai szerkezet alapján történő négy csoportba sorolás. A funkcionális 

csoportok jelenléte vagy hiánya alapján „A”, „B”, „C” és „D” típust különböztetnek meg 

(McCormick et al., 2011). A trichotecén-vázas mikotoxinokat több gomba nemzetség is 

képes előállítani, ezek közé közé tartoznak a Fusarium fajok (Proctor et al., 2018), amelyek 

az „A” és a „B” típusba tartozó, míg a „C” és „D” típusú trichotecén-vázas mikotoxinokat a 

Myrothecium és a Cephalosporium fajok termelik (McCormick et al., 2011; Ye et al., 2016).  

A „B” típusú trichotecének abban térnek el az „A” típusútól, hogy a 8. szénatomjukon karbonil 

csoport található. Ide tartozik a DON, a NIV és a F-X. Az „A” csoportba tartozik a T-2 toxin és 

a diacetoxiszcirpenol (DAS). A DON-nal, NIV-vel és ZEA-val végzett hőstabilitás vizsgálatok 

alapján, egy 30 perces hőkezelési intervallum alatt 240 °C-on a három toxin több mint 90%-a 

bomlott le (Yumbe-Guevara et al., 2003). A takarmányok előállítása során alkalmazott 

előkészítő fizikai aprítás és kémiai dekontamináció során sem csökken a koncentrációjuk 

(Karlovsky et al., 2016, Čolović et al., 2019). A DON és a T-2 toxin a két legjelentősebb 

trichotecén-vázas mikotoxin (4. ábra), melyek táplálékban és takarmányban előfordulva 

mérgezést okozhat emberekben és állatokban egyaránt (Liew és Mohd-Redzwan 2018). 

Ezen mikotoxinok által előidézett káros hatások közé sorolhatóak az anorexia, 

gasztroentritisz, hányás és különböző hematológiai betegségek (Adhikari et al., 2017; Wu et 

al., 2020). Tima és munkatársai (2016a) vizsgálták a DON, ZEA és T-2 toxin koncentrációját 

116 gabona mintában, amelyeket a Dunántúl északi és déli megyéiből szereztek be. 

Mindegyik mintában kimutathatóak voltak a mikotoxinok alacsony mennyiségben, mindössze 
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egy búza mintában a DON koncentrációja magasabb volt a maximálisan megengedett 

mennyiségnél (1880 μg/kg). Az árpa és a zab esetében a DON és ZEA tartalom a 

határértéken belül maradt, míg a T-2 toxin vizsgálata során a legalacsonyabb átlagokat 

mérték. Ugyanabban az évben Tima és munkatársai (2016b) egy tanulmányban foglalták azt 

össze, hogy a három különböző magyar sertéstakarmány gyártó cég 45 mintájában milyen 

mértékben van jelen a DON, ZEA és T-2 toxin. Eredményeik alapján legnagyobb 

koncentrációban a DON (átlagosan 192,6 μg/kg kocáknak, 175 μg/kg malacoknak szánt 

takarmányban), majd a T-2 toxin (kocáknak átlagosan 40,6 μg/kg, míg 34 μg/kg a 

malacoknak szánt takarmányban), végül a ZEA (kocák részére átlagosan 21,6 μg/kg, a 

malacoknak szánt takarmányban 24,6 μg/kg) fordult elő a mintákban. 

 

4. ábra: A deoxinivalenol (DON) (a) és a T-2 toxin (b) kémiai képlete.  

A toxikózis mértéke függ az állat fajától, ugyanis a monogasztrikus állatok, mint a 

sertés és a szárnyasok, érzékenyebbek a mikotoxinok többségére (Pierron et al., 2016). Ezt 

rumen hiányára vezetik vissza, ahol a mikrobióta nem degradálja a mikotoxinokat, emiatt 

sokkal súlyosabb formában léphetnek fel gasztrointesztinális zavarok és dermatotoxikus 

tünetek, nekrotikus és gyulladásos folyamatok, illetve idegrendszeri elváltozások (Forsyth et 

al., 1977; Hoerr et al., 1981; Pollmann et al., 1985; Nayakwadi et al., 2020). Ezzel 

ellentétben vannak olyan mikotoxinok, amelyek a rumenben válnak toxikusabbá. Erre lehet 

példa a ZEA, amelynek a metabolitjai, az α-zearalenol és a β-zearalenol mérgezőbbek az 

eredeti vegyületnél (Dänicke et al., 2005; Gruber-Dorninger et al., 2021). 1974-ben 

Schoental és Joffe beszámoltak Oroszországban kitört az alimentary toxic aleukia (toxikus 

leukopénia) (ATA) betegségről. A fogyasztott gabonából kivont vegyületek rágcsálókban 

hasonló tüneteket okoztak, mint emberekben. A betegség tünetei közé tartozott a bőrön 

megjelenő foltok, a nekrotikus angina, az extrém leukopénia, a többszörös bevérzések és a 

csontvelő állomány csökkenése. A F. sporotrichioides és F. poae gombákból vett későbbi 

mintavétel során kiderült, hogy azok T-2 toxint és más trichotecén-vázas mikotoxinokat 

termelnek (Joffe és Yagen, 1978). Napjainkban az emberi tápláléknak szánt zabban, az 

aratás és feldolgozás után 82-88%-kal csökken a T-2 toxin és deacetilált formájának, a HT-2 

toxinnak a mennyisége, míg a termelődő melléktermékekben, melyeket takarmányként 
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értékesíthetnek, közel háromszorosára nőhet a mikotoxinok koncentrációja (Pettersson et 

al., 2011). A gabonaszemek maghéja, mint a korpa fő alkotórésze, magasabb 

koncentrációban tartalmaz mikotoxinokat (Kushiro, 2008). 

A Fusarium fajok a DON két acetilált formáját is képesek előállítani, a 3-acetil-DON-t 

és a 15-acetil-DON-t, amelyek a DON prekurzorai (De Boevre et al., 2012; Kadota et al., 

2013; Alizadeh et al., 2016), illetve a T-2 toxin deacetilált formáját a HT-2 toxint (Edwards et 

al., 2009). Ezek együttesen megtalálhatók a gabonafélékben és az abból készült 

termékekben (Ok et al., 2013). A növények egy vagy több cukor molekulával konjugálják a 

szabad DON és T-2 toxin molekulákat (Lattanzio et al., 2012, Vidal et al., 2015), így a 

legtöbbször kimutatható konjugátum a DON-3-β-d-glükozid (Berthiller et al., 2005) és a  

T-2-3-O-α-glükozid (McCormick et al., 2012). Rasmussen és munkatársai (2012) 

vizsgálatukban azt találták, hogy a természetes körülmények között megfertőződött 

gabonában a magas DON tartalom pozitívan korrelál a DON-3-β-d-glükozid 

koncentrációjával. Per os felvételnél a DON gyorsan és majdnem teljesen felszívódik a 

gyomorból és a vékonybél proximális részéből (Dänicke et al., 2004). Ezzel szemben a 

cukorral konjugált mikotoxinok nem bomlanak le a vékonybélben és képesek elérni a 

vastagbél területét. Gratz és munkatársai (2017) leírták, hogy a mikotoxinok növényi eredetű 

metabolitjai kevésbé toxikusak a mikotoxin aglikon formájához képest, egészen addig, amíg 

a szervezetben a mikrobiota tagjai nem hidrolizálják a vegyületet, melynek révén 

hozzáférhetővé válik az aktív molekula a bélrendszerben és felszívódhat a bélhámsejteken 

keresztül. 

Pestka és munkatársai (1987) sertésekkel végzett vizsgálatából kiderül, hogy a 75 

µg/testtömeg kg koncentrációjú 15-acetil-DON már emetikus tüneteket okoz, míg ugyanezt a 

hatást a DON 50 µg/testtömeg kg koncentrációban váltja ki. Mishra és munkatársai (2014) 

vizsgálták a DON degradációját vizes közegben, különböző hőmérsékleten és pH szinteken. 

A vizsgálataik bizonyították, hogy az erősen savas közeg, mint amilyen a gyomorban 

lehetséges, elősegíti a DON deepoxi-deoxinivalenol (DOM-1) vegyületté történő átalakulását. 

A DOM-1 a DON-hoz képest kevésbé toxikus (Sundstøl Eriksen et al., 2004).  

A transzformációt képesek bélbaktériumok is elindítani enzimatikusan. A poligasztrikus 

állatoknál és a madaraknál a gyomor-bél traktus kezdete felé helyezkednek el azok a 

baktériumok, melyek képesek elvégezni a DON legalább részleges átalakítását DOM-1 

molekulává, mielőtt elérné a vékonybelet, ahol a mikotoxin felszívódása megtörténhet. Ezzel 

szemben a monogasztrikus állatok esetében a vékonybél területe előtt nem történik meg ez 

az átalakulás (Springler et al., 2017). Zhang és munkatársai (2018) tanulmányában a T-2 

toxin és a HT-2 toxin toxicitása megegyezett per os és intraperitoneális adást követően 

egerekben. 
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Sertéseknél kimutatták, hogy a takarmányban 1 mg/kg alatti DON terhelés nincs 

hatással, míg az 1 mg/kg-nél több DON-t tartalmazó takarmánynak kitett sertések 

növekedési teljesítménye visszaesett 77 napig tartó etetés alatt. Azt találták, hogy alig vagy 

egyáltalán nem volt hatással ez a mikotoxin a sertések nitrogén felhasználásra, amiből azt a 

következtetést vonták le, hogy a DON negatív hatásai nagyrészt a lecsökkent 

takarmányfelvételnek tudhatók be (Wellington et al., 2021). A takarmányfelvétel csökkenés 

hátterében a központi idegrendszer zavara is állhat. Flannery és munkatársai (2012) 

kimutatták egérkísérletekben, hogy intravénásan adva 1 és 5 mg/testtömeg kg DON-t  

2,5-szeresére nőtt az YY peptid hormon (PYY) szintje, mialatt az állatok nem vettek 

magukhoz élelmet. Egészséges szervezetben magát a hormont a vékony és a vastagbél 

választja ki abból a célból, hogy csökkenjen a táplálék felvétele, a kóros megemelkedése 

vezethet problémákhoz. A másik vizsgált hormon, melynek szintje a DON hatására szintén 

megnőtt a kolecisztokinin (CCK) volt. Wu és munkatársai (2014) által mért 

plazmakoncentrációk alapján a per os DON fogyasztás esetében a CCK fontosabb szerepet 

játszik a táplálék visszautasításban, mint az PYY hormon. Egy másik vizsgálat szerint, a 

szájon át felvett toxin a gyulladásos citokinek termelődésének serkentése révén vált ki 

takarmány-visszautasítást, úgy, hogy gátolja a nyelésben részt vevő izmokat (Abysique et 

al., 2015).  

3.3.2. A DON és a T-2 toxin sejtszintű mechanizmusai 

A bélrendszerbe került mikotoxinok először, a legmagasabb koncentrációban a 

bélhámsejtekkel lépnek kapcsolatba. A krónikus toxin felvétel hatására megváltozhat az 

emésztőrendszer működése, amely megnyilvánulhat abban, hogy csökken a tápanyagok 

felszívódása és metabolizmusa (Sergent et al., 2006). Li és munkatársai (2018) 

megfigyelték, hogy a DON-nal kezelt csoportokban a jejunum hisztomorfológiai változásokon 

ment keresztül 5 hetes malacokban. Az eredményeik alapján a mikrovillusok ellaposodtak és 

összeforrtak, valamint a bélbolyhok apikális része nekrotizált. Ezek azt mutatták, hogy a 

DON rövidtávon elnyomhatja a malacok növekedési teljesítményét és megváltoztathatja a 

bélhormonok kiválasztódását. Továbbá a DON gátol egy nátrium-glükóz (SGLT-1) 

kotranszportert, ami felelős a bélben a víz abszorpciójáért (Maresca et al., 2002), ez lehet a 

magyarázata a DON felvételhez kapcsolódó hasmenésnek. A DON gátolja a cukrok bélből 

történő felszívódását, valamint egyes monokarboxilátok felvételét is (Dietrich et al., 2012). 

Molekuláris szinten a DON és a T-2 toxin az eukarióta sejtek 60S riboszóma alegységéhez 

kötődnek (Katika et al., 2015). A riboszómával való kölcsönhatás gátolja a fehérjeszintézis 

elongációs szakaszát, fehérjeszintézis gátláshoz vezetve (Bae és Pestka, 2008; Pestka, 

2010, Bensassi et al., 2012). Akbari és munkatársai (2014) kimutatták, hogy a 1 órás,  

1,39 μM DON kezelés hatására megbomlik a Caco-2 sejtréteg integritása. A DON 
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dózisfüggő módon csökkentette a klaudin-1, klaudin-3 és klaudin-4 fehérjék szintjét. T-2 toxin 

szintén koncentrációfüggő módon csökkentette a klaudin-3, klaudin-4 és okkludin fehérjék 

expressziós szintjét (Romero et al., 2016). 

3.3.3. Oxidatív stressz kialakulása DON és T-2 toxin terhelést követően 

A DON által indukált oxidatív stressz kárt okoz a mitokondriumban azzal, hogy 

lecsökkenti a mitokondriális membránpotenciált (Bin-Umer et al., 2011) és indukálja a 

kaszpáz -8, -9 apoptotikus faktorok termelődését (Zhang et al., 2009; Li et al., 2014).  

A folyamat végül sejthalálhoz, apoptózishoz vezethet (Pestka, 2008; Redza-Dutordoir és 

Averill-Bates, 2016; Chen et al., 2018; Habrowska-Górczyńska et al., 2019). A T-2 toxin 

oxigén szabadgyökök képzésével vált ki oxidatív stresszt (Yang et al., 2016) és 

lipidperoxidációs folyamatokat indukálva (Schuster et al., 1987) megváltoztatja a membránok 

szerkezetét, így károsítva a sejtmembrán foszfolipidjeit és lipoproteinjeit, ezáltal zavart 

okozva a sejtek közötti kommunikációban (Chance et al., 1979; Barrera, 2012; Su et al., 

2019). Továbbá a T-2 toxin gátolhatja közvetlenül vagy a ROS közvetítette útvonalon is az 

antioxidáns rendszert (Wu et al., 2017b) és hatással van az antioxidáns enzimek 

kifejeződésére, aktivitására (Chaudhari et al., 2009).  

3.3.4. DON és T-2 toxin által előidézett gyulladásos folyamatok 

A DON bélben való jelenléte gyulladásos választ indukál a tumor nekrózis faktor-alfa 

(TNF-α), IL-1α, IL-1β és IL-8 expressziójának szignifikáns növekedésével. Mindegyik 

gyulladásos citokin szerepet játszik a gyulladásos válasz indításában és amplifikálásában a 

bélhámsejtekben (Bamias és Cominelli, 2016). A DON károsítja a humorális és 

sejtközvetített válaszokat, megváltoztatja a szérumban az immunoglobulin-A (IgA) szintet és 

az IgA-hoz társuló nefropátiát okozhat egerekben (Greene et al., 1994). Sertésekben ezzel 

ellentétben az IgA nem változik, viszont az immunoglobulin-G (IgG) és immunoglobulin-M 

(IgM) szint megnő (Goyarts et al., 2006). Berek és munkatársai (2001) teszteltek nyolc 

fuzáriotoxint és ezek közül a T-2, F-X, NIV és DON mutatta a legerősebb immunszupresszív 

hatást perifériás vér mononukleáris sejteiben. Kísérletükben csökkent a T- és a B-limfociták, 

valamint a természetes ölősejtek (NK sejtek) aktivitása. Savard és munkatársai (2015) 

sertéseknél mutatták ki, hogy a DON-nal szennyezett takarmány csökkenti a sertés 

reprodukciós és légzőszervi szindróma vírus (PRRSV) elleni oltást követő antitestképződést. 

BALB/c egereken végzett kísérletekben a T-2 toxint 4 héten keresztül adták 0,5 mg/testsúly 

kg mennyiségben és megállapították, hogy a toxin növelte az IL-1β, IL-6 és TNF-α 

gyulladásos citokinek expresszióját (Lin et al., 2019). Caco-2 sejteken végzett kísérletek 

során a DON szignifikánsan növelte meg az IL-8 szintjét koncentráció-függő módon  

0–16,85 μM alkalmazott koncentráció tartományban 48 órás inkubációs idő után (Van de 
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Walle et al., 2008). Egy későbbi vizsgálatukban Van de Walle és munkatársai (2010) 24 órás 

DON-nak kitett Caco-2 sejtekben körülbelül 25-szeresére nőtt az IL-8, míg a COX-2 

transzkripciós szintje körülbelül 40-szeresére emelkedett. Kadota és munkatársai (2013) 

szintén dózisfüggő IL-8 szintemelkedést tapasztaltak Caco-2 sejteken DON hatására  

0,337–3,37 μM koncentráció tartományban. 

3.3.5. DON és T-2 toxin határérték szabályozás 

A Nemzetközi Rákkutatási Ügynökség (IARC) 1993-as közleménye szerint a DON és 

a T-2 toxin a 3-as csoportba került, mely szerint a két toxin humán vonatkozásban nem 

karcinogén (IARC Monograph, 56, 1993).  

2006-ban az Európai Unió megállapította a mikotoxin tartalom felső határértékét a 

humán fogyasztásra szánt élelmiszer-alapanyagokban és élelmiszerekben, továbbá javaslati 

értékeket határozott meg a gazdasági állatfajoknak szánt takarmány-alapanyagok és 

takarmányok esetében. Az emberi fogyasztásra szánt élelmiszerekben a mikotoxin felső 

határértékeit a 1881/2006/EK rendelet szabályozza. A DON esetében 1 μg/testsúly kg 

megengedhető napi beviteli szintet (TDI), T-2 toxinnál 0,06 μg/testsúly kg ideiglenesen 

megengedhető napi beviteli szintet állapítottak meg. A DON mennyisége a közvetlen 

emberei fogyasztásra szánt gabonafélék, gabonalisztek, száraz tészta, korpa és csíra 

esetében 750 μg/kg. Továbbá a kenyér, pékáru, gabonapehely, keksz és gabonaszeleteknél 

ez az érték 500 μg/kg. Ezzel szemben a csecsemők és kisgyermekek számára készült 

gabonalapú élelmiszerekben 200 μg/kg a megengedett felső határérték. A feldolgozatlan 

gabonafélékben (a durumbúza, zab és kukorica kivételével) 1250 μg/kg, a durumbúzában, 

zabban és kukoricában 1750 μg/kg. A T-2 toxinnál nincs megadva felső határérték a 

termékekre vonatkozóan. 

Az Európai Bizottság kibocsátotta a 2006/576/EK ajánlását a takarmányok mikotoxin 

szennyezettségére vonatkozóan. Kiegészítő és teljes értékű takarmányok esetében az 

ajánlás 5 mg/kg, kivéve a sertéseknek szánt takarmányoknál, ahol ez 0,9 mg/kg. A DON 

maximális tolerálható mennyisége malacoknál 200–500 μg/kg takarmány, sertéseknél  

250–1000 μg/kg takarmány. 2016-ban elfogadták, hogy a 2006/576/EK ajánlás 

mellékletének helyébe a 2016/1319 ajánlás melléklete lép, mely a kedvtelésből tartott állatok 

takarmányában előforduló DON, ZEA és ochratoxin-A tekintetében való módosításáról szól. 

Összetett takarmányokban a DON-ra vonatkozó ajánlás 5 mg/kg 12% nedvességtartalmú 

takarmány. Viszont sertéseknél külön kiemelésre került, hogy 0,9 mg/kg takarmány az 

irányérték. A T-2 toxin és a HT-2 toxin együttes mennyiségére vonatkozóan egyedül a 

macskáknak szánt összetett takarmányok esetében található irányérték, mely 50 μg/kg, 12% 

nedvességtartalmú takarmányra vonatkozóan. 
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Mivel kevés in vivo adat áll rendelkezésre, ezért a glikozilált mikotoxin vegyületek 

koncentrációja nincs szabályozva az Európai Unióban, pedig az emésztőrendszerbe kerülve 

lebomlanak és megemelik a DON koncentrációját helyileg is, így fokozva a toxikus tüneteket 

(Nagl et al., 2014). 

3.3.6. A mikotoxinokkal, illetve az általuk kiváltott egészségkárosodással 

szembeni védekezés lehetőségei 

A takarmányokban előforduló mikotoxinok negatív hatásainak kivédésére számos 

fizikai és kémiai módszer áll rendelkezésre. A mikotoxinok fizikai módszerekkel történő 

mennyiségi csökkentése elsősorban a válogatás, a mosás, az oldószeres extrakció, a 

hőkezelés és az adszorpció révén valósulhat meg (Karlovsky et al., 2016; Liu et al., 2022). 

Az ideális mikotoxin adszorbens nagy megkötő kapacitással rendelkezik a mikotoxinokkal 

szemben, alacsony és nem specifikus kötődést mutat a tápanyagokhoz, valamint nagyfokú 

megbízhatóság, stabilitás és megfelelő íz jellemzi (Kabak et al., 2006). Az adszorpciós 

kötőanyagok komplexet képezhetnek a mikotoxinokkal, így megakadályozzák azok átjutását 

a gyomor-bélrendszerből az állatok keringésébe, szerveibe (Liu et al., 2022), így az 

adszorbeált mikotoxin a bélsárral ürülhet. Az aktív szén, mint általános adszorbens, nagy 

felülettel és kiváló adszorpciós képességgel rendelkezik vizes környezetben. Több 

tanulmány igazolta, hogy porózus szerkezetének köszönhetően képes csökkenteni a DON 

mennyiségét in vitro és in vivo sertésekkel végzett vizsgálatokban is (Devreese et al., 2014; 

Ying et al., 2021). Ahn és munkatársai (2022) alumínium-szilikátok DON-hoz való kötődését 

vizsgálták, és megállapították, hogy az adszorpció mértéke nem megfelelő a mikotoxin 

hatékony eltávolítása céljából. A szerves eredetű adszorbensek a mikroorganizmusok 

sejtfalának összetevőjéből származnak. A módosított glükomannán hozzáadása a T-2 

toxinnal szennyezett takarmányhoz ellensúlyozta a sertések T-2 toxin által okozott csökkent 

súlygyarapodását és csökkentette a Salmonella typhimurium mennyiségét a vakbélben 

(Verbrugghe et al., 2012).  

A DON kémiai technikákkal történő dekontaminálásánál a lúgos körülmények és az 

ózonos kezelések hatékonynak bizonyultak. A nátrium-karbonáttal végzett kezelések 

hatására szignifikánsan csökkent a DON mennyisége a kanadai árpatakarmányokban 

(Abramson et al., 2005). A búzákorpában a DON mennyisége 32%-kal csökkenthető 1 óráig 

tartó ózonos kezeléssel (Santos Alexandre et al., 2018).  

A fizikai és a kémiai stratégiák egyike sem képes a takarmányban lévő mikotoxinok 

teljes eliminálására. Fontos irányvonal a táplálkozással kapcsolatos stratégiák kidolgozása. 

Az oxidatív stressz a mikotoxinok által okozott citotoxicitás egyik fontos összetevője, ezért az 

antioxidánsok hozzáadása a mikotoxinnal szennyezett takarmányhoz javíthatja a szervezet 

antioxidáns kapacitását és növelheti az állatállomány mikotoxinokkal szembeni ellenálló 
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képességét. Ezeket az immunrendszer működésének és a bélrendszer egészségének 

fokozására használhatják, mivel feltételezhető, hogy így az állat kevésbé lesz érzékeny a 

mikotoxinok toxikus hatásaira. A védő hatású anyagok közé tartoznak a prebiotikumok, a 

probiotikumok és a fitobiotikumok (Ferrer et al., 2015; Liao és Nyachoti, 2017).  

A fitobiotikumok a növényi eredetű anyagok széles skáláját foglalják magukban, mint például 

az illóolajokat és a gyógynövényeket. A fitogén takarmány-adalékanyagok használata a 

baromfi- és sertés takarmányozásban az utóbbi időben egyre nagyobb érdeklődésre tart 

számot. A nem-antibiotikus növekedésserkentőkkel, például a szerves savakkal és 

probiotikumokkal összehasonlítva, a fitobiotikumok viszonylag új takarmány-adalékanyagok. 

Többnyire a fitobiotikumok az antimikrobiális, az antioxidáns és a gyulladáscsökkentő 

hatásaiknak köszönhetően javíthatják a növekedési erélyt és csökkenthetik a mikrobiális 

fertőzés előfordulását (Gheisar és Kim, 2018; Holanda et al., 2021). Feltételezhető, hogy a 

növényekben megtalálható polifenolos vegyületek egyedi vagy kombinált antioxidáns 

tulajdonságai felelősek a jótékony hatásokért, azonban a hatásmechanizmusuk és az állati 

takarmányokban javasolt adagolásuk még nem teljes mértékben tisztázott (Mahfuz et al., 

2021). 

3.4. Növényi polifenol vegyületek általános jellemzése 

Számos tanulmány vizsgálja a polifenolokban gazdag élelmiszerek fogyasztásának 

pozitív hatásait, mind a humán (D’Archivio et al., 2007, Marranzano et al., 2018), mind a 

gazdasági állatokban (Silva-Guillen et al., 2020, Hashem et al., 2020). 

A polifenolok kémiailag változatos másodlagos anyagcsere melléktermékek. 

Legalább egy fenolos (aromás) gyűrűt tartalmaznak, amelyhez különböző funkciós 

csoportok, elsősorban hidroxil csoportok, kapcsolódhatnak (Kroymann, 2011, Ramakrishna 

és Ravishankar, 2011). A polifenolok bioszintézisének alapja a fenilalanin vagy tirozin 

aminosav, deaminálásuk során fahéjsavhoz jut a növény (Pereira et al., 2009). Ehhez a 

fenolos gyűrűhöz kapcsolódhatnak cukorkomponensek, karbonsavak, hidroxil-, metil- és 

szulfát csoportok kialakítva ezzel az adott polifenol származékokat (Tsao, 2010). Ha egy 

cukorkomponens adódik az aglikon alapvázhoz, akkor glikozidnak hívjuk a keletkező 

vegyületet. Leggyakrabban glükóz kapcsolódik a flavonoidokhoz, de lehet arabinóz, 

galaktóz, glükoronsav, ramnóz és xilóz is (Kim et al., 2015). Ezzel az additív lépéssel 

megváltozik a molekula tulajdonsága az alapvegyülethez képest. Például jelentősen 

megnőhet a molekulatömege, megváltozhat a hidrofil jellege, ezáltal módosul a biológiai 

hatás és hasznosulás is az emlősök szervezetében (Morand et al., 2000, Felgines et al., 

2000). A glikoziláció polárosabbá teszi a flavonoidokat, így megnőhet az oldhatóságuk és a 

stabilitásuk vizes közegben (Slámová et al., 2018). 
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Funkciójuk alapján főleg a növények leveleiben, rügyeiben, a gyümölcsökben 

halmozódnak fel, de a növényi szárban is kimutathatók (Lavola et al., 2012, Das et al., 

2014). A növényt ért stresszhatásokra képződnek ezen vegyületek aglikon formában, 

elsődleges szerepük megvédeni a növényt a különböző stresszhatásoktól színanyagokként, 

antioxidánsokként vagy szubsztrátokként (Berini et al., 2018, Mazid et al., 2011). Selmar és 

Kleinwächter (2013) kimutatta, hogy a vízhiány okozta stressz hatására megemelkedik a 

növényekben a fenolos vegyületek, alkaloidok és izoprenoidok szintézise. Hasonlóan a 

vízhiányhoz, a megemelkedett UV-B sugárzás (Nascimento et al., 2015) és a kártevők 

jelenléte (Kovalikova et al., 2019) is képes indukálni a fenolos vegyületek mennyiségi 

növekedését a növényben. A flavonoidok és fenolos savak lehetnek szignál molekulák a 

mikorrhizák felé vagy részt vehetnek a patogén gombák elleni védekezésben (Ndakidemi és 

Dakora, 2003, Mandal et al., 2010). Összességében a növény polifenolos összetételét a 

külső stressz faktorok és az adott növény genetikája fogja meghatározni.  

Az emberi és az állati szervezet nem képes előállítani polifenolokat, így ezek a 

vegyületek csak növényi eredetű táplálékkal juthatnak a testbe. Az elfogyasztott polifenolok 

biológiai hasznosulása függ a bélben történő felszívódástól, ezt az adott vegyület kémiai 

felépítése befolyásolja. Ez lehet a glikoziláltság-, illetve az észterezettség mértéke és a 

polimerizáltság foka. Az elfogyasztott élelmiszerben vagy takarmányban a polifenol 

molekulákat körbeveszik az élelmi rostok. Komplex felépítésű hálózatban találhatók meg 

konjugálva más polifenolokkal módosítva az emésztőenzimek hozzáférhetőségét a 

vegyületekhez. A felszívódást továbbá befolyásolja még a bélben élő mikrobiota (Marín et 

al., 2015, Catalkaya et al., 2020). A mikroflórát jelentő mikroorganizmusok biológiailag aktív 

molekulákat juttatnak a bél lumenébe, melyek kölcsönhatásba léphetnek a polifenolokkal.  

Az aglikonok biológiai elérhetőségét tovább módosíthatja a bélben és a májban történő 

konjugáció (Manach et al., 2004, Bohn, 2014).  

A polifenol aglikonok biokémiai tulajdonságai közé tartozik az antioxidáns hatás, 

melyet a kémiai szerkezet határoz meg. A fenolos gyűrű és a hidroxilcsoportok jelenléte jó 

elektron- és hidrogéndonorrá teszi, így képes semlegesíteni a szabadgyököket és más 

reaktív oxigén fajtákat. Képesek továbbá direkt csökkenteni a ROS mennyiségét 

(Samoylenko et al., 2013), illetve gátolhatják a ROS termeléséért felelős enzimek 

működését, úgy, mint a nitrogén-monoxid szintáz (NOS) (Morales et al., 2006, Calabró et al., 

2018) és a xantin-oxidáz aktivitását (Mohos et al., 2019). A fémionokkal kelátokat 

képezhetnek (Leopoldini et al., 2006), ezáltal képes megkötni a fémionokat, megakadályozva 

ezzel a Fenton-reakció kialakulását és a lipidperoxidációt (Cheng és Breen, 2000). Zha és 

munkatársai (2020a) bebizonyították, hogy a flavonok közé tartozó baicalin rézzel együtt 

történő beadása segít fenntartani az optimális növekedést és növelheti az antioxidáns 

kapacitást a DON-nal szennyezett takarmányt fogyasztó malacoknál. A baicalin-cink 
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kiegészítés visszaállíthatja a DON által kiváltott tápanyag felszívódási zavart, és antioxidáns 

védelmet nyújthat a túlzott oxidatív stressz ellen (Zha et al., 2020b). 

A polifenolok immunmoduláló hatását különböző vizsgálatok támasztják alá.  

Az egyes polifenolok hatással vannak az immunsejtek populációira, szabályozzák a citokinek 

termelődését és a gyulladást elősegítő gének expresszióját. Továbbá képesek specifikusan 

az immunsejtek számát és differenciálódását közvetlen módon megváltoztatni. Karasawa és 

munkatársai (2011) vizsgálták a datolyapálma (Phoenix dactylifera L.) érlelt terméseinek 

forróvizes kivonatában a különböző, hatásukban azonosított polifenolok (klorogénsav, 

koffeinsav, pelargonin és ferulinsav) hatását. Eredményeik alapján a datolyakivonat 

jelentősen stimulálta az IFN-γ mRNS expressziót egér Peyer-plakk limfoid 

sejttenyészetekben. A klorogénsav és a koffeinsav is szignifikánsan növelte az  

IFN-γ(+)CD4(+) sejtek számát. Yang és munkatársai (2012) kimutatták, hogy a baicalin 

indukálta a Foxp3 fehérje expresszióját tenyésztett T-sejtekben, valamint elősegítette a  

Treg sejtek differenciálódását és szabályozó aktivitását. További eredményeikben 

bizonyították a baicalin helyreállító képességét a Foxp3 expressziós szintjében a kezdeti IL-6 

által közvetített gátlás után, és in vitro indukálta a Foxp3 expressziót. A baicalin továbbá 

képes szabályozni a Thelper-17 sejtek differenciálódását, és alkalmasnak tűnik a Thelper-17 

sejtek által közvetített gyulladásos betegségek kezelésére is (Yang et al., 2011). Drummond 

és munkatársai (2013) három a gyulladás kezelésére alkalmas európai gyógynövényt 

vizsgáltak, a kamillát (Matricaria chamomilla L.-Matricariae flos), réti legyezőfüvet 

(Filipendula ulmaria L.-Spiraeae ulmariae herba) és a fűzfa kérgét (Salix alba L.-Salicis 

cortex). A vizes gyógynövény-kivonatokban izolálták a polifenol vegyületeket (apigenin, 

kvercetin és szalicilsav, 0–100 μM) és inkubálták THP1 makrofágokkal. 10 μM 

koncentrációnál mind az apigenin, mind a kvercetin szignifikánsan csökkentette az IL-6-ot. 

Az apigenin 10 μM-nál és a kvercetin 25 μM-nál szignifikánsan csökkentette a TNF-α 

mennyiségét. Vagyis bizonyították a gyógynövény-kivonat polifenol vegyületeinek a 

gyulladáscsökkentő hatását, az aglikon forma képes szabályozni a makrofág sejtek egy 

csoportját. 

Cushnie és Lamb (2011) összefoglaló munkájukban leírták, hogy a flavonoidoknak 

lehet közvetlen és közvetett antibakteriális hatásuk. Megemlítik még az antibiotikumokkal 

való szinergista hatásukat. A flavonoidok gátolhatják a biofilmek képződését és 

megakadályozhatják a baktériumok gazdaszervezeti célpontokhoz való kötődését in vitro 

kísérletekben. Továbbá elnyomhatják a bakteriális virulenciát, melyet a Helicobacter pylori 

(González et al., 2021) és a Staphylococcus. aureus (Lopes et al., 2017) baktériumokon 

vizsgáltak. Xu és Lee (2001) által végzett kutatás célja az volt, hogy a vizsgált 38 flavonoid 

molekula közül felmérjék, hogy melyik hatékony az antibiotikum rezisztens baktériumok 

ellen. Eredményeik alapján négy flavonol (miricetin, datiszcetin, kempferol és kvercetin) és 
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két flavon (flavon és luteolin) mutatott gátló hatást a meticillin-rezisztens Staphylococcus 

aureus ellen. A fenolos komponenseket két csoportra lehet bontani: flavonoidok illetve nem-

flavonoidok (Singla et al., 2019) (5. ábra).  

 

5. ábra: A polifenol vegyületek feloszthatók flavonoid és nem-flavonoid vegyületekre, a kinonok 

képződhetnek a polifenolokból kinoidális oxidáció révén. Que: kvercetin, RA: rozmaringsav, DMBQ: 

2,6-dimetoxi-benzokinon 

3.4.1. Kvercetin antioxidáns és gyulladáscsökkentő hatásának jellemzése 

A flavonoidok szerkezete a szénatomok száma alapján C6-C3-C6 képlettel írható fel 

(Santos-Buelga és Feliciano, 2017), mely 15 szénatomot tartalmaz három gyűrűben, ezeket 

„A”, „B” és „C” betűkkel jelölnek (Kumar és Pandey, 2013). A középső, „C” gyűrű 

szaturációjától és szubsztituenseinek számától függően megkülönböztetünk több csoportot: 

flavonolok, flavonok, flavanonok, flavanolok, izoflavonok és antocianidinek (Tsimogiannis et 

al., 2007). Ezek közül a flavonoloknak szerepe van a növény UV elleni védekezésében és a 

szabadgyökök semlegesítésében (Zoratti et al., 2014). Ide tartozik a kvercetin (Li Yao et al., 

2016) (6. ábra). Aglikon formában sárga színű, forró vízben rosszul, alkoholban és lipidekben 

jól oldódik, hideg vízben pedig oldhatatlan. A növényekben a kvercetin glikozilált formája 

található meg, leggyakrabban a rutin (3-ramnozil-glukozil kvercetin) és a kvercitrin (kvercetin 

3-O-ramnozid) (Zhang et al., 2014). A cukor komponenseknek köszönhetően a kvercetin 

vízoldékonyabbá válik. Főleg a zöldségek és gyümölcsök héjában és húsában vannak jelen 

(Zhai et al., 2019). Dabeek és Marra (2019) vizsgálatai alapján a gyümölcsök közül az alma 

kvercetin tartalma 4,01 mg/100 g, a vörösáfonyáé 25,0 mg/100 g friss tömeg. A káposzta 

14,7 mg, míg a hagyma 45,0 mg kvercetint tartalmazott 100 g friss tömeghez viszonyítva.  

A vizsgált mintáikból a legtöbb kvercetint a kapor tartalmazta 79 mg/100 g friss tömegben. 
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6. ábra: A kvercetin kémiai képlete. 

A kvercetin rendelkezik antioxidáns és gyulladáscsökkentő tulajdonságokkal (Anand 

David et al., 2016). A következőkben leírt kutatásokban a haszonállatok a kvercetint per os 

vették magukhoz a takarmányokkal együtt. Liu és munkatársai (2014) vizsgálták a kvercetin 

hatását a tojótyúkok teljesítményére, tojásminőségére, ürülék mikroflóra populációira és 

antioxidáns állapotára. A madarak nyolc héten keresztül fogyasztottak kvercetint 0; 0,2; 0,4 

és 0,6 g kvercetin/takarmány kg koncentrációban. Az eredményeik arra utalnak, hogy a 

0,367–0,369 g kvercetin/takarmány kg kiegészítés után javul a tojásrakás és a takarmány-

hasznosulás. Továbbá bizonyították, hogy a kvercetin takarmány kiegészítése jótékonyan 

modulálta a bélkörnyezet és a máj szuperoxid-dizmutáz aktivitását a tojótyúkoknál.  

Egy másik vizsgálatban brojlercsirkéknél vizsgálták a 0,5 és 1 g kvercetin/kg takarmány 

kiegészítést a növekedési teljesítmény, a belső szervek súlya, a hús minősége és a hús 

oxidatív stabilitása alapján (Goliomytis et al., 2014). Eredményeik alapján a 1 g 

kvercetin/takarmány kg kiegészítés csökkenti a lipidek oxidációját és növeli a relatív 

szívtömeget. Sertéseknél Zou és munkatársai (2016) vizsgálták, hogy 4 héten keresztül  

25 mg kvercetin/takarmány kg kiegészítést követő 5 órás szállítási stressz hatására hogyan 

változik a bél épsége, a bélben keletkező ROS szintje és kialakul-e bélgyulladás a 

sertésekben. Eredményeik alapján a kvercetinnel kiegészített takarmányt fogyasztó 

állatokban alacsonyabb volt a bél ROS és MDA szintje, csökkent az endotoxin 

szérumszintje, valamint megnövekedett a jejunum területén a mikrobolyhok magassága és 

az okkludin és a zonula occudens-1 (ZO-1) mRNS expressziója. Park és munkatársai (2020) 

szintén sertéseken vizsgálta a kvercetin hatását az immunparaméterekre, a növekedési 

teljesítményre és a tápanyagok emészthetőségére úgy, hogy Escherichia coli 

lipopoliszacharid (LPS) (100 μg / testtömeg kg) injekciót kaptak. A flavonoid-kiegészítés 

szignifikánsan növelte az átlagos napi testtömeg-gyarapodást (ADG) a 0–21. napig. 

Növekedett a szerves anyagok és a nyersfehérje emészthetősége, szignifikánsan csökkent 

az IL-6, nőtt az IgG és a fehérvérsejtek koncentrációja, valamint a limfociták százalékos 

aránya az LPS terheléstől függetlenül. 
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Yang és munkatársai (2020) tanulmányozták a kvercetin és a DON hatását az 

emberi, nem daganatos eredetű gyomorhámsejteken (GES-1). Megállapították, hogy a  

GES-1 sejtek esetében jobb sejtéletképességi értékeket kaptak, ha a sejteket 2 órán 

keresztül, 6,25 µM kvercetinnel előkezelték, majd 5 µM DON-nal inkubálták a csak DON 

kezelést kapott sejtekéhez képest. Több tanulmány született arról, hogy milyen hatást 

gyakorol a kvercetin alacsony koncentrációban a Caco-2 sejtek TEER értékeire. Suzuki és 

Hara (2009) azt találták, hogy a Caco-2 sejtvonalon a kvercetin 10 µM és 100 µM közötti 

koncentrációtartományban szignifikánsan növelte a TEER értékeket 24 és 48 órás 

inkubációs idő után. Továbbá növelte a klaudin-4 fehérje expresszióját és csökkentette a 

luciferin sárga festék átjutását a sejtrétegen. Carrasco-Pozo és munkatársai (2013) hasonló 

megfigyeléseket tettek, eredményeikben a 33 µM kvercetin kezelés emelte meg 

szignifikánsan a TEER értékeket a Caco-2 sejtekben, amikor a nem-szteroid gyulladásgátló 

gyógyszert (NSAID-ot), az indometacint 250 µM koncentrációban adták be. Amasheh és 

munkatársai (2008) eredményei szerint a 200 µM kvercetin hatékonyan javította a TEER-t 

Caco-2 sejtekben esetében 24 óra elteltével. Suzuki és Hara (2009) eredményei szerint a 

kvercetin kezelés fokozta a klaudin-4 promóter aktivitását, illetve a ZO-2, okkludin és  

klaudin-1 citoszkeletális megjelenését. 

3.4.2. Egy kávésav származék, a rozmaringsav in vivo és in vitro hatásának 

vizsgálata 

A nem flavonoidok csoportja tartalmazza az egyszerű fenolokat, fenolos savakat, 

kumarinokat, xantonokat, kalkonokat, sztilbéneket, lignineket és lignánokat. A fenolos savak 

tovább oszthatóak benzoesav-származékokra, illetve fahéjsav-származékokra (Kumar és 

Goel, 2019). A fahéjsav fenol gyűrűjéhez kapcsolódó hidroxil csoportokkal alakulnak ki a 

hidroxi-fahéjsavak, ide tartozik a kávésav, ferulsav és p-kumársav is. Ritkán fordulnak elő 

aglikonként, viszont gyakran észterek képződhetnek belőlük. A kávésav szerepet játszik a 

növényi stressz tolerancia mechanizmusaiban, így a lignin szintézisnél is, aminek 

eredményeként végül megvastagodnak a sejtfalak ezáltal a növény ellenállóvá válik a 

nátrium- és nehézfém-stressznek. A nagy energiájú sugárzást elnyeli a mezofil sejtekben 

aszályos stressz alatt egy mechanizmus során, melyet a kávésav O-metiltranszferáz enzim 

katalizál (Riaz et al., 2018). A kávésav észterei közé sorolható a rozmaringsav is (7. ábra), 

melyet megtalálhatunk nagyobb mennyiségben az ajakosok családjának (Lamiaceae) több 

nemzetségében (Janicsák et al., 1999, Regnault-Roger et al., 2004, Koşar et al., 2005, 

Shekarchi et al., 2012). A rozmaringsav a természetben glikozilált formában fordul elő, úgy, 

mint rozmaringsav-3-O-glikozid (Borrás-Linares et al., 2014), rozmaringsav-3-O-β-glikozid 

(Vogelsang et al., 2006) és a rozmaringsav-4-O-β-D-glikozid (Liu et al., 2017).  
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7. ábra: A rozmaringsav kémiai képlete. 

Általánosságban a haszonállatokon végzett kísérletek esetében nem a 

rozmaringsavat, hanem az azt tartalmazó növényi részekkel vagy növényi készítménnyel 

kiegészített takarmányt, ivóvizet adtak az állatoknak. Egy nyulakkal végzett kísérlet során a 

vakbél pH szintje csökkent, ugyanis mérséklődött az ammónia mennyisége és 

megnövekedett összillózsírsav koncentrációja (Kandeil et al., 2019). Szintén nyulaknál 

állapították meg, hogy a duodenum transzepiteliális ellenállása nőtt, a bél MDA szintje 

csökkent, valamint a bélben található bélflóra összmennyisége kismértékben csökkent a 

kontroll csoporthoz képest (Placha et al., 2013). Brojlercsirkéknél a kezelés hatására 

hosszabb villusok keletkeztek a duodénumban (Hong et al., 2012), de nem tapasztaltak 

változást sem a bélbaktérium-flóra alkotóinak arányában, sem az összmennyiségben (Cross 

et al., 2007, Hong et al., 2012). A rozmaring (Rosmarinus officinalis L.) képes volt a 

vérszérum szuperoxid-dizmutáz aktivitását is emelni tojó tyúkoknál, így antioxidánsként 

viselkedni (Alagawany és El-Hack, 2015). Egyes kísérletekben 1-6 hetes japán fürjek 

takarmányát kerti katicavirág (Nigella sativa L.), szegfűszeg (Syzygium aromaticum L.) és 

rozmaring hidegen préselt olajának 1:1:1 arányú keverékével egészítették ki. A vizsgált idő 

alatt nőtt a takarmányfelvétel, a súlygyarapodás mértéke, továbbá az ileum és a vakbél 

területén csökkent az összbaktériumok szám és a koliform és E. coli baktériumok 

mennyisége (El-Hack et al., 2015). Csuka és munkatársai (2005) tojástermelés időszakában 

lévő japán fürjeknél tesztelték a takarmányba kevert rozmaringnövény örleményét. 

Eredményeik azt bizonyítják, hogy az ezt fogyasztó állatoknál volt a legkisebb a hasűri 

zsírpárna, a máj és a tojássárgájának a tömege. A szerzők feltételezik, hogy ennek az is 

lehet az oka, hogy a rozmaringporral kiegészített takarmányból keveset fogyasztottak annak 

valamely étvágycsökkentő összetevője miatt. 

A fenolos savak antioxidáns aktivitása függ a hidroxil csoportok számától (Kurek-

Górecka et al., 2013, Kumar és Goel, 2019). Bacanlı és munkatársai (2016) leírták, hogy 

patkányokban a rozmaringsav csökkentette a szepszis kiváltotta oxidatív stresszt.  

A rozmaringsav alkalmas a lipidperoxidáció megakadályozására a membránokon történő 

átjutásával (Fadel et al., 2011), növeli kísérleti egerekben a szuperoxid-dizmutáz, a kataláz 
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és a glutation-peroxidáz enzimek aktivitását, amely végső soron megakadályozza az oxidatív 

stressz kialakulását (Zhang Y. et al., 2015). Továbbá képes növelni a GSH mennyiségét és a 

glutation-S-transzferáz enzim aktivitását a májsejtekben (Hasanein és Sharifi, 2017). 

Scheckel és munkatársai (2008) humán daganatos eredetű vastagbélhám, HT-29 sejteken 

bizonyították, hogy 1 órás 5, 10 és 20 μM rozmaringsavval végzett előinkubáció 

megakadályozta a ciklooxigenáz-2 (COX-2) aktiválódását. 

A rozmaringsav gyulladáscsökkentő hatásáról számoltak be Kim és munkatársai 

(2013), ugyanis a rozmaringsav gátolta az IL-6 és IL-1β termelődését patkányokban.  

A gyulladáscsökkentő hatást azzal magyarázzák, hogy gátlódott a TNF-α, valamint az  

5-lipoxigenáz (Geller et al., 2010) és a COX-2 (Scheckel et al., 2008) enzimek aktivitása, 

valamint csökkent a gyulladáskeltő citokinek expressziója (Sanbongi et al., 2003).  

3.4.3. A fermentált búzacsíra kivonat és biológiai hatása 

A kinonok konjugált, telítetlen gyűrűt és oxocsoportokat tartalmazó aromás 

vegyületek, diketonok (Bolton és Dunlap, 2017). Kinonok elnevezésében az előtag az eredeti 

vegyület neve, amelyhez kapcsolódik a kinon toldalék, míg a karbonil csoportok helyzetét a 

vegyületnevet megelőző számok adják meg (Moss et al., 1995). Ezek a vegyületek főként a 

katekolok oxidációja révén keletkeznek. Zhang és munkatársai (2007) vizsgálták és 

megállapították, hogy a CYP1A1, CYP1B1 és CYP3A4 képesek a katekol-ösztrogéneket 

oxidálni a megfelelő kinonokká, így képesek tovább reagálni a GSH-val, a fehérjével és a 

DNS-sel. A polifenolok kinonokká történő oxidációja antioxidáns mechanizmusként szolgál, 

de az így létrejövő kinonok károsodást okozhatnak a fehérjékben, mivel Michael-addíción 

keresztül nukleofil csoportokkal, például tiolokkal és aminokkal reagálva adnak fehérje-

adduktokat (Bolton et al., 2000, Li Yuting et al., 2016). A kinonok erősen redox-aktív 

molekulák, így különböző ROS csoportok kialakulását okozhatják (Bolton és Dunlap, 2017). 

Ide tartoznak a benzokinonok, melyek megtalálhatók a magasabb rendű növényekben, 

gombákban, baktériumokban és az állatokban is. Több fontos biológiai funkciót látnak el, 

úgy, mint a bioenergetikai transzport, részét képezik az elektrontranszport láncnak. Az utóbbi 

években több tanulmány is született arról, hogy a benzokinonok közül egyes vegyületek 

rendelkeznek antioxidáns, gyulladáscsökkentő és tumorellenes hatással is (Dandawate et 

al., 2010).  

A fermentált búzacsíra kivonat benzokinonokat, élelmi rostokat, ligninek és 

oligoszacharidok, valamint flavonoidokat és vitaminokat tartalmaz (Fardet, 2010). Más 

kutatások alátámasztották, hogy a búzacsíra kivonat fő hatóanyagai közé tartozik a  

2,6-dimetoxi-p-benzokinon (DMBQ), a hidroxi-benzoesavak, a hidroxi-fahéjsavak és az 

apigenin (Hidvégi et al., 1999, Hernández et al., 2011). Ezek a vegyületek glikoziláltak és 

fiziológiailag inaktívak (Rizzello et al., 2013). Ahhoz, hogy a DMBQ és más vegyületek 
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biológiailag aktívak lehessenen, β-glükozidáz enzim szükséges (Yoo et al., 2011).  

A Saccharomyces cervisiae élesztőgomba fajokkal (Telekes et al., 2009) és a Lactobacillus 

plantarum dy-1 baktériumokkal (Zhang J.Y. et al., 2015) fermentálva a búzacsíra kivonatot 

csökkenthető a vegyületek glikoziláltsága. Az így keletkező fermentált búzacsíra kivonat 

pozitív hatásaiért a DMBQ is felelős lesz (8. ábra). 

 

8. ábra: A fermentált búzacsíra kivonat egyik fő vegyülete, a 2,6-dimetoxi-benzokinon kémiai képlete. 

A fermentált búzacsíra kivonat humán (Avemar®) és állatgyógyászati 

gyógyszerekben egyaránt elérhető. Ezek a termékek vizes, multiszubsztrátos extrakciók, 

melyeket Saccharomyces cervisiae segítségével fermentáltak és több biológiailag aktív 

molekulát tartalmaznak (Otto et al., 2016; Telekes et al., 2009). Az Avemar-t kemoterápiás 

kezelések mellett adjuvánsként alkalmazzák, mert bizonyítást nyert, hogy a benzokinonok 

antimetasztatikus (Hidvégi et al., 1999), antimetabolikus (Otto et al., 2016), antiangiogén 

(Imir et al., 2018), antiproliferatív hatásuk révén képesek apoptózist kiváltani (Mueller és 

Voigt, 2011; Zhang J.Y. et al., 2015). Az Immunovet® forgalmaz különöző állatfajok számára 

fermentált búzacsíra kivonatot granulátum formájában. Egészséges lovak esetében az 

adagolás naponta 10 g, orvosi kezelés mellett kiegészítésként 500 kg alatti lovaknak  

15 g/ nap, 500 kg feletti állatoknak 20 g/ nap, csikóknak 10 g/nap. Egészséges macskáknak 

és kutyáknak 10 testtömeg kilogrammonként 1 g granulátum adását javasolja a gyártó 

naponta a nedves táphoz adva. 

A fermentált búzacsíra kivonat pozitív hatásait számos, haszonállatok kezelését 

magában foglaló tanulmányban is vizsgálták. A 3 hetes csirkék klinikailag egészségesek 

maradtak, Mycoplasma gallisepticum-mal való fertőzést követően, ha mellette fermentált 

búzacsíra kivonat kezelést kaptak 3,0 g/kg takarmány koncentrációban 9 napig. Előzetes 

vizsgálatok alapján a fermentált búzacsíra kivonat optimális szintje 0,3 és 3,0 g/kg takarmány 

között volt (Stipkovits et al., 2004). Egy másik kutatásban a fermentált búzacsíra kivonat 

jótékony hatásúnak bizonyult az általános egészségi állapot fenntartásában, beleértve a 

biokémiai és élettani paramétereket, a súlygyarapodás növelését és a vakcinázásra adott 

immunválasz javulását (Ellakany et al., 2017). Növendék sertésekben az 1 és 2 g/kg 

takarmány koncentrációban alkalmazott fermentált búzacsíra kivonat fokozta a 
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súlygyarapodást és védő hatású volt a sejtes immunitásra. Ez a tulajdonság fontos szerepet 

játszik a fakultatív kórokozók elleni rezisztencia elősegítésében (Rafai et al., 2011). Szakács 

és munkatársai (2009) megállapították, hogy az fermentált búzacsíra kivonat fokozta az 

immunválaszt a T-2 toxinnal kezelt választott malacokhoz képest. Jerzsele és munkatársai 

(2020) beszámoltak, a takarmány 2% fermentált búzacsíra kivonat tal való kiegészítése 

segített a brojlercsirkéknek a kontroll csoportnál nagyobb testsúly elérésében. Azt is 

megállapították, hogy ellenőrzött körülmények között Salmonella typhimurium-mal fertőzött 

és fermentált búzacsíra kivonattal történő kezelésben részesített állatok nem terjesztették 

tovább a kórokozókat más csirkékre. A szakirodalmi adatok alapján, a fermentált búzacsíra 

kivonat esetében még nem áll rendelkezésre megfelelő mennyiségű adat arra nézve, hogy a 

haszonállattartásban mekkora mennyiségben érdemes ezzel a takarmányt kiegészíteni. 

Ezen kívül a fermentált búzacsíra kivonat fokozhatja a sejtek immunválaszát (Telekes 

et al., 2009, Rafai et al., 2011), és antioxidáns hatással bír (Hidvégi et al., 1999). Mackei és 

munkatársai (2020) megállapították, hogy a fermentált búzacsíra kivonat koncentrációfüggő 

módon lehet antioxidáns és prooxidáns is. Kísérletükben 10 μg/ml Salmonella enterica 

serovar. typhimurium LPS-sel kezelt hepatocitákon bizonyították, hogy a 0,1% és 1% 

fermentált búzacsíra kivonat hatékonyan csökkentette a celluláris ROS termelést és a 

lipidperoxidációs folyamatok sebességét LPS által kiváltott gyulladásos válasz esetén. 

Azonban LPS kezelés nélkül, a magasabb koncentrációjú fermentált búzacsíra kivonat 

növelte mind a ROS, mind a MDA szintézis sebességét. Imir és munkatársai (2018) 

vizsgálták az Avemar hatását emberi daganatos sejtvonalakon, gyomor tubuláris 

adenokarcinóma (NCI-N87), prosztata karcinóma (PC3), endocervikális adenokarcinóma 

(HeLa) és tüdő adenokarcinóma (A549) sejteken. A különböző dózisú (400, 800, 1600 és 

3200 µg/ml) Avemarral kezelt sejtekben szignifikánsan csökkent a vaszkuláris endoteliális 

növekedési faktor (VEGF) és a Cox-2 mRNS- és fehérjeszintje. Következtetésük szerint a 

fermentált búzacsíra kivonat antiangiogén hatást fejthet ki a rákos sejteken. 
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4. A kísérleti munka célja 

A gabonanövényeket Fusarium gombafajok fertőzhetik meg a szántóföldeken, ami a 

tárolás során más mikotoxin termelő gombáknak köszönhetően emeli a gabonaszemek 

mikotoxin szennyezettségét. Ez a koncentrálódás elősegítheti a szinergista hatások 

kialakulását. A PhD munkám fő célja annak tanulmányozása volt, hogy a trichotecén-vázas 

DON és T-2 toxin milyen hatást gyakorol önállóan és kombinációban adva HIEC-6 és  

IPEC-J2 sejtekre. A növényekben előforduló polifenolok közöl számos vegyület önállóan 

alkalmazva bizonyítottan rendelkezik antioxidáns és gyulladáscsökkentő tulajdonságokkal. 

Kutatási terveim között szerepelt a flavonoidok közül a kvercetin, fenolos savak közül a 

rozmaringsav és a fermentált búzacsíra kivonat bélhámsejt regenerációjára gyakorolt 

hatásának in vitro tanulmányozása. A kísérletek során annak megállapításra törekedtem, 

hogy a három, önállóan antioxidáns és gyulladáscsökkentő hatással bíró vegyület és 

keverék alkalmas-e a két fuzáriotoxin által indukált oxidatív stresszt, gyulladást és bélhám 

integritás csökkenést mérsékelni. A kísérleti munkám során célul tűztem ki: 

1. A DON és a T-2 toxin és a kombinációjukból álló DT2 legmagasabb nem-citotoxikus 

koncentrációinak meghatározását, valamint a DT2 sejtek életképességére, oxidatív 

állapotára, a gyulladásos citokin termelésére és TJ fehérje elrendezésére gyakorolt 

hatásainak vizsgálatát HIEC-6 és IPEC-J2 sejtekben. 

2. A kvercetin, rozmaringsav és fermentált búzacsíra kivonat hatásának tanulmányozását a 

DON-nal, T-2 toxinnal vagy DT2-vel kiváltott károsító folyamatokkal szemben. 

Kutatásaim során az alábbi kérdésekre kerestem a választ: 

2.1. Milyen koncentrációkban célszerű alkalmazni a kvercetint és a rozmaringsavat a 

védő hatás eléréséhez a 24 órás előkezelés során. 

2.2. Képes-e a kvercetinnel történő 24 órás elő- vagy 1 órás együttkezelés a DON 

TEER-t mérséklő és oxidatív stressz növelő hatását csökkenteni. A redox 

egyensúlyváltozást a H2O2 extracelluláris koncentrációjának és a ROS intracelluláris 

mennyiségének mérésével kívántam meghatározni. 

2.3. Módosítja-e a 24 órás rozmaringsav előkezelés a DON, a T-2 toxin és a DT2 

potenciálisan sejtréteg integritást csökkentő, extracelluláris H2O2 koncentrációt 

növelő hatását. Továbbá alkalmas-e arra, hogy megakadályozza a DT2 által 

indukált IL-6 és IL-8 koncentrációinak a növekedést, illetve a klaudin-1 és az 

okkludin fehérjék jelenlétének esetleges megváltozását a sejtmembránban. 

2.4. Befolyásolja-e a fermentált búzacsíra kivonat a DON és T-2 toxin által 

feltételezhetően kiváltott TEER- és az oxidatív stresszre gyakorolt hatását az 

együttkezelés során. Valamint megfigyelhető-e a fermentált búzacsíra kivonat 

jótékony hatása 24 órás regenerációs fázist követően. 
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A doktori munkám során az alábbi kísérleteket végeztem el a két sejtvonalon. Minden 

vizsgálatnál törekedtünk legalább 3 párhuzamos mérés kivitelezésére (1. táblázat). 

1. táblázat: A doktori munkához felhasznált kísérletek elrendezései. DON: deoxinivalenol, DT2: DON 

és T-2 toxin keveréke, Que: kvercetin, RA: rozmaringsav, FBCSK: fermentált búzacsíra kivonat, 

TEER: transzepiteliális elektromos ellenállás, H2O2: hidrogén-peroxid, ROS: reaktív oxigén gyökök, IL-

6/IL-8: interleukin-6/interleukin-8, n: minta elemszám 

Sejtvonal HIEC-6 IPEC-J2 

Kísérleti elrendezés 24 óra inkubáció 

előkezelés:  
24 óra Que + 1 

óra DON 
együttkezelés: 
1 óra Que + 

DON 

24 óra RA + 
48 és 72 óra 
DON, T-2, 

DT2 

24 óra kezelés + 
24 óra regeneráció 

Kezelési idő és a 
használt mikotoxin 

koncentrációja 

24 óra 
1 μM DON, 

5 nM T-2 toxin 
DT2: 1 μM DON 

+ 
5 nM T-2 toxin 

1 óra 
1 μM DON 

− 
− 

48 és 72 óra 
1 μM DON, 
5 nM T-2, 
DT2: 1 μM 

DON + 
5 nM T-2 toxin 

24 óra 
8 μM DON, 
5 nM T-2, 

− 

Kezelési idő és a 
használt védő hatású 
anyag koncentrációja 

− 

előkezelés:  
24 óra 20 μM 

Que 
együttkezelés:  
1 óra 20 μM 

Que 

24 óra  
50 μM RA 

24 óra  
1% és 2% FBCSK 

Sejtéletképesség: 
MTS 

96-lyukú edény 
(n =9) 

− − 
96-lyukú edény 

(n =8) 

Sejtéletképesség: 
Neutrál Vörös festés 

− 
96-lyukú edény 

(DON n =8) 
(Que n =5) 

96-lyukú 
edény 
(n =8) 

− 

Sejtréteg integritás: 
(TEER) 

− 

6-lyukú inzertet 
tartalmazó 

edény 
(n =6) 

6-lyukú 
inzertet 

tartalmazó 
edény 
(n =9) 

6-lyukú inzertet 
tartalmazó edény 

(n =9) 

Extracelluláris H2O2: 
(Amplex Red) 

96-lyukú edény 
(n =8) 

96-lyukú edény 
(n =8) 

96-lyukú 
edény 
(n =8) 

96-lyukú edény 
(n =8) 

Intracelluláris ROS: 
(DCFH-DA) 

24-lyukú inzertet 
tartalmazó edény 

(n =10) 

6-lyukú inzertet 
tartalmazó 

edény 
(n =8) 

− 
6-lyukú inzertet 

tartalmazó edény 
(n =6) 

IL-6 és IL-8 (ELISA Kit) 
96-lyukú edény 

IL-6 (n =8) 
IL-8 (n =6) 

− 

96-lyukú 
edény 

(IL-6 n =10)  
(IL-8 n =10) 

− 

Klaudin-1 és okkludin  
(Immunfluoreszcens 

festés) 

24-lyukú inzertet 
tartalmazó edény 

inzertjén 

− 

6-lyukú 
inzertet 

tartalmazó 
edény 

inzertjén 

− 

Klaudin-1 és okkludin 
(ELISA Kit) 

96-lyukú edény 
Klaudin-1 (n =4)  
Okkludin (n =4) 

− − − 
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A HIEC-6 és IPEC-J2 sejtekkel végzett kísérletekben a sejtéletképesség vizsgálatot 

megelőzően megállapítottuk a fagyasztásból felvett sejtek életképességét tripánkék oldattal 

való festéssel. HIEC-6 sejteket ezt követően 96-lyukú edényre ültettük ki a sejteket  

2 x 104 sejt/ml mennyiségben és 48 óra tenyésztést követően hozzáadtuk a vizsgált 

mikotoxin koncentrációkat 24 órás inkubációs időt alkalmazva (n =9). Az eredmények alapján 

a további kísérletekben az 1 μM DON, az 5 nM T-2 toxin és a 1 μM DON + 5 nM T-2 toxin 

(DT2) koncentrációkat alkalmaztuk. A HIEC-6 sejteken ezt követően 24-lyukú inzertekre 

ültettük ki 2 x 104 sejt/ml, majd 48 óra letapadást követően a sejtekhez adtuk a 

kezelőoldatokat és 24 órán keresztül inkubáltuk a sejteket. A kezelési idő letelte után mintát 

vettünk a sejtek sejtmentes felülúszójából, hogy később azokat felhasználhassuk az 

extracelluláris H2O2 és a gyulladásos citokinek (IL-6 és IL-8) koncentrációinak 

meghatározásához. A sejtmentes felülúszóban lévő H2O2 meghatározásához 96-lyukú 

edényt és az Amplex Red Hydrogen Peroxidase Assay Kit-et (n =8), az IL-6 és IL-8 

koncentrációk meghatározásához specifikus szendvics ELISA Kit-eket (IL-6: n =8, IL-8 n =6) 

használtunk. A sejteket ezt követően PBS-sel mostuk és DCFH-DA festéket adtunk a 

sejtekhez, hogy megállapíthassuk a sejten belüli ROS-ok mennyiségét (n =10), valamint 

immunfluoreszcens festést kezdtünk a sejteken a szoros sejtkapcsoló struktúrákban található 

klaudin-1 és okkludin detektálhatóvá tételére. Tripszin segítségével eltávolítottuk a HIEC-6 

sejteket az inzert felületéről és a centrifugálással történő feltárást követően specifikus ELISA 

Kit segítségével meghatároztuk a klaudin-1 és okkludin koncentrációját (mindkét fehérje 

esetében n =4). 

Az IPEC-J2 sejtek életképességét tripánkék oldattal történő festéssel állapítottam 

meg, majd vizsgáltam a kvercetin és a DON hatását. A DON (n =8) és kvercetin (n =5) 

citotoxikus koncentrációit Neutrál Vörös festéssel állapítottuk meg 24 óra kezelést követően. 

A további vizsgálatokat 20 μM kvercetin és 1 μM DON kezelésekkel végeztük, két 

elrendezésben, minden kísérletben 6-lyukú inzerten tenyésztve, melynek 4,67 cm2 területére 

1 x 106 sejt/ml mennyiségben ültettük ki a sejteket, (I) 24 óra kvercetin előkezelést követően 

1 órán keresztül inkubáltuk a sejteket DON-nal vagy (II) 24 órás kontroll kezelés után együtt 

adtuk a sejtekhez a kvercetin és a DON kezelőoldatot 1 órán keresztül. Vizsgáltuk a sejtréteg 

integritást TEER módszerrel a kezelőoldatok hozzáadása előtt (0 h), 24 órát követően (24 h) 

és a további egy órás DON-nal történő inkubálás után (25 h) (n =6). A 25 óra 

időintervallumnál történt mintavétel a sejtmentes felülúszóból a további extracelluláris H2O2 

koncentráció (Amplex Red) (n =8) változásának megállapításához. Ezt követően mostuk a 

sejteket és hozzáadtuk a DCFH-DA oldatot, hogy a feltárást követően megmérhessük az 

intracelluláris ROS-ok mennyiségét (n =8). 

Szintén IPEC-J2 sejteken vizsgáltuk a rozmaringsav védő hatását a DON, a T-2 toxin 

és a kettő kombinációjából álló DT2 toxin által indukált negatív hatásokkal szemben. Minden 
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kísérletet 6-lyukú sejttenyésztő edényen végeztünk. A sejtéletképességet Neutral Red 

festékkel elemeztük (n =8) és az eredmények alapján 1 μM DON, 5 nM T-2 toxin, 1 μM DON 

és 5 nM T-2 keverékét (DT2) és az előkezeléshez 50 μM rozmaringsav koncentrációt 

választottunk ki a további vizsgálatokhoz. A kísérleti elrendezésben 24 óráig adtuk az egyik, 

később DT2 csoportnak a rozmaringsavat, ezt követően hozzáadtuk az IPEC-J2 sejtekhez a 

különböző mikotoxin kezelőoldatokat. A TEER értékek alapján indítottuk el a kezeléseket, a 

24 óráig tartó rozmaringsav előkezelés megelőzte a kísérleti eredményekben feltüntetett 

kísérleti kezdőpontot jelölő 0. órát. Megmértük a sejtréteg integritás változását 48 és 72 

órával a mikotoxin kezelőoldatok rárakása után (n =9). Mind a két kezelési időt követően 

mintát vettünk a sejtmentes felülúszóból a későbbi extracelluláris H2O2 (n =8), valamint az  

IL-6 és IL-8 ELISA Kitekkel történő (n =10) koncentrációk meghatározásához. A sejteket 

mosás után fixáltuk a membránon, majd immunfluoreszcens festéssel kívántuk láthatóvá 

tenni a klaudin-1 és okkludin membránban történő elhelyezkedését a kezeléseket követő 72 

óra után. 

A fermentált búzacsíra kivonat hatását kombinációban vizsgáltam DON és T-2 

toxinnal. Az IPEC-J2 sejtek éleképességét MTS módszerrel határoztam meg, melyet  

96-lyukú edényben végeztünk (n =8). A kísérletben 8 μM DON, 5 nM T-2 toxin, valamint 1% 

és 2% fermentált búzacsíra kivonat kezelőoldatok hatását állapítottuk meg 6-lyukú 

tenyésztőedényben. A kísérleti elrendezésben 24 óráig inkubáltuk a sejteket a 

kezelőoldatokkal, majd ezt követően további 24 óráig kontroll kezelést kapott minden 

kezelési csoport. A TEER értékeket megmértük a kísérlet megkezdése előtt (0 h), a 24 óra 

kezelést követően (24 h) és a regeneráció végén (48 h) (n =9). Mindkét időintervallum után 

mintát vettünk az extracelluláris térből, hogy megállapítsuk benne a H2O2 koncentrációt  

(n =8), majd ezt követően mostuk a sejteket és DCFH-DA festék hozzáadásával az IPEC-J2 

sejtek intracelluláris ROS-ok szintjét határoztuk meg (n =6). 
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5. Anyag és módszer 

5.1. A HIEC-6 és az IPEC-J2 sejtvonal tenyésztése 

A HIEC-6 sejteket kereskedelmi forgalomból szereztük be (CLR-3266, American 

Type Culture Collection, ATCC®, Manassas, VA, USA), míg az IPEC-J2 sejtvonalat a 

Gyógyszertani és Méregtani Tanszék ajándékba kapta Dr. Jody Gookintól (College of 

Veterinary Medicine, North Carolina State University, Raleigh, NC, USA). Mind a két 

sejtvonal sejtjeit Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium és Ham’s F-12 Nutrient Mixture 1:1 

keverékében (DMEM/F12) (Merck, Darmstadt, Németország), 75 cm2-es, szűrőt tartalmazó 

csavaros kupakkal zárható sejttenyésztő flaskákban (Orange Scientific, Braine-l'Alleud, 

Belgium) növesztettük és tartottuk fent. A tápközeget kiegészítettük 5% fötális borjú 

szérummal (FBS), 5 µg/mL inzulin, 5 µg/mL transzferrin, 5 ng/mL szelén keverékével (ITS),  

5 ng/mL egér epidermális növekedési faktorral (EGF) és 1% penicillin-sztreptomicin oldattal 

(utóbbiak Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). A HIEC-6 sejteket azonnal 

felhasználtuk a kísérletekben a fagyasztásból történő felvétel után, míg az IPEC-J2 sejtek 

esetében 42-48 passzázs szám közötti sejtekkel dolgoztunk. 

A két sejtvonalnál megegyeztek a fenntartási körülmények, vagyis a sejteket  

37 °C-on, 5% CO2 tartalmú inkubátorban (Heracell 150i) tartottuk és kétnaponta cseréltük a 

tápfolyadékot a sejteken.  

5.2. Sejtéletképesség-vizsgálatok  

5.2.1. Tripánkék oldattal való detektálás 

A tripánkék festékkel az életképes sejtek nem festődnek meg, azonban kék színűvé 

változnak a károsodott vagy elhalt sejtek sejtmagjai és a citoplazmájuk is.  

A HIEC-6 és IPEC-J2 sejtek életképességét, fagyasztásból felvétel után, illetve 

kísérleteket megelőzően a sejtkiültetéskor, tripánkék festéssel ellenőriztük. A festéket  

10-szeresére hígítottuk DMEM/F12 hozzáadásával, majd ebből az oldatból 200 µl-t 

hozzáadtunk 200 µl sejtszuszpenzióhoz. Ezután egy Bürker kamra segítségével 

megvizsgáltuk a sejtek morfológiáját és elvégeztük a sejtszámlálást is inverz fázis kontraszt 

mikroszkóp alatt (Olympus CKX41). A sejteket felhasználtuk a kísérleteinkben, ha az élő 

sejtek aránya az összes sejthez viszonyítva 90% vagy magasabb volt. Az itt leírt módon 

végeztük el a sejtkiültetések előtt a sejtszámlálást is. 

5.2.2. MTS módszerrel történő sejtéletképesség vizsgálat 

Az MTS módszer egy kolorimetrikus vizsgálat, melyben a festék az MTS  

(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboxi-metoxifenil)-2-(4-szulfo-fenil)-2H-tetrazólium) (Berridge 

et al., 2005). A sejtek életképességét az alapján határozza meg, hogy az életképes sejtek 
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redukálják a tetrazolium festéket (itt MTS) a celluláris NADPH-függő oxidoreduktáz enzim 

hatására. A formazán képződése fenazin-metoszulfát jelenlétében történik, amely egy 

közbenső elektron akceptor, ez elektronokat továbbít a NADH-ból a tetrazoliumfesték 

redukciójához, és így oldott formájú formazántermék képződik. A keletkező formazán 

mennyisége arányos lesz az élő sejtek számával.  

A kísérletek során alkalmazott különböző kezelőoldatokat eltávolítottuk, majd a 

sejteket háromszor mostuk PBS-sel. Ezt követően a 96-os plate lyukaiba 100 µl DMEM/F12 

és 20 µl CellTiter96 vizes oldat (Promega, Bioscience, Magyarország) keverékét mértünk a 

sejtekre sötétben a festék fényérzékenysége miatt. A festékkel együtt egy órán át inkubáltuk 

a sejteket 37 °C-on, 5% CO2 jelenlétében. A sejtek által átalakított formazán abszorbanciáját 

490 nm hullámhosszon mértük EZ Read Biochrom 400 microplate olvasóval (Biochrom Ltd, 

Egyesült Királyság). 

5.2.3. Neutrálvörös sejthalál mérés 

A neutrálvörös (Neutral Red, NR) egy indikátorfesték, amely a savas kémhatású 

lizoszómákban halmozódik fel (Repetto et al., 2008). 

A különböző kezelések tápfolyadékait eltávolítottuk, majd átmostuk a sejteket 

háromszor PBS-el. Ezután a sejteket 50 mg/ml neutrálvörös festéket tartalmazó DMEM/F12 

médiummal inkubáltuk 37 °C-on, 5% CO2 tartalom mellett, 2 órán keresztül. Az inkubációs 

idő letelte után PBS-el mostuk a sejteket, majd feltártuk őket 96% etanol, ionizált víz és 

jégecet oldattal (50:49:1 arányban). Ezt követően az abszorbanciát 540 nm hosszon mértük 

meg, ELISA Plate Reader (EZ Read Biochrom 400, Cambridge, Egyesült Királyság) 

segítségével. 

5.3. Reagensek 

A vizsgálatokhoz használt két mikotoxint, a DON-t (D0156) és a T-2 toxint (T4887) a 

Merck-től szereztük be (Darmstadt, Németország). A DON-t először acetonitrilben, a T-2 

toxint PBS-ben oldottuk fel 1 mM koncentrációban, majd ezekből a törzsoldatokból a 

munkaoldatokat fenolvörös indikátort nem tartalmazó DMEM/F12 tápközegbe (Merck, 

Darmstadt, Németország) készítettük el. 

A kvercetintt és a rozmaringsavat (Merck, Darmstadt, Németország) porból oldottuk 

be DMSO és fenolvörös-mentes DMEM/F12 segítségével, úgy, hogy a DMSO koncentrációja 

a munkaoldatokban kevesebb volt, mint 0,5% (v/v).  

A fermentált búzacsírából (Immunovet®, Magyarország) először törzsoldatot 

készítettünk 1 g szilárd halmazállapotú terméket oldottunk fel 10 ml desztillált vízben, melyet 

kétszer négybe hajtott gézlapon szűrtünk le kétszer. Ezt követően 0,22 μm átmérőjű steril 

szűrőn sterilizáltuk az oldatot, majd ebből a 10% kivonatból készítettük el az 1% és 2% 
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munkaoldatokat, amikhez fenolvörös-mentes DMEM/F12 tápközeget használtunk. A 

kísérletekben 1% és 2% koncentrációjú fermentált búzacsíra kivonat munkaoldatokat 

alkalmaztuk, amelyeket korábbi tanszéki eredmények alapján alkalmaztunk a kísérletben 

(Karancsi et al., 2020). A kísérletekben az ismételt oldatbeoldást ugyanabból a sarzsból 

származó termék felhasználásával végeztük. 

Az elkészült oldatok pH értékét beállítottuk 7,2 értékre mikroprocesszorral ellátott pH 

mérővel (pH 3000 WRW, Weilheim, Németország). Mielőtt a sejtekhez adtuk volna, az 

oldatokat 0,22 mm pórusátmérőjű, steril szűrőn keresztül átnyomva sterilizáltuk (Millipore, 

Merck, Darmstadt, Németország).  

5.4. Sejtek kiültetése 

A sejteket a kísérleti elrendezéstől függően vagy 96 lyukat tartalmazó tenyésztőedényre 

(plate-re) (Corning®, Merck, Darmstadt, Németország) vagy 6-lyukú, illetve 24-lyukú inzertes 

plate-re ültettük ki (Corning® Costar® Transwell® Merck, Darmstadt, Németország).  

Az inzertek alkalmazása lehetőséget biztosít a sejtek apikális és bazolaterális kezelésére, 

kivitelezhetők a TEER mérések és lehetőséget ad az elkülönített mintavételekre (9. ábra).  

Az inzert egy membrán, melyen pórusok találhatók, így a membrán felett és alatt folyadéktér 

keveredhet, ha a tenyészet nem konfluens. A TEER mérő az inzerten kialakított réseken tud 

a bazolaterális kompartmentbe merülni, míg a rövidebb szára a TEER mérőnek nem ér 

hozzá a membránon lévő sejtekhez. 

 

9. ábra: A képen egy 6-lyukú tenyésztőedény látható az inzerttel és a TEER mérő sematikus ábrája. 

Az MTS sejtéletképesség vizsgálatokban 96-os tenyésztőedényt használtunk, amely 

lyukanként 0,32 cm2 területtel rendelkezik és melyre a sejteket 2 x 104 sejt/ml denzitásban 

ültettük ki. A 12 db inzertet tartalmazó 24-lyukú tenyésztőedény (CLS3470, Corning® 

Costar® Transwell®, Merck, Németország) sejtek letapadását segítő területe 0,33 cm2, 

inzertenként 2 x 104 sejt/ml ültettünk ki. Ezt a tenyésztőedényt egyedül a HIEC-6 sejtekkel 

végzett kísérletben alkalmaztuk. Az IPEC-J2 sejtekkel végzett kísérletekben 6-lyukú inzertet 

tartalmazó edényt (CLS3450 Corning® Costar® Transwell®, Merck, Németország) 

alkalmaztunk, melynek a sejttenyésztésre alkalmas területe 4,67 cm2, ahová lyukanként  

1 x 106 sejt/ml ültettünk ki a kísérleteket megelőzően. A kísérletek megkezdése előtt a  
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HIEC-6 és IPEC-J2 sejteket 48 óráig inkubáltuk, hogy letapadhassanak az inzertek 

felületére.  

IPEC-J2 sejtekkel végzett kísérletek esetében, további 5 vagy 10 napig tenyésztettük az 

inzerteken, attól függően, hogy melyik védő hatású anyag hatását vizsgáltam. A fermentált 

búzacsíra kivonat esetében a 2 napig tartó letapadást követően 5 nappal kezdtem meg a 

kísérletet, míg a kvercetinnel és rozmaringsavval történő előkezeléseknél 10 napig 

tenyésztettük a sejteket az inzert membránján.  

5.5. Sejtréteg integritás vizsgálata TEER méréssel 

Az IPEC-J2 az inzertre történő kiültetéstől számított 10. napon elérték a 1000 Ω x cm2 

körüli értéket Az inzertek használatával három mérést lehet végrehajtani egy kezeléshez 

tartozó well-ben (9. ábra). Annak érdekében, hogy a TEER mérések összehasonlíthatóak 

legyenek a különböző kísérleti beállítások között, az elektromos ellenállást a területre 

normalizáljuk, megszorozva az ellenállást a membrán területével (Ω x cm2). A méréseket 

EVOM Epithelial Tissue Volt/ Ohmmeter (World Precision Instruments, Sarasota, FL, USA) 

és STX-2 elektródok segítségével végeztük. 

5.6. Oxidatív állapot változásának nyomon követése 

5.6.1. H2O2 mennyiségi mérése extracellulárisan Amplex Red reagenssel 

Az Amplex Red (10-acetil-3,7-dihidroxifenoxazin) egy nem-fluorogén, színtelen 

vegyület, amely segítségével mérni lehet a H2O2 mennyiségét biológiai rendszerekben 

(Dębski et al., 2016). A detektálás tormaperoxidáz által katalizált oxidáción alapszik, mely 

során az Amplex Red-ből fluoreszcens rezorufin keletkezik, amely 1:1 sztöchiometrikus 

arányban reagál felülúszóban (extracellulárisan) található H2O2 molekulákkal. 

A kísérleteinkben az Amplex Red Hydrogen Peroxidase Assay Kit-et (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, USA) használtuk. Az előírt módon előállítottuk a munkaoldatot, 

majd a kezelések utáni PBS mosást követően a sejtekhez pipettáztuk az Amplex Red-et és 

tormaperoxidázt tartalmazó reakció puffert. Az inkubációs idő leteltével a mintákat 560 nm 

excitációs és 590 nm emissziós hullámhosszon olvastuk le a fluoriméter (Victor X2 2030, 

Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) segítségével. 

5.6.2. Intracelluláris ROS detektálása DCFH-DA módszer segítségével 

A sejten belüli ROS mennyiségét a DCFH-DA (2,7-dikloro-dihidro-fluoreszcein 

diacetát), nem-fluoreszcens molekula segítségével határozhatjuk meg (Pavelescu, 2015).  

A DCFH-DA diffúzióval átjut a membránon keresztül a sejtbe, ahol észteráz enzimek 

hidrolizálják DCF-H2 molekulává, amelyet a ROS molekulák oxidálnak és keletkezik a 

fluoreszcens DCF. A sejtekhez adott 10 μM DCFH-DA után detektálható fluoreszcencia 

egyenesen arányos a sejten belüli ROS mennyiségével.  
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A különböző kezelőoldatok eltávolítása után PBS mosást követően a sejtekhez 

hozzáadtuk a 20 μM DCFH-DA festéket és sötét helyen 30 percig inkubáltuk azokat. Ezt 

követően a sejteket PBS-el mostuk, és 1% Triton X oldattal kezeltük 3 percen keresztül.  

A fluoreszcencia intenzitást fluoriméter (Victor X2 2030, Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) 

segítségével olvastuk le 488 nm excitációs és 525 nm emissziós hullámhosszon. 

5.7. Az IL-6 és IL-8 gyulladásos citokinek vizsgálata 

A kezeléseket követően mindkét kompartmentből mintákat vettünk. Ezeket 

használtuk fel az IL-6 és IL-8 koncentrációk meghatározásához ELISA módszer 

segítségével. A HIEC-6 és az IPEC-J2 sejteknél fajspecifikus ELISA Kit-ek segítségével 

határoztuk meg, a gyártó utasításait követve, mind a két citokin koncentrációját. A HIEC-6 

mintáknál az IL-6 és IL-8 szendvics ELISA kiteket a Mercktől szereztük be, az IPEC-J2 

minták esetében IL-6 (Aviva System Biology, San Diego, USA) és IL-8 (Merck, Darmstadt, 

Németország) kiteket használtunk. 

5.8. Klaudin-1 és okkludin lokalizációjának és koncentrációjának meghatározása 

A kezeléseket követően a munkaoldatokat eltávolítottuk a sejtekről és 3 x mostuk 

PBS oldattal. Ezután a sejteket fixáltuk a membráninzerten 100% metanolban (Merck, 

Darmstadt, Németország). Ezt követően 5% szarvasmarha szérum albumin (BSA, Merck, 

Darmstadt, Németország) oldattal blokkoltuk a sejteket, szobahőmérsékleten. Az elsődleges 

antitestet (anti-klaudin-1 poliklonális elsődleges ellenanyag, Invitrogen, Molecular Probes, 

Carlsbad, CA, USA vagy anti-occludin nyúl poliklonális ellenanyag, Merck, Darmstadt, 

Németország) szintén 5% BSA oldatba oldottuk fel (1:200) és inkubáltuk vele a sejteket 1 

órán keresztül, szobahőmérsékleten. Ezután másodlagos ellenanyaggal lettek jelölve a 

sejtek, Alexa Fluor 546 festékkel konjugálva (Invitrogen, Molecular Probes, Carlsbad, CA, 

USA) anti-nyúl IgG PBS-ben feloldva (1:200). 

A sejtmembránban megtalálható sziálsav származékokat Alexa Fluor 488 festékkel 

konjugált búzacsíra agglutinnal (WGA Alexa Fluor 488, Invitrogen, Molecular Probes, 

Carlsbad, CA, USA) festettük meg (1:200), szobahőmérsékleten 10 percig.  

A sejtmagokat 4’,6-diamino-2-fenilindollal (DAPI) festettük meg. A DAPI-t PBS-ben 

oldottuk fel (1:500) és 10 percig, szobahőmérsékleten inkubáltuk a sejtekkel. A festési 

lépések között 3 x 5 percig PBS oldattal mostuk a sejteket.  

A festést követően az inzerteket tárgylemezre helyeztük és fluoreszcens 

rögzítőfolyadékkal (Dako, Agilent Technologies, Glostrup, Dánia) fixáltuk egy fedőlemezzel. 

A mintákat konfokális mikroszkóppal elemeztük ki, 63 x nagyításban. Zeiss LSM 710 

Confocal Microscope (Oberkochen, Németország) vagy Leica SP2 Confocal Microscope 

(Wetzlar, Németország) segítségével. 
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A TJ fehérjék mennyiségét fajspecifikus szendvics ELISA módszerrel határoztuk meg 

a HIEC-6 kísérleteknél. A humán klaudin-1 szendvics ELISA Kit-et (Cloud-Clone Corp., 

Wuhan, Kína) és okkludin szendvics ELISA Kit-et (Elabscience, Central European 

Biosystems, Budapest, Magyarország) használtunk. A kezeléseket követően a sejteket 

0,25% tripszin oldattal szedtük fel a membrán felületéről és gyűjtöttük össze. 1000 x g, 5 °C, 

5 percig centrifugáltuk és a kapott sejtszuszpenziót hűtött PBS-ben vettük fel oldatba. Ezt 

követően tovább centrifugáltuk 1500 x g, 5 °C-on 10 percig. A sejtmentes felülúszót 

összegyűjtöttük és a gyártó utasításai szerint elvégeztük az ELISA vizsgálatot, majd 450 nm 

hullámhosszon leolvastuk az eredményeket fluoriméterrel (Victor X2 2030, Perkin Elmer, 

Waltham, MA, USA). 

5.9. Statisztikai elemzés 

Az eredmények statisztikai elemzéséhez az R2.14.2 szoftver került alkalmazásra 

(https://cran.r-project.org/doc/FAQ/R-FAQ.html). Szignifikánsnak tekintettük az eredmények 

közti különbségeket, ha a p <0,05. A vizsgált csoportok közötti különbségek megállapítására 

egytényezős varianciaanalízist (one-way ANOVA) és post-hoc Tukey tesztet végeztünk.  

A kontroll és a kezelt csoportok között mért szignifikáns eltéréseket csillagokkal (*p <0,05; 

**p <0,01; ***p <0,001), míg a csoportok egymáshoz viszonyított szignifikáns különbségeit 

vonalakon feltüntett p értékkel jelöltük. Ha egy ábrán több kezelési idő került feltüntetésre, 

akkor az egy inkubációs időhöz tartozó csoportok közötti eltérések hasonló színű vonalon 

lettek ábrázolva. A kísérletek során mért adatok ábrázolása átlag ± szórásként (SD) történt. 
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6. Eredmények 

6.1. HIEC-6 sejtekkel végzett kísérletek 

6.1.1. HIEC-6 sejtek mikotoxinokkal történő inkubációja 

6.1.1.1. A DON és a T-2 toxin különálló és együttes hatása a sejtéletképességre 

A DON, a T-2 és a DT2 toxinok citotoxikus hatását HIEC-6 sejteken 24 órás kezelési 

idővel vizsgáltuk MTS módszerrel (10. ábra). A DON hatását 0–20 µM közötti, míg a T-2 

toxin hatását 0–50 nM közötti koncentráció tartományban teszteltük. A DT2 esetében az 

alábbi koncentráció párosításokat alkalmaztuk a sejteken: 0,5 µM DON + 1 nM T-2; 0,5 µM 

DON + 5 nM T-2; 1 µM DON + 1 nM T-2; 1 µM DON + 5 nM T-2; 5 µM DON + 10 nM T-2; 20 

µM DON + 50 nM T-2. Szignifikáns MTS abszorbancia csökkenés volt megfigyelhető 5 és 20 

µM DON koncentrációknál (mindkettő esetében p <0,001). 10 és 50 nM koncentrációjú T-2 

toxin kezeléseket követően csökkentek az MTS abszorbancia értékek (mindkettőnél  

p <0,001). A DT2 koncentráció párosítások közül az 5 µM DON + 10 nM T-2 és a 20 µM 

DON + 50 nM T-2 kezelések citotoxikusnak bizonyultak 24 óra inkubációs idő elteltével 

(mindkét esetben p <0,001). 

 

10. ábra: A deoxinivalenol (DON), a T-2 toxin és a kettő keverékének (DT2) sejtéletképességre 

gyakorolt hatása HIEC-6 sejteknél 24 óra inkubálás után, MTS módszerrel vizsgáltuk. a) A DON 

hatását 0,5–20 μM koncentráció tartományban adtuk a sejtekhez. b) A T-2 toxin esetében 1–50 nM 

koncentrációk hatását néztük. c) A DT2 kombinációs kezeléseknél az alábbi koncentráció párosítások 

hatását vizsgáltuk: 0,5 µM DON + 1 nM T-2; 0,5 µM DON + 5 nM T-2; 1 µM DON + 1 nM T-2; 1 µM 

DON + 5 nM T-2; 5 µM DON + 10 nM T-2; 20 µM DON + 50 nM T-2. A kontroll értékektől való jelentős 

mértékű eltéréseket csillagokkal jelöltük: ***p <0,001. A diagram adatait relatív értékek átlag ± 

szórásként (SD) (n =9) tüntettük fel, ahol 1-nek tekintettük a kontroll értéket. 
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6.1.1.2. Extracelluláris H2O2 koncentráció változása a DON, a T-2 toxin és a DT2 

expozíció után 

A HIEC-6 sejtek sejtmentes felülúszójában lévő H2O2 koncentráció változását 

megmértük 24 órával az 1 µM DON, az 5 nM T-2 toxin és DT2 (1 µM DON + 5 nM T-2) 

kezelés után (11. ábra). Az eredmények azt mutatták, hogy a kontroll kezeléshez képest az 1 

µM DON (p =0,0063), az 5 nM T-2 toxin expozició (p =0,0318) és a DT2 kezelés (1 µM DON 

+ 5 nM T-2) szintén szignifikánsan növekedést eredményezett a H2O2 extracelluláris 

mennyiségében (p =0,0068) a kontroll csoporthoz viszonyítva. A DON és T-2 toxin 

kezeléssel összevetve a DT2-vel történő inkubáció nem mutatott számottevő eltérést a H2O2 

koncentrációjára nézve (DON: p =1,000; T-2: p =0,8938). 

 

11. ábra: Az extracelluláris H2O2 koncentráció változása 24 óráig tartó 1 µM deoxinivalenol (DON), 5 

nM T-2 toxin és DT2 (1 µM DON + 5 nM T-2) kezelésekkel végzett inkubáció után, a HIEC-6 sejtek 

felülúszójában mérve. A kontroll értékekhez viszonyított eltéréseket csillagokkal: *p <0,05; **p <0,01, a 

vizsgált csoportok közötti különbségeket a vonalon feltüntetett p értékekkel jelöltük. A diagram adatai 

átlag ± szórásként (SD) (n =8) lettek feltüntetve. 

6.1.1.3. Intracelluláris ROS mennyiségi meghatározása DCFH-DA módszerrel 

A HIEC-6 sejtek intracelluláris ROS mennyiségének változását mértük 24 óra 1 µM 

DON, 5 nM T-2 toxin és DT2 (1 µM DON + 5 nM T-2) expozíció után (12. ábra). A DCFH-DA 

festést követően a sejtmentes felülúszóból detektálható fluoreszcencia intenzitás alkalmas a 

ROS mennyiségi változásának meghatározására a kezelések után. Az 1 µM DON, az 5 nM 

T-2 toxin és a DT2 (1 µM DON + 5 nM T-2) is szignifikánsan megemelte a ROS mennyiségi 

értékével korreláló fluoreszcencia értékeket a kontroll adatokhoz képest (DON: p =0,0134;  

T-2: p =0,0272; DT2: p =0,0112). A DON és a T-2 kezelés nem mutatott jelentős eltérést a 

DT2 expozíciónak kitett sejtek értékeihez viszonyítva (DON: p =0,9997; T-2: p =0,9547). 
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12. ábra: Az intracelluláris ROS mennyiségével arányos fluoreszcencia intenzitás változását 

meghatároztuk az 1 µM deoxinivalenol (DON), az 5 nM T-2 toxin és a DT2 (1 µM DON + 5 nM T-2) 

toxinokkal történő 24 órás inkubációt követően, HIEC-6 sejtekben. A kontroll értékhez képesti eltérést 

csillagokkal jelöltük: *p <0,05, a csoportok közötti különbségek a vonal felett lévő p értékekkel lettek 

feltüntetve. A diagram adatai átlag ± szórásként (SD) (n =10) lettek feltüntetve. 

6.1.1.4. A DON, a T-2 toxin és a DT2 kezelés hatása az IL-6 és IL-8 gyulladásos 

citokinek koncentrációjára 

A HIEC-6 sejtek 1 µM DON-nal, 5 nM T-2 toxinnal és DT2-vel (1 µM DON + 5 nM  

T-2) történő kezelését követő IL-6 és IL-8 koncentráció változás mérését szendvics ELISA 

módszerrel a sejtmentes felülúszóból 24 óra inkubáció után végeztük (13. ábra).  

Az IL-6 koncentrációja számottevően nőtt a kontroll értékekhez képest az 1 µM DON, 

az 5 nM T-2 toxin és a DT2 kezelések után (mindegyik esetben p <0,001). Összehasonlítva 

a kezelési csoportokat, a DT2-vel inkubált HIEC-6 sejteknél jelentősen magasabb volt az  

IL-6 citokin koncentrációja, mint az önmagában adott DON és T-2 toxin esetében (p <0,001). 

Szignifikáns eltérés volt tapasztalható az 1 µM DON és az 5 nM T-2 toxin kezelések között is 

(p <0,001). 

Az IL-8 koncentrációja szignifikánsan mértékben megemelkedett az 1 µM DON, az  

5 nM T-2 és a DT2 (1 µM DON + 5 nM T-2) kezelések hatására (DON: p =0,0022; T-2:  

p =0,0059; DT2: p <0,001) a kontroll kezelést kapott sejteknél mért koncentrációhoz képest. 

A DON és a DT2 által kiváltott IL-8 koncentráció emelkedés között nincs különbség  

(p =0,0800). Ezzel szemben a T-2 toxin kezeléssel összehasonlítva, a DT2 hatására jelentős 

mértékben nőtt az IL-8 koncentráció (p =0,0362). 
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13. ábra: Az IL-6 és IL-8 citokinek koncentráció változása HIEC-6 sejteknél, az 1 µM deoxinivalenol 

(DON), az 5 nM T-2 toxin és a DT2 (1 µM DON + 5 nM T-2) kezelések hatására, 24 óra inkubáció 

után. A sejtmentes felülúszóban található gyulladásos citokinek koncentrációját humán szendvics 

ELISA kit segítségével határoztuk meg. Az IL-6 (a) és az IL-8 (b) koncentrációjának változása. A 

kontroll értékektől való különbségeket csillagokkal: **p <0,01; ***p <0,001; míg a kezelési csoportok 

közötti eltéréseket a p értékek feltüntetésével jelöltük. A diagram adatai átlag ± szórásként (SD) (IL-6: 

n =8, IL-8: n =6) kerültek bemutatásra.  

6.1.1.5. A klaudin-1 fehérje lokalizációjának vizsgálata és mennyiségi 

meghatározása 

Az 1 µM DON, 5 nM T-2 toxin és DT2 (1 µM DON + 5 nM T-2) kezelést követően a 

HIEC-6 sejteket immunfluoreszcens festékkel (klaudin-1 – Alexa Fluor 546, sejtmag – DAPI, 

sejtmembránban található sziálsavak – WGA, Alexa Fluor 488) festettük, így a klaudin-1 

elhelyezkedése láthatóvá vált a sejtmembránjában, valamint a sejtek feltárását követően, 

szendvics ELISA módszerrel meghatározásra került a klaudin-1 koncentrációja is (14. ábra). 

A konfokális mikroszkóppal készült képek azt mutatják, hogy a kontrollhoz képest mindegyik 

vizsgált mikotoxinnal történő kezelés mérsékelte a klaudin-1 fehérje expresszióját a 

sejtmembránban. A DON, a T-2 toxin és a DT2 kezelésnél is csökkent a klaudin-1 fehérje 

membránbeli jelenléte. A szendvics ELISA módszer alátámasztotta a felvételeken látottakat, 

vagyis a klaudin-1 koncentrációja számottevően csökkent minden mikotoxin kezelés 

hatására a kontroll értékekhez képest (mindegyik esetben p <0,001). Szignifikáns különbség 

volt az 1 µM DON és a DT2 kezelés között (p =0,0391), míg T-2 toxinnal összehasonlítva 

nem volt számottevő különbség kimutatható (p =0,3534). 
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14. ábra: A klaudin-1 fehérje lokalizálása és mennyiségi meghatározása HIEC-6 sejtek membránjában 

24 óra inkubációt követően az 1 μM deoxinivalenol (DON), 5 nM T-2 és DT2 (1 μM DON + 5 nM T-2) 

kezelések után. Az immunfluoreszcens festést követően konfokális mikroszkóp segítségével láthatóvá 

vált a klaudin-1 elhelyezkedése a membránban. Piros színnel (Alexa Fluor 546) jelölt a klaudin-1 

fehérje. A HIEC-6 sejtek sejtmagja kékkel lett megfestve (DAPI), míg a sejtmembránban található 

sziálsavak zöld színben láthatók (WGA, Alexa Fluor 488). a,e) Kontroll kezelést kapott HIEC-6 sejtek 

(a) és a klaudin-1 TJ fehérjék (e). b,f) 1 μM DON hatása a sejt morfológiájára. c,g) A T-2 toxinnal 

történő kezelés hatása a sejtek alakjára. d,h) A DT2 által kiváltott változás a membránfehérje 

mennyiségére. A vonal 20 μm-t jelöl. i) A klaudin-1 koncentráció változása a kezelések hatására.  

A kontrollhoz viszonyított különbségeket csillagokkal jelöltük: ***p <0,001, míg a csoportok közötti 

különbséget a vonalon feltüntett p értékekkel. A diagram adatai átlag ± szórásként (SD) (n =4) lettek 

feltüntetve. 

6.1.1.6. Az okkludin fehérje lokalizációjának vizsgálata és mennyiségi 

meghatározása 

Az okkludin sejtmembránban való elhelyezkedését immunfluoreszcens festésekkel 

tettük láthatóvá kezeletlen kontroll, 1 µM DON, 5 nM T-2 toxin és DT2 (1 µM DON + 5 nM  

T-2) oldatokkal történt 24 órás inkubációt követően, illetve meghatározásra kerültek az 

okkludin koncentrációjában történt változások is szendvics ELISA módszer segítségével (15. 

ábra). A konfokális mikroszkóppal készült felvételeken látható, hogy a kezelések után az 

okkludin expressziója nem változott meg egyik mikotoxinnal történt inkubálás hatására sem. 

Az okkludin mennyiségi meghatározása alapján a mikotoxin expozíció nem befolyásolta az 

okkludin fehérje koncentrációját a kontroll értékhez viszonyítva (DON: p =0,937;  
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T-2: p =0,979; DT2: p =1,000). A csoportok között sem volt megállapítható szignifikáns 

különbség. 

 

15. ábra: Az okkludin fehérje lokalizálása és mennyiségi meghatározása a HIEC-6 sejtek 

membránjában 24 órával az 1 μM deoxinivalenollal (DON), 5 nM T-2 toxinnal és DT2-vel (1 μM DON + 

5 nM T-2) történt kezelések után. Az okkludin fehérje piros színnel (Alexa Fluor 546) lett jelölve, a 

HIEC-6 sejtek sejtmagja kékkel lett megfestve (DAPI), míg a sejtmembrán sziálsav származékai zöld 

színben láthatók (WGA, Alexa Fluor 488). a,e) Kezeletlen HIEC-6 sejtek (a) és az okkludin TJ fehérjék 

(e). b,f) 1 μM DON hatása a sejtek felépítésére (b) és az okkludin expressziós mintázatára (f).  

c,g) A T-2 toxinnal történő kezelés hatása a sejtek alakjára (c) és az okkludin jelenlétére (g). d,h) A 

DT2 kezelést követően a sejtek morfológiája (d) és az okkludin fehérje expressziós mintázata látható 

(h). A vonal 20 μm-t jelöl. i) Az okkludin koncentráció változása a mikotoxinnal történő kezeléseket 

követően. A csoportok közötti különbséget a vonalon látható p értékkel jelöltük. A diagram adatait 

átlag ± szórás (SD) (n =4) formájában kerültek feltüntetésre. 
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6.2. IPEC-J2 sejtekkel végzett kísérletek 

6.2.1. IPEC-J2 sejtek elő- és együttkezelése kvercetinnel DON-expozíció mellett  

6.2.1.1. Az IPEC-J2 sejtek életképességének meghatározása DON és kvercetin 

kezelést követően, NR módszerrel 

A DON és a kvercetin IPEC-J2 sejtek életképességére gyakorolt hatását NR 

módszerrel határoztuk meg, 24 óra inkubációt követően (16. ábra). A DON mikotoxint 0–50 

µM koncentrációban alkalmaztuk és eredményeink alapján a DON szignifikánsan 

csökkentette a sejtek NR abszorbancia értékeit 50 µM koncentrációban (p <0,001) a kontroll 

értékhez viszonyítva. A kvercetin hatását 0–100 µM koncentráció tartományban teszteltük. 

Az IPEC-J2 sejteknél mérhető abszorbancia értékek jelentősen csökkentek 75 µM és 

magasabb koncentrációjú kvercetin kezelés hatására a kontroll csoporthoz képest  

(p <0,001). 

 

16. ábra: A deoxinivalenol (DON) és a kvercetin (Que) sejtéletképességre gyakorolt hatásának a 

vizsgálata Neutral Red módszerrel, 24 órás inkubációs időt alkalmazva az IPEC-J2 sejteken. a) A 

DON 1–50 µM koncentrációban alkalmazva b) kvercetin esetében a 20–100 µM koncentráció 

tartományban mért citotoxicitás eredménye. A különbségeket a kontroll csoporthoz viszonyítva 

csillagokkal adtuk meg: ***p <0,001. A diagram adatait átlag ± szórás (SD) (DON: n =5; Que: n =8) 

formájában ábrázoltuk. 

6.2.1.2. A DON és a kvercetin hatása a sejtréteg integritásra 

A sejteket 6-os inzertet tartalmazó tenyésztőedényre ültettük ki és a konfluens állapot 

elérése utáni hetedik naptól mértük a TEER értékeket, biztosítva ezzel a sejtek 

polarizáltságának nyomon követését. Amikor az IPEC-J2 sejteken 1000 Ω körüli értékeket 

mértünk a TEER mérővel, az 1 µM DON és 20 µM kvercetin kezelést alkalmaztuk (0 h)  

(17. ábra). 24 óra inkubációs idő után a sejtréteg integritását meghatároztuk (24 h). 

Vizsgáltuk az 1 µM DON és a 20 µM kvercetin hatását önmagában, illetve kétféle 

kombinációs kezelésben. 24 óráig 20 µM kvercetin előkezelést követő 1 órás 1 µM DON 

inkubáció (24 h 20 µM kvercetin + 1 h 1 µM DON), illetve, ha az IPEC-J2 sejtek 24 óráig 
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kontroll kezelést kaptak, majd egy óráig egyszerre volt a sejteken a 20 µM kvercetin és 1 µM 

DON (1 h 20 µM kvercetin + 1 µM DON). Önmagában a 24 órás inkubáció 1 µM 

koncentrációjú DON-nal jelentősen mérsékelte a TEER értékeket (p <0,001), míg az 

ugyanennyi ideig önmagában ható 20 µM kvercetin jelentősen megnövekedett TEER értéket 

adott, mint a kontroll kezelést kapott sejtek (p =0,0323). A 24 h 20 µM kvercetin + 1 h 1 µM 

DON kezelés esetében a 24 órás kvercetin előkezelés után a TEER értékek szintén 

szignifikánsan magasabbak voltak a kontrollhoz képest (p =0,0191). Azonban az ezt követő 

egy órás 1 µM DON kezelés csökkentette a 20 µM kvercetin előkezelést kapott sejtek között 

az integritást (p <0,001). A 24 óráig kontroll, majd 1 óra hosszan 20 µM kvercetin + 1 µM 

DON kombinált kezelést követően az IPEC-J2 sejtek sejtréteg integritása jelentősen 

alacsonyabb volt, mint a kontroll (p <0,001). A 24 h 20 µM kvercetin + 1 h 1 µM DON kezelés 

és az 1 óráig 20 µM kvercetin + 1 µM DON kezelést kapott sejtek között jelentős különbség 

volt a TEER értékeikben (p <0,01) a 25 órás eredményekben. 

 

17. ábra: Az 1 µM deoxinivalenol (DON) és 20 µM kvercetin (Que) önmagában és kombinációban (24 

h 20 µM Que + 1 h 1 µM DON és 1 h 20 µM Que + 1 µM DON) kifejtett hatása az IPEC-J2 sejtek 

TEER értékeire (kΩ x cm
2
) 24 óráig, illetve további egy óra kezelést (25 h) követően. A 20 µM Que és 

a 24 h 20 µM Que + 1 h 1 µM DON kezelést kapott sejtek 24 óra 20 µM kvercetin előkezelést kaptak 

mindkét esetben, míg az 1 h 20 µM Que + 1 µM DON csoport csak kontroll kezelést kapott az 1 óra 

kombinációs kezelés előtt. A TEER értékeket megállapítottuk az oldatok rárakása előtt (0 h), 24 órával 

később (24 h) és ezt követő 1 óra leteltével (25 h). A kontroll sejtekhez viszonyított különbségeket 

csillaggal: *p <0,05 és ***p <0,001, míg a két kezelési csoport közötti különbséget a vonalon 

feltüntetett p értékkel jelöltük. A diagram adatai átlag ± szórás (SD) (n =6) formájában vannak 

szemléltetve. 

6.2.1.3. A DON és a kvercetin hatása az extracelluláris H2O2 termelődésére 

A 25 órás, 1 µM DON, 20 µM kvercetin önmagában és kombinációban adott kezelése 

után Amplex Red segítségével megmértük a sejtmentes felülúszóban található H2O2 

koncentrációját (18. ábra). A 20 µM kvercetin nem változtatta meg a H2O2 koncentrációját  
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(p =0,4161), ahogyan a 24 h 20 µM kvercetin + 1 h 1 µM DON kezelésnél sem találtunk 

szignifikáns növekedést a H2O2 szintben (p =0,7006). A 25 órán át tartó 1 µM DON kezelés 

megemelte a H2O2 koncentrációját (p <0,001), hasonlóan a 24 órás kontroll kezelést 

követően 1 óráig tartó együttkezeléshez (1 h 20 µM kvercetin + 1 µM DON), amely után 

szintén jelentősen nőtt a H2O2 termelést a kontroll értékekhez képest (p =0,0003). 

Számottevő különbséget találtunk a 25. órában mért 24 h 20 µM kvercetin + 1 h 1 µM DON 

és az 1 h 20 µM kvercetin + 1 µM DON kezelés H2O2 koncentráció értékei között  

(p =0,0113). 

 

18. ábra Az 1 µM deoxinivalenol (DON) és 20 µM kvercetin (Que) önmagában és kombinációban (24 

h 20 µM Que + 1 h 1 µM DON és 1 h 20 µM Que + 1 µM DON) alkalmazott hatása az extracelluláris 

H2O2 koncentrációra 25 óra inkubációs idő elteltével, Amplex Red segítségével mérve az IPEC-J2 

sejtek sejtmentes felülúszójából. A kontroll csoporthoz viszonyítva az eltéréseket csillaggal: ***p 

<0,001, a két csoportok közötti különbségeket a p érték megadásával jelöltük. A diagram adatait átlag 

± szórás (SD) (n =8) formájában lettek szemléltetve. 

6.2.1.4. A DON és a kvercetin kezelések hatásai az intracelluláris ROS 

mennyiségére 

25 óra kezelés után meghatároztuk az IPEC-J2 sejteknél az intracelluláris ROS-ok 

mennyiségét, 1 µM DON, 20 µM kvercetin önálló és kombinációban adott (24 h 20 µM 

kvercetin + 1 h 1 µM DON és 1 h 20 µM kvercetin + 1 µM DON) kezelése után (19. ábra).  

A 25 órás, 1 µM DON kezelés szignifikánsan növelte a ROS értékeket (p <0,001). A 20 µM 

kvercetin kezelés nem változtatta meg az intracelluláris ROS mennyiségét a kontrollhoz 

képest (p =0,9993). A 24 óráig 20 µM kvercetin előkezelést kapott, majd 1 óráig 1 µM DON-

nal inkubált sejtekben emelkedett a ROS mennyisége, ahogy a 24 órás kontroll kezelést 

követő 1 óráig tartó 20 µM kvercetin + 1 µM DON kezelésnél is megnőtt a ROS az IPEC-J2 

sejteknél (mindkettőnél p <0,001). Szignifikáns különbség volt mérhető a két kombinációs 

kezelés, a 24 h 20 µM kvercetin + 1 h 1 µM DON és az 1 h 20 µM kvercetin + 1 µM DON 

között (p =0,0005). 
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19. ábra: Az 1 µM deoxinivalneol (DON) és 20 µM kvercetin (Que) hatása önmagában és 

kombinációban (24 h 20 µM Que + 1 h 1 µM DON és 1 h 20 µM Que + 1 µM DON) adva az IPEC-J2 

sejtek intracelluláris ROS mennyiségére nézve, DCFH-DA festéssel vizsgálva, 25 óra inkubációs idő 

után. A kezelések és a kontroll kezelés közötti különbségeket csillagokkal jelöltük: ***p <0,001, a 

vizsgált csoportok közötti eltéréseket pedig a vonalon feltüntett p értékkel jeleztük. A diagram adatai 

átlag ± szórás (SD) (n =8) formájában lettek ábrázolva. 

6.2.2. A rozmaringsav előkezelés hatásának vizsgálata 48 és 72 órás mikotoxin 

kezelés után 

6.2.2.1. A DON, a T-2 toxin, a DT2 és a rozmaringsav sejtéletképességre 

gyakorolt hatása  

A DON, a T-2 toxin, valamint ezek kombinációjából összerakott DT2 és a 

rozmaringsav sejtéletképességre gyakorolt hatását 48 és 72 órás inkubációs idővel 

vizsgáltuk az IPEC-J2 sejteken Neutral Red módszerrel (20. ábra). A DON 0–50 µM, a T-2 

toxint 0–50 nM, a rozmaringsavat 0–1000 µM koncentráció tartományban vizsgáltuk. A DT2 

esetében az alábbi koncentráció párosítások hatását vizsgáltuk: 1 µM DON + 5 nM T-2;  

5 µM DON + 10 nM T-2; 10 µM DON + 5 nM T-2; 10 µM DON + 10 nM T-2. Szignifikáns NR 

abszorbancia csökkenést okozott a DON kezelés 50 µM koncentrációban 48 és 72 órás 

inkubáció után (mindkét időnél p <0,001). A T-2 toxin jelentősen csökkentette az NR 

abszorbancia értékeket 20 nM és annál magasabb koncentrációkban az IPEC-J2 sejteknél, 

mindkét vizsgált idő esetében (p <0,001). A DT2 adása után azt találtuk, hogy az 5 µM DON 

+ 10 nM T-2, a 10 µM DON + 5 nM T-2 és a 10 µM DON + 10 nM T-2 kezelések mérsékelték 

a NR abszorbancia értékeket 72 óra inkubáció után (p <0,01 és p <0,001), míg 48 órás 

kezelést követően egyedül a 10 µM DON + 10 nM T-2 kombináció bizonyult citotoxikusnak.  

A rozmaringsav kezelés 500 és 1000 µM koncentrációnál szignifikáns sejthalált okozott 48 

és 72 óra inkubációs idő után is (p <0,01 és p <0,001).  
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20. ábra: A deoxinivalenol (DON), a T-2 toxin, a kettő kombinációjából álló DT2 és a rozmaringsav 

(RA) sejtéletképességre gyakorolt hatása IPEC-J2 sejteken, NR módszerrel mérve, 48 és 72 órás 

inkubációs idő után. a) A DON hatását 1–50 µM koncentrációban néztük. b) A T-2 toxin esetében  

5–20 nM koncentrációk hatását vizsgáltuk 48 és 72 óra után. c) A DT2 kezelésnél az alábbi 

koncentráció párok hatását vizsgáltuk: 1 µM DON + 5 nM T-2; 5 µM DON + 10 nM T-2; 10 µM DON + 

5 nM T-2; 10 µM DON + 10 nM T-2. d) A rozmaringsavat 50–1000 µM koncentrációban adtuk a 

sejtekhez. A kontrolltól való különbségeket csillagokkal jelöltük: **p <0,01 és ***p <0,001. A diagram 

adatait átlag ± szórás (SD) (n =8) formájában tüntettük fel. 

6.2.2.2. A DON, a T-2 toxin, a DT2 és a rozmaringsav + DT2 hatása a TEER 

értékekre 

A TEER értékek megállapításra kerültek 1 µM DON, 5 nM T-2 toxin, DT2 (1 µM DON 

+ 5 nM T-2), illetve 24 órás 50 µM rozmaringsav előkezelést követő DT2 (1 µM DON + 5 nM 

T-2) kezelés után, 48 és 72 óra inkubációs időket alkalmazva. Amikor az IPEC-J2 sejtek 

elérték az 1000 Ohm körüli TEER értékeket, akkor adtuk a munkaoldatokat a sejtekhez (0 h) 

(21. ábra). Eredményeink szerint az 1 µM DON önmagában adva jelentősen alacsonyabb 

sejtrétegintegritást okozott 48 óra (p =0,003) és 72 óra elteltével is (p <0,001), mint a 

kontroll. Az 5 nM T-2 toxin kezelés nem változtatta meg jelentősen a TEER értékeket sem 48 

(p =0,0667), sem 72 óra elteltével (p =0,7708). A DT2 szignifikánsan csökkentette a TEER-t 

48 és 72 óra elteltével (mindkét esetben p <0,001). Az 50 µM rozmaringsav előkezelést 

követő DT2 (24 h 50 µM rozmaringsav + DT2 (1 µM DON + 5 nM T-2)) kezelés után szintén 

szignifikánsan alacsonyabb TEER értékeket mértünk a sejteken a kontroll értékekhez képest 

48 órával a kezelés megkezdése után (p =0,0058), 72 órával később ugyancsak 

alacsonyabb volt a TEER a kontroll kezelésnél mért értékhez viszonyítva (p <0,001). 

Szignifikáns eltérés volt tapasztalható a DON és a DT2 kezelés között 48 óra és 72 óra 

inkubáció után (mindkét esetben p <0,001), valamint a T-2 toxinnal és a DT2-vel történő 

inkubáció után is mindkét időintervallumban (p <0,001). Összehasonlítva a csak DT2 és a 24 
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h 50 µM rozmaringsav + DT2 (1 µM DON + 5 nM T-2) kezelést kapott sejtek TEER értékeit 

jelentős mértékű eltérés volt tapasztalható 48 és 72 óra inkubációt követően is (mindkét 

esetben p <0,001).  

 

21. ábra: A TEER változás kΩ x cm
2
-ben kifejezett értékei 48 és 72 óra inkubálás 1 µM 

deoxinivalenollal (DON), 5 nM T-2-vel, DT2-vel (1 µM DON + 5 nM T-2) és 24 órás 50 µM 

rozmaringsav (RA) előkezelést követő DT2-vel (24 h 50 µM RA + DT2 (1 µM DON + 5 nM T-2) 

kezelések után. A TEER értékek mérése a kezelések megkezdése előtt (0 h), valamint 48 óra (48 h) 

és 72 óra (72 h) inkubációt követően történt. Az 50 µM rozmaringsav előkezelés megelőzte a 0 h 

TEER mérést, az ekkor detektált TEER adatok nem kerültek ábrázolásra. A kontroll értékéhez 

viszonyított eltéréseket csillagokkal jelöltük: **p <0,01 és ***p <0,001, míg az összekapcsolt csoportok 

közötti (48 és 72 órára vonatkoztatott) különbségeket az összekötő vonalon látható p értékekkel 

tüntettük fel. A diagram adatai átlag ± szórásként (SD) (n =9) lettek ábrázolva. 

6.2.2.3. A DON, a T-2 toxin, az önálló DT2 és a rozmaringsav előkezelést követő 

DT2 kezelések hatása az extracelluláris H2O2 koncentrációra 

A 48 és 72 óráig tartó 1 µM DON, 5 nM T-2 toxin, DT2 (1 µM DON + 5 nM T-2) és 50 

µM rozmaringsav előkezelést követő DT2 kezeléseket követően meghatározásra került az 

IPEC-J2 sejtek sejtmentes felülúszójában a H2O2 koncentráció (22. ábra). Azok az IPEC-J2 

sejtek, melyek az 1 µM DON vagy a DT2 kezelést kapták szignifikánsan magasabb volt a 

H2O2 koncentrációjuk 48 és 72 óra inkubáció után a kontroll értékhez képest (mindkét toxin 

kezelés, mindkét idő intervallumában p <0,001). Az 5 nM T-2 toxin 48 óra alatt nem 

változtatta meg (p =0,9529), de 72 óra után növelte a H2O2 koncentrációját az extracelluláris 

térben (p <0,001). Az 50 µM rozmaringsavval előkezelt DT2 kezelést kapott sejteknél nincs 

szignifikáns eltérés a kontroll csoporthoz képest sem 48 órát (p =0,9653), sem pedig 72 órát 

(p =0,9969) követően. Összehasonlítva az 1 µM DON és a DT2 hatását a H2O2 

koncentrációra nem találtunk szignifikáns különbséget (48 h: 0,9931;72 h: 0,2038), míg 5 nM 

T-2 toxin és DT2 kezeléseket kapott csoportok között 48 órát követően jelentős eltérést 
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találtunk (p =0,0061), azonban 72 órát követően ez az eltérés nem volt kimutatható  

(p =0,9289). Jelentős mértékű különbség volt megfigyelhető a csak DT2 és a 24 h 50 µM 

rozmaringsav + DT2 (1 µM DON + 5 nM T-2) kezelések között, a rozmaringsav előkezelést 

kapott sejteknek szignifikánsan alacsonyabb volt a H2O2 termelése 48 órát (p =0,0049) és 72 

órát (p <0,001) követően.  

 

22. ábra: Az extracelluláris H2O2 koncentráció változásának mérését Amplex Red segítségével IPEC-

J2 sejtek sejtmentes felülúszójából 1 µM deoxinivalenol (DON), 5 nM T-2 toxin, DT2 (1 µM DON + 5 

nM T-2) és 50 µM rozmaringsav (RA) + DT2 (1 µM DON + 5 nM T-2) kezelést követően végeztük el. A 

mintavétel 48 (48 h) és 72 órával (72 h) a kísérlet megkezdése után történt. A kontroll értékektől való 

különbségeket csillagokkal jelöltük: ***p <0,001, a kezelési csoportok közötti eltéréseket 48 óra 

inkubálást követően zöld vonalon, 72 órát követően kék vonalon feltüntetett p értékekkel jeleztük. A 

diagram adatait átlag ± szórásként (SD) (n =8) tüntettük fel. 

6.2.2.4. A DT2 és a rozmaringsav előkezelést követő DT2 hatása az IPEC-J2 

sejtek IL-6 és IL-8 termelésére 

Az IPEC-J2 sejtek sejtmentes felülúszójából kimutatásra került az IL-6 és IL-8 

citokinek koncentráció változása 48 és 72 órán át tartó DT2 (1 µM DON + 5 nM T-2) és 24 h 

50 µM rozmaringsav + DT2 (1 µM DON + 5 nM T-2) kezelések után (23. ábra). Az IL-6 

koncentrációja szignifikánsan megemelkedett DT2 kezelés hatására mind a 48, mind a 72 

óra kezelési idő után (mindkét esetben p <0,001), míg a rozmaringsav előkezelésnél nem 

történt változás a kontroll értékhez képest sem 48 (p =0,1451), sem 72 órát követően  

(p =0,7118). Az önmagában alkalmazott DT2 és az 24 h 50 µM rozmaringsav + DT2 kezelést 

kapott IPEC-J2 sejtek IL-6 citokin koncentrációjában 48 óra után nem volt különbség  

(p =0,2256), addig a 72 óra inkubációt követően szignifikáns eltérés volt a két csoport között 

(p =0,0218). 

Az IL-8 koncentrációja szignifikánsan megnőtt DT2-vel történő inkubálás után az 

IPEC-J2 sejteknél, mind a 48, mind a 72 órát követően (p <0,001). A 24 h 50 µM 
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rozmaringsav + DT2 kezelés hatására nem változott jelentős mértékben az IL-8 citokin 

koncentrációja, sem 48 óra (p =0,0602), sem 72 óra kezelést követően a kontroll sejtek IL-8 

koncentrációjához képest (p =0,0636). Összehasonlítva a két kezelést, szignifikánsan 

alacsonyabb a 24 óra 50 µM rozmaringsav előkezelést kapott sejtek IL-8 termelése az 

önmagában DT2 kezelést kapott IPEC-J2 sejtekhez képest mind 48, mind 72 órát követően 

(mindkét esetben p <0,001). 

 

23. ábra: Az IPEC-J2 sejtek sejtmentes felülúszóiban mért IL-6 és IL-8 koncentráció változásai 48  

(48 h) és 72 óráig (72 h) tartó DT2 (1 µM DON + 5 nM T-2) és 24 h 50 µM rozmaringsav (RA) + DT2 

kezeléseket követően. a) Az IL-6 koncentráció változásai a két kezelés hatására. b) Az IL-8 citokin 

mennyiségi változása a két inkubációs időt követően. A kontrollhoz viszonyított jelentősen eltérő 

eredményeket csillagokkal különböztettük meg: ***p <0,001, míg a kezelési csoportok közötti 

különbségeket IL-6 mérésnél, 48 óra inkubálást követően zöld, 72 órát követően kék vonalon 

feltüntetett p értékekkel jelöltük. IL-8 koncentráció változásánál a csoportok közötti szignifikáns 

eltérések, 48 és 72 órás eredményei kapcsos vonalakra írt p értékkel került bemutatásra. A diagram 

adatai átlag ± szórásként (SD) (n =10) kerültek bemutatásra. 

6.2.2.5. A DT2 és a rozmaringsav előkezelést követő DT2 hatása a klaudin-1 és 

az okkludin lokalizációjára a sejtmembránban 

Az IPEC-J2 sejtek sejtmembránjában a klaudin-1 és okkludin fehérjék lokalizációját 

72 órás DT2 (1 µM DON + 5 nM T-2), illetve 24 h 50 µM rozmaringsav + DT2 (1 µM DON +  

5 nM T-2) kezeléseket követően határoztuk meg (24. ábra). A DT2 hatására kevésbé 

detektálható a membránban a klaudin-1 a kontrollnál látható fehérjemennyiséghez képest.  

A rozmaringsav előkezelést, majd szintén 72 óra DT2-vel indukált IPEC-J2 sejteknél a 

klaudin-1 fehérje mennyisége hasonló maradt a kontroll képest. 

A 72 órán át tartó DT2 kezelést követően az okkludin fehérje jelenléte a 

sejtmembránban a kontrollhoz képest nem változott a konfokális felvételek alapján.  

A rozmaringsav előkezelést követő DT2 kezelés után a membránban lévő okkludin fehérje 

mintázata hasonló maradt a kontroll sejteknél láthatóhoz. 
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24. ábra: A DT2 (1 µM deoxinivalenol (DON) + 5 nM T-2) és a 24 h 50 µM rozmaringsav (RA) + DT2 

(1 µM DON + 5 nM T-2) (RA + DT2) kezelés hatása a klaudin-1 és okkludin elhelyezkedésére a 

sejtmembránban. Az IPEC-J2 sejtek 72 órán keresztül inkubálódtak a kezelőoldatokkal, majd fixálást 

követően immunfluoreszcens festéssel tettük láthatóvá a két TJ membránfehérjét. Piros színnel (Alexa 

Fluor 546) a klaudin-1, valamint az okkludin TJ fehérjék láthatóak. Az IPEC-J2 sejtek sejtmagja kékkel 

festődött (DAPI), míg a sejtmembrán zöld színben látható (WGA, Alexa Fluor 488). a,d) kezeletlen 

IPEC-J2 sejtek sejtmagja, valamint a membránban elhelyezkedő klaudin-1 (a) és okkludin TJ fehérjék 

(d). b,e) DT2 kezelés hatása a klaudin-1 (b) és az okkludin fehérje expressziós mintázatára (e).  

c,f) RA + DT2 kettős kezelést követően a klaudin-1 (c) és az okkludin (f) membránban történő 

kifejeződése és lokalizációja. A vonal 50 μm-t jelöl. 

6.2.3. A fermentált búzacsíra kivonat védőhatásának vizsgálata DON és T-2 toxin 

terheléskor és az azt követő 24 órában 

6.2.3.1. Citotoxicitás vizsgálat MTS módszer segítségével 24 óra kezelés után 

Az IPEC-J2 sejteket 24 óráig kezeltük 8 µM DON, 5 nM T-2 toxinnal, valamint 1% és 

2% fermentált búzacsíra kivonattal. Továbbá teszteltük a vegyületek hatását kombinációban 

adva: 8 µM DON + 1% fermentált búzacsíra kivonat, 8 µM DON + 2% fermentált búzacsíra 

kivonat, 5 nM T-2 + 1% fermentált búzacsíra kivonat, 5 nM T-2 + 2% fermentált búzacsíra 

kivonat (25. ábra). A DON és a T-2 toxin is szignifikánsan csökkentette az MTS 

abszorbancia értékeit (p <0,001 és p =0,0039). Mind a két alkalmazott koncentrációjú 

fermentált búzacsíra kivonat oldat növelte a sejteknél mért MTS abszorbancia értékeket a 

kontroll értékhez képest (p <0,001). A kombinációs kezelés eredményei azt mutatták, hogy a 

8 µM DON citotoxikus hatását nem tudta csökkenteni sem az 1%, sem a 2% fermentált 

búzacsíra kivonattal történő kezelés a kontroll értékhez viszonyítva (p <0,001). Azonban  
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5 nM T-2 hatását képes volt mind az 1%, mind a 2% fermentált búzacsíra kivonat javítani, 

összehasonlítva a kontrollnál kapott eredménnyel (p =1,000 és p =0,999).  

 

25. ábra: A 8 µM deoxinivalenol (DON), 5 nM T-2, 1% és 2% fermentált búzacsíra kivonat (FBCSK) 

sejtéletképességre gyakorolt önálló és kombinációban (8 µM DON + 1% FBCSK,  

8 µM DON + 2% FBCSK, 5 nM T-2 + 1% FBCSK, 5 nM T-2 + 2% FBCSK) adott hatását MTS 

módszerrel vizsgáltuk, IPEC-J2 sejteken 24 óra kezelési időt alkalmazva. A kontroll értékhez 

viszonyított eltéréseket csillagokkal jelöltük **p <0,01 és ***p <0,001. Az adatok átlag ± szórás (SD) (n 

=8) formájában vannak megadva. 

6.2.3.2. Mikotoxin kezeléseket követő regeneráció hatása az IPEC-J2 TEER 

értékeire 

A mikotoxin és fermentált búzacsíra kivonattal történő kezeléseket megelőzően 

megmértük a sejtréteg integritásának erősségét (TEER értékeket) az IPEC-J2 sejteknél  

(0 h). Ezután 24 óráig tartó kezelés következett a mikotoxinokkal (8 µM DON és 5 nM T-2) és 

az 1% és 2% fermentált búzacsíra kivonat oldatokkal, illetve a keverékeikkel (8 µM DON + 

1% fermentált búzacsíra kivonat, 8 µM DON + 2% fermentált búzacsíra kivonat, 5 nM T-2 + 

1% fermentált búzacsíra kivonat, 5 nM T-2 + 2% fermentált búzacsíra kivonat). Ezt követően 

további 24 óra regeneráció következett (48 h), melynek során minden kezelt csoporthoz 

kontroll tápoldatot (fenolvörös-mentes DMEM/F12) adtunk (26. ábra).  

A 24 órás kezelést követően azt találtuk, hogy a 8 µM DON és 5 nM T-2 kezelés 

szignifikánsan csökkentette a TEER értékeket (p <0,001). Az önmagában adott 1% és 2% 

fermentált búzacsíra kivonat emelte a sejtréteg integritást (p <0,001). A kombinációs 

kezelések közül a 8 µM DON TEER csökkentő hatását nem tudta ellensúlyozni sem az 1%, 

sem a 2% fermentált búzacsíra kivonat, a kontroll értékeihez viszonyítva (p <0,001). Az 5 nM 

T-2 + 1% fermentált búzacsíra kivonat számottevően alacsonyabb értéket mutatott  

(p <0,001), azonban az 5 nM T-2 + 2% fermentált búzacsíra kivonat együttkezelés jelentősen 

magasabb értéket mutatott a kontroll értékekhez képest (p =0,018). Összehasonlítva a 8 μM 

DON kezelésnél mért TEER értékeket a két fermentált búzacsíra kivonattal kombinációban 
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megállapítottakkal, azt az eredményt kaptuk, hogy csoportok között nincs szignifikáns 

különbség (8 μM DON + 1% fermentált búzacsíra kivonat: p =0,9925; 8 μM DON + 2% 

fermentált búzacsíra kivonat: p =1,000). 5 nM T-2 toxin és az 5 nM T-2 + 2% fermentált 

búzacsíra kivonat kezelést kapott csoportok eredményei szignifikánsan eltérnek (p <0,001), 

míg az önmagában adott T-2 toxin és az 5 nM T-2 + 1% fermentált búzacsíra kivonat között 

ez nem állapítható meg (p =0,6941). 

A mikotoxinokkal és fermentált búzacsíra kivonattal történő inkubálást követően 

regenerációs kezelést kaptak az IPEC-J2 sejtek (48 h), vagyis fenolvörös-mentes 

DMEM/F12 tápfolyadék hozzáadása történt meg a sejtek apikális és bazolaterális 

kompartmentjében, PBS mosást követően. A korábban 1% és 2% fermentált búzacsíra 

kivonat kezelést kapott sejtek TEER értékei megközelítették a kontroll csoport TEER értékeit 

(1% fermentált búzacsíra kivonat: p =0,348; 2% fermentált búzacsíra kivonat: p =0,194), míg 

az előzőleg mikotoxin kezelést kapott IPEC-J2 sejtek értékei szignifikánsan alacsonyabbak 

maradtak (8 μM DON és 5 nM T-2 esetében is: p <0,01). A kombinációs kezelésen átesett 

sejtek esetében is jelentősen alacsonyan maradtak a TEER értékek a kontroll értékhez 

viszonyítva (p <0,001). A korábban 8 μM DON kezelést kapott sejtek eredményeit 

összehasonlítva a 24 óra kezelés alatt 1% fermentált búzacsíra kivonattal kombinációban 

kapott DON TEER értékeivel (8 μM DON + 1% fermentált búzacsíra kivonat) szignifikánsan 

alacsonyabb értéket mértünk (p <0,01), míg az önálló 8 μM DON kezeléshez képest a 8 μM 

DON + 2% fermentált búzacsíra kivonattal kezelt csoportok összehasonlításánál nincs 

szignifikáns különbség (p =1,0000). Összehasonlítva az 5 nM T-2 toxin és a két kombinációs 

kezelését a regeneráció után, azt kaptuk, hogy míg az 5 nM T-2 + 1% fermentált búzacsíra 

kivonat esetében nincs szignifikáns különbség (p =0,9850), addig 5 nM T-2 + 2% fermentált 

búzacsíra kivonat esetében jelentős mértékű TEER érték növekedés detektálható (p <0,01). 
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26. ábra: A TEER értékek a kísérletek megkezdése előtt (0 h), 24 órás inkubációt (24 h) és a 

regenerációs kezelést követően (48 h) kΩ x cm
2
-ben kifejezve. Az IPEC-J2 sejtréteget kezeltük 8 µM 

deoxinivalenol (DON), 5 nM T-2, 1% és 2% fermentált búzacsíra kivonat (FBCSK) oldatokkal és ezek 

kombinációival: 8 µM DON + 1% FBCSK, 8 µM DON + 2% FBCSK, 5 nM T-2 + 1% FBCSK, 5 nM T-2 

+ 2% FBCSK. A kontroll értékhez viszonyított különbségeket csillagokkal jelöltük: *p <0,05; **p <0,01 

és ***p <0,001, míg a csoportok egymáshoz viszonyított eltéréseit a 24 órás inkubációhoz tartozó 

eredményeket sárga vonalaok, a regenerációt követően zöld vonalakon feltüntett p értékekkel jelöltük. 

Az adatokat átlag ± szórás (SD) (n =9) formájában tüntettük fel. 

6.2.3.3. Extracelluláris H2O2 koncentráció meghatározása Amplex Red reagens 

segítségével 

Az extracelluláris H2O2 koncentrációváltozás megmérésre került a 8 μM DON, az  

5 nM T-2, 1% és 2% fermentált búzacsíra kivonatok, valamint ezek kombinációjából álló 

oldatokkal (8 µM DON + 1% fermentált búzacsíra kivonat, 8 µM DON + 2% fermentált 

búzacsíra kivonat, 5 nM T-2 + 1% fermentált búzacsíra kivonat, 5 nM T-2 + 2% fermentált 

búzacsíra kivonat) történő 24 órás inkubáció után (24 h), majd az azt követő 24 órás 

regenerációs kezelés után is (48 h) (27. ábra).  

Az inkubációs idő lejárta után, azt az eredményt kaptuk, hogy a 8 µM DON hatására 

a kontrollhoz hasonló (p =0,07), míg az 5 nM T-2 toxin kezelés hatására szignifikánsan 

magasabb a H2O2 koncentrációját (p <0,001). Az 1% és 2% fermentált búzacsíra kivonat 

nem változtatta meg a H2O2 szintjét az extracelluláris térben a kontroll értékhez viszonyítva 

(p =0,905 és p =0,705). A kombinációs kezelések esetében a 8 μM DON + 1% fermentált 

búzacsíra kivonat és az 5 nM T-2 + 1% fermentált búzacsíra kivonat nem változtatta meg az 

extracelluláris H2O2 mennyiségét a kontroll kezelésekhez képest (DON p =0,844 és T-2  

p =0,835). Ezzel szemben a 2% fermentált búzacsíra kivonat kiegészítés mind a 8 µM DON, 
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mind az 5 nM T-2 esetében szignifikánsan csökkentette a H2O2 koncentrációjáta kontroll 

értékhez képest (p <0,001). Összehasonlítva, az 1% fermentált búzacsíra kivonattal 

kombinációban adott DON és az önálló DON kezelési csoportok között nem volt szignifikáns 

eltérés (p =0,8681), míg az 5 nM T-2 + 1% fermentált búzacsíra kivonat összevetve az 5 nM 

T-2 toxin H2O2 koncentrációra gyakorolt hatását jelentős mértékű csökkenést állapítottunk 

meg (p =0,031). Szignifikánsan alacsonyabb volt a 8 µM DON + 2% fermentált búzacsíra 

kivonat és az 5 nM T-2 + 2% fermentált búzacsíra kivonat kezeléseket kapott sejtek H2O2 

mennyisége (mindkettőnél p <0,01), összehasonlítva azoknál a sejteknél mért értékekkel, 

melyeknél a mikotoxinok külön-külön lettek hozzáadva.  

A regenerációs időt követően (48 h) a korábban mikotoxinokkal kezelt sejtek 

sejtmentes felülúszójában az extracelluláris H2O2 koncentrációja nem változott a kontroll 

csoport értékéhez képest, ahogy a fermentált búzacsíra kivonattal kezelt sejteknél sem 

történt változás a H2O2 koncentrációjához viszonyítva, amikor önmagukban lettek adva az 

IPEC-J2 sejtekhez. Az inkubáció alatt kombinációs kezeléseket kapott IPEC-J2 sejteknél a  

8 µM DON + 1% fermentált búzacsíra kivonat, illetve a 8 µM DON + 2% fermentált búzacsíra 

kivonat hatására szignifikánsan megemelkedett a H2O2 koncentráció a kontrollhoz képest  

(p <0,001 és p =0,009). Az 5 nM T-2 + 1% fermentált búzacsíra kivonat kezelést kapott 

sejtek extracelluláris terében a H2O2 a kontroll értéktől nem különbözött (p =0,097), míg az  

5 nM T-2 + 2% fermentált búzacsíra kivonat kapott sejteknél megnőtt a H2O2 termelés  

(p <0,001). Szignifikánsan magasabb lett a H2O2 koncentráció a korábban kombinációs 

kezeléseket kapott sejtek extracelluláris terében (8 µM DON + 1% fermentált búzacsíra 

kivonat: p <0,01; 8 µM DON + 2% fermentált búzacsíra kivonat: p <0,01; 5 nM T-2 + 1% 

fermentált búzacsíra kivonat: p =0,0182; 5 nM T-2 + 2% fermentált búzacsíra kivonat:  

p <0,01) összehasonlítva a csak 8 µM DON- nal vagy csak 5 nM T-2-vel inkubált sejtekhez 

képest. 
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27. ábra: Az extracelluláris H2O2 koncentráció változásai a 8 µM deoxinivalenol (DON), 5 nM T-2 toxin, 

1% és 2% fermentált búzacsíra kivonat (FBCSK) és ezek kombinációjával (8 µM DON + 1% FBCSK,  

8 µM DON + 2% FBCSK, 5 nM T-2 + 1% FBCSK, 5 nM T-2 + 2% FBCSK) történő inkubációja (24 h), 

valamint az ezt követő regenerációs kezelés után (48 h). A kontroll értékekhez viszonyított eltéréseket 

csillagokkal jelöltük: **p <0,01 és ***p <0,001, illetve a csoportok közötti különbségeket, inkubációt 

követően sárga vonalon, regeneráció esetében zöld vonalon jelölt p értékekkel kerültek feltüntetésre. 

Az adatokat átlag ± szórás (SD) (n =8) formájában adtuk meg. 

6.2.3.4. Intracelluláris ROS meghatározása kezelés és regeneráció után 

Az intracelluláris ROS szintet DCFH-DA festéssel határoztuk meg 24 óra 8 μM DON, 

5 nM T-2, 1% és 2% fermentált búzacsíra kivonat, valamint ezek kombinációjából álló (8 µM 

DON + 1% fermentált búzacsíra kivonat, 8 µM DON + 2% fermentált búzacsíra kivonat, 5 nM 

T-2 + 1% fermentált búzacsíra kivonat, 5 nM T-2 + 2% fermentált búzacsíra kivonat) 

kezelések után (24 h) majd 24 óra regenerációs inkubációt követően (48 h) (28. ábra).  

Mind a 8 µM DON, mind az 5 nM T-2 önálló adása után szignifikánsan megnőtt az 

intracelluláris ROS mennyisége (mindkét esetben p <0,001). Az önállóan adott 1% és 2% 

fermentált búzacsíra kivonat jelentősen csökkentette a ROS szintjét (mindkét kezelésnél  

p <0,001). Kombinációban adva 8 µM DON + 1% fermentált búzacsíra kivonat a kontroll 

értékhez hasonló eredményt adott (p =1,000), míg 8 µM DON + 2% fermentált búzacsíra 

kivonat hatására jelentősen csökkent az intracelluláris ROS szintje (p <0,001). Az 5 nM T-2 

toxint kombinációban adva az 1% vagy a 2% fermentált búzacsíra kivonattal szignifikáns 

mértékű ROS csökkenést tapasztaltunk (mindkét esetben p <0,001). Meghatározó 

mértékben csökkent az intracelluláris ROS mennyisége azokban az IPEC-J2 sejtekben, ahol 

a sejtek fermentált búzacsíra kivonattal együtt inkubálva kaptak mikotoxint összehasonlítva a 

csak önmagában mikotoxint kapott sejtekkel (minden esetben p <0,001). 
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A regenerációt követően (48 h) az előzőleg 8 µM DON vagy 5 nM T-2 kezelést kapott 

IPEC-J2 sejtekben megnőtt az intracelluláris ROS mennyisége (DON: p =0,0439, T-2:  

p <0,01). Az inkubáció ideje alatt 1% és 2% fermentált búzacsíra kivonat oldatot kapott sejtek 

intracelluláris ROS mennyisége közelített a kontroll értékekhez a regeneráció után. A 8 µM 

DON + 1% fermentált búzacsíra kivonat és az 5 nM T-2 + 1% fermentált búzacsíra kivonat 

kezelést kapott sejteknél a regenerációt követően jelentős mértékben magasabb volt a ROS 

mennyisége a kontrollnál mért értékhez képest (mindkét esetben p <0,01). A 8 µM DON + 

2% fermentált búzacsíra kivonat szignifikánsan magasabb ROS értékeket adott (p <0,001), 

míg az 5 nM T-2 + 2% fermentált búzacsíra kivonat kezelés nem mutatott különbséget a 

kontroll értékekhez viszonyítva (p =0,142). Összehasonlítva a 8 µM DON és az 1% és 2% 

fermentált búzacsíra kivonattal együtt adott DON hatását a regenerációt követően, mindkét 

esetben szignifikáns intracelluláris ROS növekedést tapasztaltunk (8 µM DON + 1% 

fermentált búzacsíra kivonat: p <0,01; 8 µM DON + 2% fermentált búzacsíra kivonat:  

p =0,0378). Az 5 nM T-2 toxint és a kombinációs kezelésket (5 nM T-2 + 1% fermentált 

búzacsíra kivonat és 5 nM T-2 + 2% fermentált búzacsíra kivonat) kapott sejtek eredményeit 

összehasonlítva jelentős mértékű különbséget találtunk (mindkét esetben p <0,01). 

 

28. ábra: Az intracelluláris ROS szint változása 8 µM deoxinivalenol (DON), 5 nM T-2 toxin, 1% és 2% 

fermentált búzacsíra kivonat (FBCSK) és ezek kombinációs kezelése (8 µM DON + 1% FBCSK, 8 µM 

DON + 2% FBCSK, 5 nM T-2 + 1% FBCSK, 5 nM T-2 + 2% FBCSK) (24 h) valamint a regenerációt 

követően (48 h)az IPEC-J2 sejtekben. A kontroll értékektől eltérő különbségeket csillagokkal jelöltük 

*p <0,05 és ***p <0,001, továábbá a csoportok közötti eltéréseket, inkubációt követően sárga 

vonalakon, regeneráció után zöld vonalakon feltüntetett p értékekkel jelöltük. A diagram adatai átlag ± 

szórásként (SD) (n =6) tüntettük fel. 



70 
 

7. Diszkusszió 

A Fusarium penészgomba fajok által termelt, trichotecén-vázas mikotoxinok közé 

tartozik a DON és a T-2 toxin, melyek kimutathatóak a mérsékelt égövön termesztett, 

megfertőzött gabonafélékből. Az előfordulásuk természetes, ezért nem lehet teljes 

mértékben kiküszöbölni a penészgomba fertőződést és a mikotoxin szennyeződést (Zinedine 

és Mañes, 2009). Kulcsfontosságú a mikotoxinok kombinációban történő vizsgálata, mivel a 

fuzáriotoxinok természetes módon fordulnak elő egyszerre az élelmiszerekben és a 

takarmányokban. Nehézséget okoz a vizsgálatokban, hogy a takarmányban a mikotoxinok 

glikozilált formában is jelen lehetnek, így amikor a szervezetben deglikozilálódnak a 

bélbaktériumok vagy a gyomorsav pH hatására, akkor az adott toxin koncentrációja megnő a 

béltraktusban, akár meg is haladhatja a napi beviteli irányértéket is (Berthiller et al., 2013). 

Több humán és állat vékonybél-sejtvonalat izoláltak, hogy modellezhessék az élelmiszerrel 

bekerült vegyületek hatását a vékonybélre. Cencic és Langerholc (2010) összefoglaló 

munkájukban felsorolják azokat a sejtvonalakat és sejtmodelleket, amelyek alkalmasak az 

ilyen vizsgálatokra. Az általunk választott két sejtvonal a HIEC-6 és az IPEC-J2.  

7.1. HIEC-6 sejtek válaszkészségének vizsgálata a DON, a T-2 toxin és a DT2 

kezelésekre 

Kutatási munkámban elsőként vizsgáltuk a humán intesztinális, nem-daganatos 

HIEC-6 sejteken a DON és a T-2 toxin sejtszintű hatásait. Korábban olyan humán bélhám 

sejtvonalakon vizsgáltak a DON hatását, melyek vastagbél eredetűek és daganatosak. 

Graziani és munkatársai (2015) Caco-2 sejteken 24 órás DON-nal való kezelést követő laktát 

dehidrogenáz (LDH) vizsgálattal végzett kísérlet során 100 µM koncentráció esetében 

detektáltak citotoxikus hatást. Krishnaswamy és munkatársai (2010) a DON IC50 értékét  

0,84 µM értékben határozták meg HT-29 sejteken MTT tetrazólium festés (MTT) és LDH 

vizsgálat segítségével 24 órás inkubációt követően. Del Favero és munkatársai (2018) 

ugyanúgy HT-29 sejtvonalon vizsgálták a DON sejtéletképességre ható befolyását 24 órás 

inkubációs idővel. A WST-1 formazán festés eredmények alapján szignifikáns csökkenést 

mértek a sejtek életképességében 1 és 10 µM DON koncentráció esetében. Ez korrelál az 

általunk kapott eredményekkel, miszerint a HIEC-6 sejteknél jelentős mértékű sejthalált 

mértünk 5 µM DON koncentráció fölött. Megállapítható, hogy a HIEC-6 sejteknél már az 5 

µM DON koncentráció is citotoxikus volt, összehasonlítva a Caco-2 sejtekkel, míg az említett 

szakirodalmi adatok szerint a HT-29 daganatos eredete ellenére érzékenyebb volt a DON 

jelenlétére. A T-2 toxin humán sejtekre vonatkozó toxicitásáról kevés adat áll rendelkezésre. 

Calvert és munkatársai (2005) Caco-2 sejteken tesztelték a T-2 toxin hatását 0,34–1,7 µM 

koncentrációban 48 óráig. Az MTT teszt alapján a sejtvonal rezisztens a toxinra. Romero és 

munkatársai (2016) Caco-2 sejteknél a T-2 toxin IC50 értékét 14,83 µM koncentrációban 
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határozták meg MTT és LDH módszerekkel, 24 órás kezelést követően. A Caco-2 

sejtvonalon kapott T-2 toxin citotoxicitási eredmények azonban nem extrapolálhatóak egy 

nem daganatos sejtvonalnál tapasztalt sejtéletképességi vizsgálat adataival. Kísérleteink 

alapján a 24 órás inkubációt követően a T-2 toxin 10 nM koncentráció fölött vált citotoxikussá 

HIEC-6 sejtek esetében, aminek ismeretében Romero és munkatársainak (2016) Caco-2 

sejtekkel végzett eredményeivel összevetve kijelenthető, hogy a HIEC-6 sejtek a T-2 toxin 

által okozott károsító hatására kifejezetten érzékenyek. Még kevesebb információ áll 

rendelkezésre a humán bélhámsejtekkel végzett kombinációs kezelésekről. Alassane-

Kpembi és munkatársai (2013) a DON és más trichotecén-vázas mikotoxinok együttes 

hatását vizsgálták Caco-2 sejteken 48 órás inkubációs időt követően NR módszerrel.  

A DON-t 0,15–0,55 µM koncentrációban együttadagolva a többi mikotoxinnal szinergista 

hatást figyeltek meg. A HIEC-6 sejtekkel végzett saját kísérleteinkben a DON esetében 5 µM 

fölötti, a mellette adagolt T-2 toxin esetében 10 nM fölötti 24 órás kezelést követően 

detektáltunk szignifikáns mértékű sejthalált. Bár magasabb koncentrációkat alkalmaztunk, 

megállapíthatjuk, hogy egyik DT2 kezelés sem volt toxikusabb a csak DON vagy csak T-2 

toxin kezelést kapott sejtekhez képest a HIEC-6 sejtek esetében.  

In vitro kísérleti eredmények szerint a DON és a T-2 toxin jelentős mértékű oxidatív 

stresszt képes okozni. Kouadio és munkatársai (2005) MDA méréssel bizonyították, hogy 24 

órás, 10 µM koncentrációjú DON kezelés hatására jelentősen megemelkedett a 

lipidperoxidáció Caco-2 sejtekben. HT-29 sejteken végzett DCFH-DA kísérletekben 1 µM 

DON kezelést alkalmaztak 0,5–6 órás inkubációs idővel, mely idő alatt szignifikánsan 

megemelkedett a ROS szint, viszont 24 óra elteltével nem volt változás a ROS 

mennyiségében (Wan et al., 2019). Ugyanilyen eredményt kaptak Bensassi és munkatársai 

(2009), akik HT-29 sejteket kezeltek 24 óráig 2,5–15 µM koncentrációjú DON-nal és a DCF 

szint nem változott meg. A HT-29 sejtekkel ellentétben, a HIEC-6 sejtekkel kapott 

eredményeink szerint az 1 µM DON szignifikánsan megemelte a H2O2 koncentrációját és az 

intracelluláris ROS mennyiségét. Ez összhangban van a szintén nem-daganatos eredetű 

IPEC-J2 kísérletek adataival, miszerint 6,7 µM DON megemelte az intracelluláris ROS 

szintet, DCFH-DA módszerrel vizsgálva, 24 óra kezelés után (Kang et al., 2019).  

A kísérleteink alapján az 5 nM T-2 toxin kezelés szignifikánsan megemelte az extracelluláris 

térben a H2O2 koncentrációját és intracellulárisan a ROS szintet. A kombinációban adott  

1 µM DON és 5 nM T-2 toxin jelentős mértékben járult hozzá az oxidatív stressz 

kialakulásához.  

Eckmann és munkatársai (1993) több daganatos eredetű sejtvonalon végeztek 

kísérletet és kimutatták, hogy az általuk vizsgált sejtvonalak (Caco-2, HT-29, SW620, T84) 

mindegyike szekretál IL-8-at és más citokineket (pl.: IL-12, TGF-β1) is. Emellett mind a 

Caco-2, mind a HT-29 sejtvonal vizsgálata során mértek detektálható IL-6 szintet is (Vitkus 
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et al., 1998; Li et al., 2009). Az általunk alkalmazott HIEC-6 sejtvonal esetében is detektáltak 

IL-6 és IL-8 citokin termelést (Schwartz et al., 2005). HIEC-6 sejtek esetében azt találtuk, 

hogy a DON 1 μM koncentrációban is képes szignifikáns mértékben megnövelni az IL-6 és 

az IL-8 koncentrációját 24 óra inkubáció után. A T-2 toxin citokin termelésre gyakorolt 

hatásáról kevés adat áll rendelkezésre a szakirodalomban. Kruber és munkatársai (2011) 

Caco-2 sejteken vizsgálták a T-2 toxin hatását 4,29–275 nM koncentráció tartományban 20 

órás inkubációs idő után. Azt találták, hogy az IL-8 szintje megnőtt, mely eredmény hasonló 

a saját következtetéseinkhez, miszerint 5 nM T-2 toxin szignifikáns mértékben megemelte az 

IL-8 koncentrációját HIEC-6 sejtek esetében. A kapott eredmények alapján, az együttesen 

alkalmazott mikotoxin kezelések hatására az IL-6 és az IL-8 szintje szignifikánsan 

megemelkedett, így igazolható a DON és a T-2 toxin kombinációjának gyulladáskeltő hatása 

HIEC-6 sejteknél is.  

Van De Walle és munkatársai (2010) szerint a Caco-2 sejteknél nőtt a sejtek közötti 

permeábilitás a klaudin-4 alultermelődése miatt koncentrációfüggő módon. Vizsgálatukban a 

DON-t 0,17–17 µM koncentráció tartományban alkalmazták. A vizsgálati eredményeiket 

megerősítette Pinton és munkatársainak (2009) kutatási munkája, miszerint a Caco-2 sejtek 

esetében a DON hatására csökkent a klaudin-3 és klaudin-4 expressziója. Ezek az 

eredmények megegyeznek a kísérletünkben tapasztaltakkal, már 1 µM DON is jelentős 

mértékben csökkentette a klaudin-1 expresszióját HIEC-6 sejtekben. Az 5 nM T-2 toxin is 

jelentősen mérsékelte a klaudin-1 koncentrációját 24 óra inkubáció után, viszont az okkludin 

mennyisége nem változott. Az immunfluoreszcens festést követően láthatóvá vált két TJ 

fehérje eloszlása a HIEC-6 sejtek sejtmembránjában, mely bizonyította, hogy 24 óra kezelést 

követően az önmagában és a kombinációban adott mikotoxin kezelések hatással voltak az 

expressziós mintázatokra. A mennyiségi meghatározás eredményei is azt mutatják, hogy a 

klaudin-1 koncentrációja erőteljesen csökkent, míg az okkludin koncentrációja nem változott 

szignifikáns mértékben egyik kezelés hatására sem.  

7.2. A két fuzáriotoxin IPEC-J2 sejtekre gyakorolt hatásának feltérképezése 

Goossens és munkatársai (2012) meghatározták 72 órás DON és T-2 toxin 

inkubációt követően az IPEC-J2 sejteknél az élő, apoptotikus és nekrotizáló sejtek arányát 

áramlásos citometriai módszerrel. Eredményeik alapján a DON és a T-2 toxin IC50 értéke 

23,52 µM és 20,4 nM volt. Springler és munkatársai (2016) NR festéssel és LDH teszt 

segítségével állapították meg, hogy a DON milyen hatással van az IPEC-J2 sejtekre. Azt 

találták NR festéssel, hogy a DON szignifikánsan csökkentette a sejtéletképességet 24 óra 

alatt, 50 µM koncentrációban alkalmazva, míg az LDH teszt 48 óra DON inkubációt követően 

33% csökkenést mutatott az IPEC-J2 sejtek életképességében. Vandenbroucke és 

munkatársai (2011) leírták, hogy IPEC-J2 sejtek esetén a sejtpusztulás szignifikáns volt 24 
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órás DON hozzáadás után 0,8425–33,7 µM koncentrációk között. A saját eredményeink azt 

mutatták, hogy az IPEC-J2 sejteknél a DON már 8 µM koncentrációban és magasabb 

koncentrációban sejthalált okozott. A T-2 toxin toxicitását vizsgálva Verbrugghe és 

munkatársai (2012) megállapították, hogy a T-2 toxin IC50 értékei az IPEC-J2 sejtek 

esetében 0,0121–0,395 µM voltak. Az eredményeink összhangban vannak Verbrugghe és 

munkatársai (2012) által leírtakkal, az IPEC-J2 sejteknél 20 nM, illetve az annál magasabb 

koncentrációkban vált citotoxikussá a T-2 toxin.  

A legtöbb tanulmány a külön hozzáadott mikotoxin kezelésekre összpontosít, 

azonban ismert, hogy a mikotoxinok együttesen fordulnak elő a takarmányban és 

feltételezhetően hatással vannak egymásra (Smith et al., 2016, Alassane-Kpembi et al., 

2017, Weaver et al., 2020, Xu et al., 2020). Eddig csak néhány in vitro kísérletben vizsgálták 

a DON és a T-2 toxin együttes hatását. Lei és munkatársai (2017) megállapították, hogy a 

DON-nal (2,696 µM) és a T-2 toxinnal (21,4 nM) végzett együttes kezelés fokozta az oxidatív 

stresszt, így apoptózist indukált a kondrocitákban és a hepatocitákban. Ruiz és munkatársai 

(2011a, 2011b) megvizsgálták a DON és a T-2 toxin kombináció hatását az immortalizált 

hörcsög petefészek sejtekre (CHO-K1) és az emlős vese hámsejtjeire (Vero) és azt 

tapasztalták, hogy 24, 48 és 72 órás kezelés után antagonista módon hatottak. Ezzel 

szemben Ficheux és munkatársai (2012) arra a következtetésre jutottak, hogy a kombináció 

toxicitása nagyobb volt, mint az egyes mikotoxinok egyéni toxicitása, 14 napig tartó kezelés 

után, fehérvérsejt progenitor sejteken, kolóniaképző granulocita / monocita egységen  

(CFU-GM). Szintén additív hatást állapítottak meg a trombocita-aggregáció gátlására 

valószínűleg hasonló biokémiai mechanizmusok révén, amikor a sertés trombocita-

szuszpenziókat ennek a mikotoxin-kombinációnak tették ki (Gentry et al., 1988). A DT2  

(1 µM DON + 5 nM T-2) esetén 72 órás expozíció után sem befolyásolta a sejtek 

életképességét szignifikáns mértékben. Összehasonlítva a DON, a T-2 toxin és a DT2 utáni 

TEER értékeket megállapíthatjuk, hogy a kezelési csoportok között mind 48, mind 72 óra 

után szignifikáns a különbség. 

Pinton és munkatársai (2009) 24 órás 5 µM DON kezelés után a TEER értékek 

dózisfüggő csökkenését figyelték meg az IPEC-1 sejtekben. A TEER értékek jelentős 

mértékben mérséklődtek az IPEC-J2 sejteknél, miután 24 órás 6,74 µM koncentrációjú DON 

kezelést adtak hozzájuk bazolaterálisan (Diesing et al., 2011). Springler és munkatársai 

(2016) arról számoltak be, hogy IPEC-J2 sejteknél a DON hatására szignifikánsan 

alacsonyabb TEER értékek mérhetők 5–20 µM koncentrációk között, 24 óra elteltével.  

A saját eredményeink alapján az IPEC-J2 sejteknél a DON 1–8 µM koncentrációban 

szignifikáns TEER csökkenést okozott 24, 48 és 72 órát követően is. Ezek alapján 

kijelenthetjük, hogy a szakirodalmi adatokkal ellentétben a mi kísérletünkben felhasznált 

sejtek között sokkal kisebb koncentrációjú DON kezelés hatására is csökkent a sejtréteg 
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integritása. Goossens és munkatársai (2012) megállapították, hogy a T-2 toxin, 21,4 és 214 

nM koncentráció között, 72 órás inkubáció után csökkentette az IPEC-J2 sejtréteg 

integritását. A T-2 toxint 1,6–10,5 nM koncentráció tartományban adva, 24 órás inkubáció 

után, a TEER értékekben történt változás nélkül gyengült meg annyira a bélhám, hogy a 

Salmonella typhymurium transzepiteliálisan áthaladt az IPEC-J2 sejtrétegen keresztül 

(Verbrugghe et al., 2012). Ezekkel az eredményekkel összhangban vannak a saját 

eredményeink is, ugyanis 5 nM T-2 toxin nem okozott a TEER értékekben változást 48 és 72 

órás kezelést követően sem. A DT2 esetében a TEER érték szignifinánsan alacsonyabb, 

mint a DON vagy a T-2 toxinnál kapott értékek.  

Kang és munkatársai (2019) beszámoltak arról, hogy DCFH-DA módszerrel vizsgálva 

a DON 6,7 µM koncentrációban 24 órás mikotoxin-expozíció után jelentősen megemelte az 

intracelluláris ROS-szintet az IPEC-J2 sejtekben. Kísérleteinkben az oxidatív stresszt az 

extracelluláris H2O2 koncentráció- és az intracelluláris ROS mennyiségi változásával mértük 

IPEC-J2 sejtekben. Az 1 µM DON már számottevően megemelte az extracelluláris H2O2 

koncentrációt és az intracelluláris ROS mennyiségét is 24, 48 és 72 órás kezelést követően. 

5 nM T-2 toxin koncentráció, 48 óra inkubációt követően nem okozott szignifikáns H2O2 

koncentrációemelkedést, azonban az oxidatív stressz mértéke 72 órát követően már 

jelentősen magasabb volt a kontroll értékekhez képest. 

Wan és munkatársai (2013) arról számoltak be, hogy a 0,5–2 µM DON hozzáadása 

48 órán keresztül az IL-6 és az IL-8 relatív mennyiségének növekedését okozta az IPEC-J2 

sejtekben. A T-2 toxin hatását a bélhámsejtek citokin szintjére még nem vizsgálták széles 

körben. Caco-2 sejteknél a 4,29–275 nM koncentrációtartományban alkalmazott 20 órás T-2 

toxin expozíció után megemelte az IL-8 fehérje szintjét (Kruber et al., 2011).  

A szakirodalomban nem találtam adatot a DT2 interleukin koncentráció változására 

vonatkozó hatásáról. Eredményeink alapján a DON és a T-2 toxin együttes alkalmazásakor 

(1 µM DON + 5 nM T-2) mind 48, mind 72 óra után szignifikánsan megemelkedett az IL-6 és 

IL-8 koncentrációja a sejtmentes felülúszóban, így eredményeink alátámasztják Wan és 

munkatársai (2013) eredményeit. 

Springler és munkatársai (2016) arról számoltak be, hogy a DON nem befolyásolta az 

okkludin és a klaudin-4 szintjét, ha 20 µM koncentrációban és 72 órán keresztül kezelték az 

IPEC-J2 sejteket, de jelentősen csökkentette a klaudin-1 és a klaudin-3 szintjét. Ez a 

megfigyelés ellentétben áll Gu és munkatársai (2016) által leírtaktól, mivel ők arról számoltak 

be, hogy a DON alacsonyabb koncentrációja (6,74 µM) 48 órás kezelést követően 

csökkentheti az okkludin expresszióját. Az eredményeink hasonlóak voltak Springler és 

munkatársai (2016) által megállapítottakhoz, hiszen immunfluoreszcens eredményeink 

alapján a 72 órán át alkalmazott DT2 (1 µM DON + 5 nM T-2) nem változtatta meg az 

okkludin lokalizációs mintázatát. Kísérleti eredményeink szerint a DT2 azonban hatással volt 
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a HIEC-6 sejtek klaudin-1 koncentrációjára, amelyet eddig még nem vizsgáltak a 

szakirodalom szerint. Feltételezhető, hogy a DT2 kezelés által kiváltott TEER csökkenés 

legalább részben korrelálhat a klaudin-1 megváltozott mennyiségével. 

7.3. A növényi polifenol vegyületek alkalmazhatósága 

A közelmúltban végzett in vivo vizsgálatok kimutatták, hogy egyes flavonoidok a 

sertések takarmányában csökkenthetik az oxidatív stresszt, a gyulladást és ez által javíthatja 

a sertések általános jóllétét (Liao et al., 2020, Zha et al., 2020a, 2020b). Növendék 

sertésekkel (Park et al., 2020) végzett vizsgálatokban leírták, hogy a kvercetint aglikon 

formájában adva hatékonyan felszívódott és képes volt az Escherichia coli lipopoliszacharid 

károsító hatását kivédeni. A rozmaringsav a fő fenolos komponens több, a Lamiaceae 

családba tartozó aromás növényben, többek között az orvosi zsályában (Salvia officinalis L.) 

is. Szárnyasoknak adhatják esszenciális olaj (Placha et al., 2015) vagy por formában 

(Galamatis et al., 2021) is. Megállapítható, hogy még nem áll rendelkezésre elég adat arra 

vonatkozóan, hogy milyen mennyiségben, milyen időtávon, mely élelmiszertermelő 

haszonállat esetén alkalmazhatóak a fenolos vegyületek takarmánykiegészítőként. Azonban 

in vitro kísérletek alapján látható, hogy a polifenolos vegyületek jótékony hatással bírhatnak 

a mikotoxinok által kiváltott negatív hatások megelőzésében az antioxidáns hatásuk miatt.  

A kvercetinnel kapcsolatban leírták, hogy fokozta a nyúl petefészeksejt-proliferációját és 

csökkentette a T-2 toxin által okozott apoptózist (Leśniak-Walentyn et al., 2013). 

7.3.1. A kvercetin előkezelés és együttkezelés védő hatásának meghatározása 

DON által indukált oxidatív stresszel szemben 

Chen és munkatársai (2018) szerint a kvercetin megvédi az IPEC-J2 sejteket az 

oxidatív károsodás által közvetített apoptózistól. Tanulmányukban a mechanizmus a 

mitokondriális apoptózis útjának gátlásához és a lipidperoxidációhoz kapcsolódik. Ezek az 

eredmények azt mutatják, hogy a kvercetin fokozta az IPEC-J2 sejtek proliferációját és 

védelmét a H2O2 által kiváltott oxidatív stressz ellen. Kísérleteikben 24 órás kezelést 

alkalmaztak, míg a 16,5 µM koncentrációjú kvercetin jelentősen megnövelte a sejtek 

életképességét, addig a 33 µM kvercetin koncentrációk jelentős sejtpusztulást okozott az 

IPEC-J2 sejtekben MTT vizsgálattal mérve. Ezzel összhangban azt találtuk, hogy a kvercetin 

IPEC-J2 sejtekben citotoxikus 75 µM vagy annál magasabb koncentrációban 24 órás 

inkubációs időt alkalmazva. Vergauwen és munkatársai (2016) arról számoltak be, hogy az 

IPEC-J2 sejteket 18 órán át inkubálva 800 µM kvercetin koncentrációjú oldattal azok 

sejtpusztulást mutattak NR festési eljárást alkalmazva.  

IPEC-J2 sejteken korábban Vergauwen és munkatársai (2016) bizonyították, hogy 

25–200 µM kvercetin előkezelés 18 órán át erősítheti a sejtréteg integritását. Eredményeink 
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összhangban vannak a fenti megállapításokkal, mivel 20 µM kvercetinnel 24 óráig inkubált 

IPEC-J2 sejtek TEER értékei szignifikánsan magasabbak voltak a kontroll kezeléshez 

viszonyítva. A 20 µM kvercetin előkezelés nem volt alkalmas arra, hogy megakadályozza  

1 µM DON TEER csökkentő hatását. Az 1 óráig együtt adott kvercetin és DON szintén nem 

bizonyult alkalmasnak, hogy mérsékelja a TEER változását. Az 1 órán át adott, 1 µM DON 

hatását összehasonlíthatjuk aszerint is, hogy 24 óra 20 µM kvercetin előkezelést vagy 24 

órán át tartó kontroll kezelést kaptak az IPEC-J2 sejtek előtte. Azt az eredményt kaptuk, 

hogy szignifikáns különbség van a két csoport között, vagyis a 20 µM kvercetin előkezelés 

segített a DON által kiváltott bélhám integritásának sérülésének helyreállításában. 

Vergauwen és munkatársai (2016) DCFH-DA kísérleteket végeztek IPEC-J2 sejteken 

különböző koncentrációjú kvercetin felhasználásával és megállapították, hogy a kvercetin 

csökkentheti az intracelluláris ROS mennyiségét. A DCFH-DA vizsgálat segítségével Chen 

és munkatársai (2018) kimutatták, hogy az IPEC-J2 sejtek ROS tartalmát csökkentette a 

kvercetin 16,5 µM koncentrációban. Kísérleteink során azt találtuk, hogy az extracelluláris 

H2O2 termelés jelentősen megnőtt a 25 órás, 1 µM DON kezelés után. Az előkezelés 20 µM 

kvercetinnel, majd 1 µM DON-nak való kitettség 1 órán át nem mutatott szignifikáns 

változásokat a H2O2 termelésben a kontroll értékekhez képest. Az együttkezelés 20 µM 

kvercetinnel és 1 µM DON-nal 1 órán át jelentősen növelte az extracelluláris H2O2 

koncentrációt, alátámasztva azt, hogy a 24 órás előkezelés megakadályozhatja a DON által 

indukált extracelluláris H2O2 termelést, míg a 20 µM kvercetinnel végzett 1 órás 

együttkezelés nem volt képes gátolni a DON által indukált H2O2 túltermelés hatását. 

Vizsgálatunkban 25 órát követően az 1 µM DON szignifikánsan növelte az intracelluláris 

ROS mennyiséget, míg a 20 µM koncentrációjú kvercetin kezelést kapott sejtek nem 

mutattak különbséget a kontroll sejtek ROS szintjéhez képest. A 20 µM kvercetinnel 

előkezelt, majd DON-nak kitett sejtek jelentősen magasabb intracelluláris ROS növekedést 

mutattak a kontroll sejtek értékeivel összehasonlítva. 

7.3.2. A rozmaringsav előkezelés eredményei a mikotoxinokkal kezelt IPEC-J2 

sejteken 

Vergauwen és munkatársai (2016) vizsgálták az IPEC-J2 sejtek életképességét 12,5; 

25; 50; 100; 200 és 400 µM rozmaringsavval történő 18 órás inkubálást követően. 

Eredményeik alapján 24 óra alatt mindegyik koncentráció növelte, míg a nagy 

koncentrációjú, 800 és 1600 µM rozmaringsav kezelés már szignifikánsan csökkentette a 

sejtek életképességét. A saját kísérleteink alátámasztják, hogy a magas koncentrációjú 

rozmaringsav már károsan befolyásolja az életképességet. Az IPEC-J2 sejteknél 48 és 72 

óra inkubálást követően 500 µM rozmaringsav koncentráció esetében és a fölött volt jelentős 

sejtéletképesség csökkenés. 
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További vizsgálataikban, Vergauwen és munkatársai (2016) arra a következtetésre 

jutottak, hogy 18 órán keresztül előkezelve az IPEC-J2 sejteket 200, 400 és 600 µM 

rozmaringsavval megerősítheti a sejtréteg integritását, 1 órás H2O2 kezelést követően. Saját 

vizsgálatomban, míg a DT2 kezelés szignifikánsan csökkentette a TEER értékeket, addig a 

24 órás 50 µM rozmaringsav előkezelést követően, majd DT2-vel inkubált sejtek TEER 

értékei magasabbak voltak a DT2 kezeléshez viszonyítva. A rozmaringsav előkezelés 

hatékonynak bizonyult az 1 µM DON + 5 nM T-2 keverékének a TEER csökkentő hatását 

kivédeni, mivel szignifikáns az eltérés a két csoport TEER értékeiben.  

12 órás előkezelés, 10–30 µM rozmaringsav oldattal képes csökkenteni az oxidatív 

stressz károsító hatásait a normál humán dermális fibroblaszt sejtben úgy, hogy 

megakadályozza 10 perc 600 µM H2O2 kezelés indukálta ROS termelődést és gyulladást 

(Hahn et al., 2017). Kísérleteinkben bizonyítottuk, hogy 24 órás, 50 µM rozmaringsav 

előkezelés képes csökkenteni a DT2 által indukált extracelluláris H2O2 koncentráció 

növekedést IPEC-J2 sejteknél. A rozmaringsavval előkezelt, majd 48 és 72 órán keresztül 

DT2-vel inkubált sejteknél nem találtunk szignifikáns eltérést a kontroll csoporthoz képest. 

Összehasonlítva a csak DT2 kezelést kapott sejtek H2O2 termelésével, szignifikánsan 

alacsonyabb koncentráció mérhető a korábban rozmaringsav kiegészítést is kapott sejteknél, 

vagyis az 50 µM rozmaringsav 72 órával az inkubálást követően is hatással volt a sejt 

oxidációs állapotára. 

Kevés adat található a szakirodalomban a rozmaringsav gyulladáscsökkentő 

hatásáról in vitro körülmények között. Kim és munkatársai (2013) azt találták, hogy 1 órás 50 

és 100 µM koncentrációban adott rozmaringsav képes a 4 órán keresztül adott 10 µM 

kadmium só (CdCl2) által indukált IL-6 és IL-1β citokin termelést gátolni egy egét hallósejt 

sejtvonalon (HEI-OC1). Az IPEC-J2 sejtekkel végzett kísérletünkben a DT2 kezelés jelentős 

mértékben megemelte mind az IL-6, mind az IL-8 citokin koncentrációját. A 24 órás 50 µM 

rozmaringsav előkezelést, majd DT2 kezelést kapott sejtek esetében szignifikánsan 

alacsonyabb volt mindkét citokin koncentrációja, vagyis a rozmaringsav előkezelés 

csökkentette a citokinek szintjének emelkedését 48 és 72 órával az inkubáció után.  

A kontroll kezelést kapott IPEC-J2 sejtek okkludin és klaudin-1 eloszlása 

homogénnek mutatkozott, az immunfluoreszcens festés hatására láthatóvá váltak a 

sejthatárok. Qiang (2011) bizonyította, hogy az 50 µM rozmaringsav fokozta a ZO-1, ZO-2, a 

klaudin-1 és az okkludin mRNS-expresszióját Caco-2 sejtekben. Az eredményeink 

korrelálnak Qiang (2011) eredményeivel, ugyanis a rozmaringsavat 24 órán keresztül 50 µM 

koncentrációban adva az IPEC-J2 sejtekhez elősegítheti a klaudin-1 membránban való 

jelenlétét 48 és 72 óra DT2-vel történő inkubációt követően. 
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7.3.3. A fermentált búzacsíra kivonattal történő kezelés hatása önmagában és 

mikotoxinokkal kombinációban IPEC-J2 sejteken 

A fermentált búzacsíra kivonat számos előnyös tulajdonsággal rendelkezik, amelyek 

miatt ez a több hatóanyagot tartalmazó kivonat hasznos lehet a két leggyakoribb mikotoxin 

által okozott oxidatív stressz ellen. Vizsgálatainkban mind az 1%, mind a 2% fermentált 

búzacsíra kivonat növelte a sejtek életképességét, a kontroll sejtekhez képest.  

A szakirodalomban az fermentált búzacsíra kivonatot többnyire tumoros sejtvonalakon 

vizsgálták, ahol a fermentált búzacsíra kivonat több esetben apoptózist és sejthalált indukált 

(Zhurakivska et al., 2018). Saját, IPEC-J2 sejtekkel végzett kutatásomban az 1% vagy 2% 

fermentált búzacsíra kivonat nem tudta mérsékelni a sejthalál mértékét, amikor 8 µM DON-t 

adtunk a sejtekhez. Ezzel szemben 1% és 2% fermentált búzacsíra kivonat fokozta a T-2 

toxinnal egyidejűleg kezelt IPEC-J2 sejtek túlélését a csak 5 nM T-2 toxinnal kezelt sejtekhez 

képest. 

Nem találtunk szakirodalmi adatot arra nézve, hogy korábban vizsgálták a fermentált 

búzacsíra kivonat TEER értékekre gyakorolt hatását. Eredményeink alapján az IPEC-J2 

sejteknél a 8 µM DON és az 5 nM T-2 toxin szignifikánsan csökkentette a TEER értékeket a 

24 órás inkubáció alatt és a regenerációs kezelés után is, míg az 1% és 2% fermentált 

búzacsíra kivonat önmagában adva a sejtekhez jelentősen növelte a TEER-t a kontroll 

értékekhez viszonyítva. Adataink alapján az 1% fermentált búzacsíra kivonat mikotoxinokkal 

kombinációban adva nem emelte meg az IPEC-J2 sejtek TEER értékeit. Ezzel szemben a 

2% fermentált búzacsíra kivonat, mely 5 nM T-2 toxinnal lett együtt adva, segített a bélbarrier 

integritás fenntartásában. 

Kísérleti adataink szerint az IPEC-J2 sejtekben mind a 8 µM DON, mind az 5 nM T-2 

toxin jelentősen növelte az intracelluláris ROS-szintet a 24 órás kezelés és a 24 órás 

regenerálás után. Ezt erősíti meg Kang és munkatársai (2019) tanulmánya, miszerint 6,7 µM 

DON IPEC-J2 sejtekben szignifikánsan megemelte az intracelluláris ROS-szintet 24 órás 

mikotoxin-expozíció után. A 2% fermentált búzacsíra kivonat csökkentette a ROS-t 24 órás 

kezelés után, mind DON-nal, mind T-2 toxinnal együtt kezelve. Ezek az eredmények 

összhangban állnak Karancsi és munkatársai (2020) megállapításaival, akik először 

tisztázták a fermentált búzacsíra kivonat jótékony hatását az LPS által kiváltott oxidatív 

károsodás esetén. A fermentált búzacsíra kivonat csökkentheti az intracelluláris ROS-szintet 

az LPS beadása után és védőhatást fejt ki az LPS-kezelésnek kitett IPEC-J2 sejtréteg 

integritására. Vizsgálatuk azt is kimutatta, hogy a fermentált búzacsíra kivonat különböző 

koncentrációkban (1%, 2% és 4%) nem befolyásolta a sejthalál mértékét; ezen kívül a 2% 

fermentált búzacsíra kivonat jelentősen javította a sejtek életképességét 24 órás kezelés 

után. Ezek az eredmények látszólag ellentétben állnak Otto és munkatársai (2016) azon 
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adatainak, melyek szerint 24 µM DMBQ gátolja a sejtciklus előrehaladását; apoptózist 

indukál és növeli az intracelluláris DCF fluoreszcenciát 24 órás kezelés után kilenc humán 

rákos sejtvonalban. Az ellentmondást Hidvégi és munkatársai (1999) munkája 

magyarázhatja meg azzal, hogy tisztázták, a fermentált búzacsíra kivonat hatásai nem 

kizárólag a benzokinonoknak tulajdoníthatók. További különbség, hogy az általunk is 

használt IPEC-J2 egy nem tumoros eredetű sejtvonal. Egyidejű 24 órás kezelés esetén mind 

az 1%, mind a 2% fermentált búzacsíra kivonat szignifikánsan csökkentette a DON és T-2 

toxin által kiváltott ROS szintjének emelkedését. Érdemes megemlíteni, hogy a 2% 

fermentált búzacsíra kivonat kezelésnél az extracelluláris H2O2 szignifikánsan csökkent a 24 

órás kezelés során, azonban az IPEC-J2 sejtek több H2O2-t termeltek a regenerációs 

időszak végén, összehasonlítva azokkal a sejtekkel, amelyek korábban DON vagy T-2 toxin 

expozíciónak voltak kitéve 24 órán keresztül. A fermentált búzacsíra kivonat jótékony hatást 

gyakorolt az IPEC-J2 sejtek életképességére. Ebben a munkában bizonyítást nyert, hogy a 

magas koncentrációban alkalmazott DON és a T-2 toxin által kiváltott oxidatív stresszt képes 

a fermentált búzacsíra kivonat csökkenteni, viszont további kísérletekre van szükség a 

hatásmechanizmus pontos meghatározásához. 

A szakirodalmi adatokkal összhangban bizonyítottuk, hogy önmagukban alkalmazva 

a kvercetin, rozmaringsav és fermentált búzacsíra kivonat jótékony hatást gyakorol a sertés 

vékonybélhám sejtekre. Azonban fontos megjegyezni, hogy ezekben a kísérletekben a 

vegyületek természetes módon megjelenő koncentrációinak többszörösét alkalmaztuk 

aglikon formában. A növényekben található polifenol mintázat feltételezi, hogy a 

komponensek egymás hatását és hasznosulását befolyásolhatják. Ezért az általunk végzett 

kísérletekben, a vizsgált mikotoxinok és védő hatású anyagok koncentrációit minden esetben 

az IPEC-J2 és a HIEC-6 sejtek életképességére gyakorolt hatásuk alapján választottuk meg. 

A jövőben olyan kísérletekkel lehet jobban megismerni a hatásmechanizmusokat és a valódi 

biológiai hasznosulást, amelyek során több polifenol vegyületet tesztelésére kerül sor aglikon 

és glikozilált formában is, in vitro majd in vivo kísérletekben. Az így kapott eredmények 

segíthetik a természetes eredetű takarmány kiegészítők fejlesztését. 

A sertéseknél használt nem szteroid gyulladáscsökkentő (NSAID), a meloxicam egy 

preferenciális COX-2-inhibitor, melynek potenciális mellékhatásai vannak a gyomor-bél 

traktusra és befolyásolja a sertés növekedése szempontjából releváns folyamatokat 

(Gorissen et al., 2017). Gyógynövényekből származó kivonatok enyhe gyulladás esetén 

alkalmasak lehetnek kiváltani az NSAID gyógyszerek használatát. Scheckel és munkatársai 

(2008) HT-29 sejteken kapott eredménye szerint a rozmaringsav hatékony megelőző szer 

lehet a COX-2 aktiváció ellen daganatos sejtekben, ahogy a kvercetin is képes egy 

epiteliális, humán mellrák, MDA-MB-231 sejtvonalon gátolni a COX-2 expresszióját (Xiao et 

al., 2011). Ahogy Déciga-Campos és munkatársai (2021) patkányokon formalin- és 
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karragén-teszttel vizsgálták, hogy a szegfűszeg (Syzygium aromaticum L.) olaja és a 

rozmaring (Rosmarinus officinalis L.) etanolos kivonata 1:1 arányú kombinációban fokozza-e 

antinociceptív és gyulladáscsökkentő hatásukat.  

8. Következtetés 

A Fusarium gombafajok megfertőzhetik a gabonaféléket a betakarítás előtt, melyek 

kedvezőtlen környezeti feltételek között mikotoxinokat termelhetnek a gazdanövényen.  

A többféle kémiai szerkezettel rendelkező mikotoxinok számos negatív hatást 

gyakorolhatnak a mikotoxinokkal szennyezett növényt fogyasztó szervezetre. A trichotecén-

vázas mikotoxinok közé tartozó DON és T-2 toxin a gasztrointesztinális traktusban 

okozhatnak szövet- és sejtszintű változásokat. Szakirodalmi források alátámasztják, hogy a 

mikotoxinokat sem fizikai, sem kémiai módszerekkel nem lehet teljes mértékben azokat a 

fogyasztásra szánt gabonaszemekből eltávolítani, ezért egyedüli védekezési lehetőség a 

bevitt mennyiség csökkentése. Napjainkban azonban előtérbe kerültek a növényi eredetű 

táplálék- és takarmánykiegészítők, melyek hozzájárulhatnak a béltraktus normál funkcióinak 

megőrzéséhez és jótékony hatásaikkal segíthetik a bél regenerálódását. A flavonoid és 

egyéb, többségükben aromás gyűrűvel rendelkező vegyületek antioxidáns és 

gyulladáscsökkentő tulajdonságokkal rendelkezhetnek az in vivo és in vitro kutatási 

eredmények szerint.  

Kísérleteinkben bélhámsejteken vizsgáltuk a mikotoxinok sejtéletképességre, oxidatív 

stresszre, gyulladásos folyamatok mértékére és a TJ-ra gyakorolt károsító hatásait.  

A HIEC-6 sejtek esetében először végeztük el a DON, a T-2 toxin és a DT2 hatásának 

nyomon követését. Alacsony koncentrációjú fuzáriotoxin kezelés hatására megemelkedett az 

oxidatív stressz és nőtt a gyulladásos citokinek koncentrációja, a sejtkapcsoló struktúrák 

fehérjéi közül a klaudin-1 mennyisége pedig csökkent. Az IPEC-J2 sejteken először 

alkalmaztuk együtt a DON-t és a T-2 toxint, hogy megállapíthassuk, hogy milyen hatás 

várható, ha a bélhámsejtek egy időben lépnek kapcsolatba a két mikotoxinnal.  

Az eredményeink alapján, a kombinációs kezelésnél szignifikánsan alacsonyabb volt a 

TEER a külön- külön alkalmazott mikotoxinok sejtrétegintegritás csökkentéséhez képest. 

Ezzel szemben nem találtunk szignifikánsan magasabb értékeket DT2 kezelést követően az 

extracelluláris H2O2 koncentráció változásában a vizsgált csoportok között. A mikotoxinokkal 

történő inkubálást követően csökkent a klaudin-1 fehérjék sejtmembránbeli detektálhatósága 

is. Bizonyítottuk mindkét sejtvonalnál, hogy a DON és a T-2 toxin esetében a legmagasabb 

nem-citotoxikus koncentrációk is módosítják a sejtek oxidatív állapotát, gyulladást 

indukálhatnak és negatívan befolyásolják a sejtréteg integritás erősségét.  

A polifenolok közé tartozó vegyületek közül több esetében igazolást nyert in vitro 

kísérletekben, hogy azok hatékonyan csökkentik az oxidatív stressz mértékét, a gyulladást 
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és jótékonyan hatnak a bélhámsejtek közötti kapcsolatok fenntartására. A munkában azt 

vizsgáltuk, hogy bizonyos növényi eredetű vegyületek (a kvercetin és a rozmaringsav) és az 

fermentált búzacsíra kivonat képesek-e a vizsgált mikotoxinok által előidézett változásokat 

mérsékelni. A polifenol vegyületek közé tartozó kvercetinnel és rozmaringsavval végzett 24 

óráig tartó előkezelések minden esetben növelték az IPEC-J2 sejtek között az integritást.  

A mikotoxinok által kiváltott oxidatív stresszt részben vagy teljesen sikerült csökkenteniük a 

sejtmodell típusától függően. Bizonyítottuk továbbá azt is, hogy a rozmaringsav képes volt a 

DT2 klaudin-1 csökkentő hatását ellensúlyozni. Vizsgálataink során először határoztuk meg 

a fermentált búzacsíra kivonat hatását a TEER értékekre. A mérési eredményeink szerint a 

növényi kivonattal történő kezelés hatására nőtt az IPEC-J2 sejtréteg integritás 24 órát 

követően. Eredményeink szerint a 2% fermentált búzacsíra kivonattal történő együttkezelés 

képes volt csökkenteni a T-2 toxin által kiváltott oxidatív stresszt. A kísérleti elrendezésben 

vizsgáltuk 24 órás utánkövetéssel (regeneráció) az együttkezelések hosszútávú hatását.  

A regeneráció utáni mintavételből kiderült, hogy az intracelluláris ROS-ok mennyisége 

megemelkedett a mikotoxinokkal kombinációban adott fermentált búzacsíra kivonat 

kezeléseket kapott sejteknél, viszont a T-2 toxin hatását mérsékelte a 2% fermentált 

búzacsíra kivonat. 

Kutatásunk során humán HIEC-6 és sertés eredetű IPEC-J2 sejtvonalon 

tanulmányoztuk mikotoxinok és védő hatású bioaktív anyagok hatását. Összefoglalásként 

megállapítható, hogy a nem daganatos humán és sertés bélhámsejtek alkalmasak a 

Fusarium toxinok által előidézett bélbarrier károsodás modellezésére. Kísérleti munkánkban 

növényi vegyületeket (kvercetint és rozmaringsavat) és a fermentált búzacsíra kivonatot 

teszteltünk, és bizonyítást nyert, hogy ezek az anyagok részt vettek a károsodott 

bélhámsejtréteg integritásának helyreállításában és az alkalmazott xenobiotikumok által 

okozott oxidatív stressz mérséklésében. Kísérleti adataink szerint a penészgomba fajokkal 

fertőzött gabonaféléken együttesen előforduló mikotoxinok közül a DON és a T-2 toxin 

kombinációjának alkalmazásakor egyes gyulladásos citokinek (IL-6 és IL-8) szintje 

megemelkedett, és a sejtréteg ellenállása jelentős mértékben csökkent, amely káros 

elváltozásokat a rozmaringsavval való előkezelés hatékonyan állította helyre IPEC-J2 

sejtekben. Az új in vitro eredmények megalapozhatják több antioxidáns és 

gyulladáscsökkentő hatású természetes vegyület étrend- és takarmánykiegésztőként való 

későbbi gyakorlati alkalmazását. 

9. Új tudományos eredmények 

A kísérleti munkámban a trichotecén-vázas mikotoxinok közül a DON és a T-2 toxin 

bélhám károsító hatását vizsgáltam két, nem-daganatos eredetű bélhám sejtvonalon, a 
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humán HIEC-6 és a sertés IPEC-J2 sejteken. A két fuzáriotoxint vagy önmagukban, vagy 

védő hatású anyagokkal kombinációban adtam a sejtekhez. 

1) HIEC-6 sejteken először vizsgáltam meg a mikotoxinok hatását. Meghatározásra 

került a DON (≥5 µM), a T-2 toxin (≥10 nM) és a DT2 (5 µM DON + 10 nM T-2) 

citotoxikus koncentrációja 24 óra inkubációt követően.  A vizsgálatban 

alkalmazott, 1 µM DON, 5 nM T-2 toxin és a DT2: 1 µM DON + 5 nM T-2 

kezelések szignifikánsan megemelték az oxidatív stressz mértékét, a vizsgált 

gyulladásos citokinek koncentrációját és jelentős mértékben csökkentették a 

klaudin-1 koncentrációját, míg az okkludin mennyiségére nem voltak hatással. 

Ezzel a HIEC-6 sejteken végzett kísérleti elrendezéssel igazoltam, hogy a  

nem-daganatos eredetű, humán bélhámsejtekre negatív hatással vannak a 

vizsgált fuzáriotoxinok. 

2) IPEC-J2 sejteken végzett vizsgálatokban az 1 μM DON és 5 nM T-2 toxin (DT2) 

kombinációja számottevően befolyásolta a sejtéletképességet, szignifikánsan 

megemelte az oxidatív stressz mértékét és a gyulladásos citokinek 

koncentrációját. Immunfluoreszcens festéssel bizonyítottuk, hogy a klaudin-1 

lokalizációs mintázata a kezelést követően jelentősen csökkent a 

sejtmembránban, míg az okkludin membránbeli elhelyezkedése nem változott a 

DT2 kezelés hatására. A TEER csökkenés és a klaudin-1 fehérje membránbeli 

csökkenése alátámasztja, hogy a DT2 expozíció károsította a sejtréteg integritást. 

Kutatásomban továbbá in vitro előszűrést végeztem a kvercetinnel és a 

rozmaringsavval, valamint a fermentált búzacsíra kivonattal az IPEC-J2 sejteken, hogy 

megvizsgáljam milyen mértékben képesek kifejteni az antioxidáns és gyulladáscsökkentő 

hatásukat DON illetve T-2 toxin expozíciót követően.  

3) Kísérleteimben összehasonlítottam a 24 órás előkezelés és az 1 órás 20 µM 

kvercetinnel történő együttkezelés hatását a DON által indukált sejtréteg integritás 

károsodására és az oxidatív stressz növekedésére IPEC-J2 sejteknél. A 20 µM 

kvercetin előkezelés képes mérsékelni a TEER csökkenést, illetve a DON által 

kiváltott extracelluláris H2O2 és az intracelluláris ROS emelkedést, 

összehasonlítva az egy órás együttkezeléssel. 

4) A 24 órás, 50 µM rozmaringsav előkezelés hatására a 48 és 72 óráig tartó DT2  

(1 µM DON + 5 nM T-2) kezelést követően a TEER érték magasabb volt az 

előkezelést kapott sejteknél, mint a csak DT2 kezelést kapott sejtek esetében.  

A rozmaringsav előkezelés szignifikáns mértékben csökkentette a DT2 által 

indukált extracelluláris H2O2 és gyulladásos citokinek koncentrációinak 
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emelkedését a csak DT2 expozíciónak kitett sejtekkel szemben. A DT2-vel kezelt 

sejtek membránjában nem változott meg a klaudin-1 fehérje lokalizációs 

mintázata rozmaringsav adása mellett. 

5) A fermentált búzacsíra kivonatot először alkalmaztam fuzáriotoxinokkal történő 

együttkezelésben. Bizonyítást nyert, hogy a fermentált búzacsíra kivonat hatására 

nőtt az IPEC-J2 sejtréteg-integritása 24 órás kezelést követően. Eredményeink 

szerint a DON által előidézett TEER csökkenést nem mérsékelte sem az 1%, sem 

a 2% fermentált búzacsíra kivonat, ezzel ellentétben a T-2 toxin hatását a 2% 

kezelőoldat jelentősen ellensúlyozta. A mikotoxinok által előidézett oxidatív 

stresszt a 24 óráig tartó 1% és 2% fermentált búzacsíra kivonat együttkezelés 

képes volt csökkenteni. További 24 óra regeneráció utáni mintavételekből kiderült, 

hogy az 1% fermentált búzacsíra kivonattal történő együttkezelés mind a DON, 

mind a T-2 toxin által kiváltott intracelluláris ROS mennyiségi növekedését képes 

volt kompenzálni, míg a 2% fermentált búzacsíra kivonat a T-2 toxinnal való 

együttinkubálás után csökkentette az intracelluláris ROS termelődését.  
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