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Bevezetés

Az emberi ¢€lelmiszerekben ¢és az allati takarmanyokban megjelend toxikus anyagok
igen jelentds része mikrobialis eredetli. Ezek koziil a fonalas gombdk 4ltal termelt
mikotoxinok napjainkban egyre nagyobb jelentdségre tesznek szert a mind intenzivebb
nemzetkdzi terménykereskedelem és az éghajlat jelentds valtozasai miatt. Ezek gazdasagi és
¢lelmezés-egészségiigyi szempontbol fontos vegyliletek, az élelmiszerekben, takarmanyokban
maximalisan megengedett koncentracidjukat szigori nemzetkdzi €s hazai szabalyok szerint
ellenorzik. A mikotoxinok intracellularis, molekularis szint(i hatasainak és az altaluk
eldidézett stressznek a megismerésével, valamint a toxinok tamadaspontjainak azonositasaval
megalapozhatjuk azt a tudast, amelynek segitségével az ¢élelmiszerek és takarmanyok
toxinmentesitése, a mikotoxikézisok gydgyitasara alkalmazott terapidk kifejlesztése ¢és
hatékonysaganak novelése, esetleges rezisztens haszonndvények nemesitése megvalosithato.

A Fo6ldon minden ¢€l6lény igyekszik kialakitani belsd egyensulyat, homeosztazisat
azaltal, hogy alkalmazkodik a kiilsé és bels6é kornyezet valtozéasaihoz, ezéltal biztositja a
szervezet vagy — egysejtli fajok esetén a sejt — dinamikus allandosagat. Ha a valtozasok tal
nagyok, kilépnek az optimumbdl, felborul a dinamikus egyensuly és ez stresszként hat az €16
szervezetekre. Eredetét tekintve a stressz hatas lehet belsé (mutacio, intracellularis parazita,
stb.) vagy kiils6 (pl. nehézfémek, toxinok, homérséklet, oxigén-ellatottsag, pH, tapanyag
elérhetdség, ozmotikus nyomas valtozasai, patogének, UV sugarzas stb.), amelyekhez
bizonyos hatarok kozott az ¢€l6lények képesek alkalmazkodni. Ezt az alkalmazkodast
adaptacionak nevezziik, kialakitdsdban pedig 0Osszehangolt molekularis mechanizmusok
vesznek részt.

A disszertacidban modellszervezetként hasznalt egysejtli, eukaridta, haplonta hasado
¢leszté, a Schizosaccharomyces pombe (S. pombe) egyike a bioldgiai kutatasokban
legéltalanosabban alkalmazott modellszervezeteknek. Egy adott kiilsé stresszt kivaltd
stresszor (pl. egy adott mikotoxin) hatasara a sejtek valaszreakcioi rovid id6 alatt megjelennek
¢s tanulméanyozhatéak. A mintegy haromszdz ismert mikotoxin egy része sejtpusztitd
citotoxikus folyamatokban oxidativ stressz-allapotot okoz. Az oxidativ stresszfolymatok
megismerésének kiillondsen nagy jelent6sége van, hiszen szamos human betegség (pl.
Alzheimer-kor, Parkinson-kor, sclerosis multiplex, iziileti gyulladasok és gyulladasos
bélbetegségek, kardiovaszkuldris megbetegedések, artherosclerosis) egyarant erre a
folyamatra vezethetd vissza.

A hasadd éleszté sejtjei is a megfeleld receptorok segitségével érzékelik a
megvaltozott koriilményeket, kiillonbozd jelatviteli utvonalakat aktivalnak, amelyek ugy
valtoztatjak a sejtek génexpresszios profiljat, hogy a védekezésben résztvevd antioxidansok
(pl. peptidek, vitaminok, flavonoidok ¢és karotinoidok: glutation (GSH), aszkorbinsav,
tokoferol, B-karotin, stb.), és antioxidans enzimek (pl. katalaz (CAT), szuperoxid-dizmutaz
(SOD), glutation-peroxidaz (GPx), glutation-reduktaz (GR), glutation S-transzferaz (GST),



stb.) aktivalasa segitse a talélést és a megvaltozott koriilményekhez torténd adaptaciot. A
stresszre adott valaszok kozt megkiilonboztetiink altalanos kornyezeti stressz valaszt €s
specifikus kornyezeti stressz valaszt. A kozponti valasz megegyezik a legtdbb stressz
esetében, tehat kiilonbozo stressz hatasok ugyanazt a védekezd mechanizmust aktivalhatjak
azaltal, hogy azonos jelet generdlnak, amely azonos transzkripcios faktorokat fog aktivalni,
igy kialakitva egy altalanos stressz valaszt. Ebben az esetben olyan gének expresszidja
indukalédik, amelyek a szénhidrat-metabolizmusban, a reaktiv oxigén-szarmazékok
semlegesitésében, a megfeleld fehérjeszerkezet felvételében, a mitokondriélis funkcidkban és
a metabolit-transzportban érintettek. Ezzel szemben a specifikus valaszban olyan gének
indukélodnak, amelyeknek sokkal specifikusabb szerepiik van az adaptacioban. Az adaptéacio
lehet tobbszintli, annak megfeleléen, hogy csak a karosodasok (pl. mutaciok) kialakulasat
gatolja, vagy teljes alkalmazkodast biztosit a megvaltozott kdrnyezethez, esetleg késdbbi,
nagyobb mértéki stresszel szemben is rezisztenssé teszi a sejtet.

A mikotoxinok hatdsmechanizmusanak vizsgadlatdhoz éppen ezért vélasztottuk
modellorganizmusnak a S. pombe-t, hiszen komplex vizsgalati modszerekkel rendelkeztiink
az oxidativ stressz folyamatainak és szabalyzasuknak a vizsgalatat illetden. A S. pombe sok
szempontbol megfeleld modellorganizmusnak bizonyult, hiszen sejtosztodadsa és a sejtciklus
szabalyzasa nagyon hasonlé a magasabbrendii eukariota sejtekhez, szamos génje szignifikans
hasonlosagot mutat human betegségeket hordoz6 génekkel, és a stressz-aktivalt jelatviteli
utvonal aktivalodasi profilja megegyezik az emlds utvonalakéval.

Az éltalunk vizsgalt két mikotoxin, a patulin (PAT) és a zearalenon (ZEA) eltérd
tamadaspontil  vegyiiletek, azonban irodalmi adatok azt valdszinlsitik, hogy a
hatasmechanizmusukban az oxidativ stressz meghatarozd folyamat, amely Iényegének
megertése azonban tovabbi kutatasokat igényel. Az altalunk vizsgalt két toxin hatasair6l mar
rendelkeztiink informéciokkal, de a kisérleteket nagyon kiilonboz6 sejt- és szdvettipusokon,
élélényeken végezték, igy egy toxin hatasairdl kapott informaciok igen eltérdek lehetnek. Egy
jol definidlt modellen vizsgidlva Oket azonban az altalunk kapott eredmények

O0sszehasonlithatodak.
Célkitizések

A PTE TTK Altaldnos és Kornyezeti Mikrobiologiai Tanszékének egyik kutatasi
teriilete a kiilonb6z6 mikotoxinok hatasmechanizmusanak, elsosorban az altaluk indukalt
oxidativ stressznek a vizsgalataval foglalkozik S. pombe hasadé éleszto sejteken.

Ennek keretében munkdm f6 részeként Osztrogén-receptorral vagy azzal analog
szekvencidval nem rendelkezd hasadd élesztd sejteken terveztik meghatarozni a ZEA
mikotoxin nem Osztrogén-specifikus citotoxicitasat, a sejtben lejatszodd oxidativ stressz
folyamatokat és azok szabalyozasat, valamint azonositani a ZEA lehetséges tamadaspontjait.

Vizsgalataink soran a kovetkezd kérdésekre kerestiik a vélaszt:



1.1. Van-e citotoxikus hatasa a ZEA-nak az S. pombe sejtekre? Milyen mértékben
gatolja a toxin a sejtek szaporodasat, illetve mekkora mértéki sejtpusztulast idéz el6?
1.2. Létezik-e adaptacid a toxinnal szemben, és ha igen, milyen jelatviteli utvonalon
keresztiil szabalyzodik?

1.3. Milyen mértékli oxidativ stresszt idéz el6 a toxin a sejtekben? Hogy alakul a
kiilonb6z6 reaktiv oxigén gyokok (ROS-ok) — Oy e, H,O,, *OH — intracellularis
mennyisége?

1.4. Az el6idézett oxidativ stresszre hogy valaszol a sejt, miként szabalyozza az
antioxidans enzimeinek specifikus aktivitasat, illetve a GSH sejten beliili
1.5. Van-e direkt interakcié a ZEA és a GSH kozott?

1.6. A ZEA altal kivaltott oxidativ stressz hatasara bekovetkezik-e DNS karosodas?
Ha igen, megkisérli-e a sejt a javitast a sejtciklus blokkoldsaval? Ha a folyamat
eredménytelen, indukalodik-e programozott sejthalal?

1.7. Mivel a ZEA szerkezeti hasonldésagot mutat az ergoszterinnel, felmeriilt a kérdés,

hogy befolyasolja-e a ZEA-kezelés a sejt szterin-Osszetételének aranyait?

Munkam masik része a tanszéken mar korabban kutatott mikotoxinnal, a PAT
hatasmechanizmusaval volt kapcsolatos. Eldzetes vizsgalatok alapjan bizonyitdst nyert ¢€s
ismertté valt a toxin f0 tdmadaspontja, a fehérjék SH-csoportjai, valamint a toxin membran
perturbald hatdsa. Kutatdcsoportunk részletesen vizsgalta a PAT altal eldidézett oxidativ
stressz fobb folyamatait is, igy a kiillonboz6 termel6dott gyokok aranyat, illetve a ROS-ok
emelkedésére reagalva a kiilonb6z6 antioxidans enzimek aktivitasvaltozasait.

Tovabbi kérdésként mertilt fel azonban, hogy:

2.1. Mindezek a folyamatok milyen jelatviteli utvonalon keresztiil szabalyozddnak a

sejten beliil?

2.2. Bekovetkezik-e a DNS-t érinté oxidativ karosodas? Ha igen, akkor akkora

mértékii-e, hogy apoptdzist véltson ki, amelynek a sejtmorfoldgiai jelei érzékelhetdek?

2.3. Az éltalunk hasznalt fotolumineszcens €s polarizdcidos modszerek segitségével

kimutathat6-e a kozvetlen kdlcsonhatas az ismerten SH-csoportokkal keresztkotd

patulin és a GSH kozott?

Alkalmazott modszerek

A vizsgalatainkhoz az S. pombe urad'D18 h’, uracil auxotrof, heterotallikus torzset
hasznaltuk. A jelatviteli utvonal (MAPK) vizsgalatahoz egy sziil6i torzset (leu 1-32 ura4-D18
his 7-366 ade6-M210, h*), valamit annak deléciés mutansait: Awisl (wisl::ura4 leu 1-32
ura4-D18, h"), Astyl (styl::ura4 leu 1-32 ura4-D18 ade6-704, h*), Aatfl (atfl::ura4 leu 1-32
ura4-D18, h*) és Apapl (papl::ura4 leu 1-32 ura 4-D18, h*) alkalmaztuk.



Kisérleteinkhez mindig kozéplogaritmikus fazisu tenyészeteket hasznaltunk, hogy a
sejtek azonos fiziologiai allapotban legyenek. A sejtek gylijtése, mosdsa minden esetben
centrifugaléassal tortént, 1017 g-n (3000 fordulat perc™), 5 percig. A kisérletekhez 405,5 mM

........

hasznaltunk acetonitrilben, illetve etanolban oldva. A kisérletek soran az oldoszer

crcr

A minimalis gatlo  koncentracio  (MIC), szaporodasgatlas, pusztitds és adaptacio

meghatdrozasa, felvétel-kinetika
A ZEA S. pombera gyakorolt szaporodasgatldo hatasat 0, 100, 500 és 1000 uM

koncentraci6é mellett vizsgaltuk 10 sejt mI™ indulo sejtszammal. A sejtosztodas mértékét az

optikai denzitas meghatarozasan keresztiil végeztiik spektrofotométerrel 595 nm-en. A ZEA-
val és a PAT-tal szembeni MIC meghatarozasa standard mikrodiltuciés modszer segitségével
tortént (NCCLS M27-A) a S. pombe és a MAPK mutans torzsek esetében is. A ZEA altal
eldidézett sejtpusztuldst, valamint a vele szemben kialakuld adaptaciot szélesztésekkel
hataroztuk meg.

10" db ml™ sejtfalas sejtet és protoplasztot 0,6 M-os KCl-ben 500 uM ZEA-val
kezeltiink, és kiilonboz6é idépontokban (0, 5, 10, 20, 30, 60 perc) mintat vettiink. A sejteket
lecentrifugaltuk, a feliilisz6t 269 nm-en fotometraltuk és a kalibracidos gorbe alapjan
ROS mérések

Az intracellularis peroxid gyok méréséhez a sejteket dihidrorodamin 123 (DHR 123),
mig a szuperoxid gyok méréséhez dihidroetidium festékkel jeloltik. A méréshez BD
FACSCalibur aramlasi citométert hasznaltunk. 15 perces, S00 pM-0s ZEA kezelés utan 15,
30, 45, és 60 perccel mértilk a mintdkban a ROS koncentracid valtozasat. A mérés soran
10000 sejtet vizsgaltunk. A gerjesztési hullamhossz mindkét festék esetében 488 nm volt, az
emisszids hullimhossz a DHR 123 esetében 530 nm, mig a dihidroetidium esetében 585 nm
volt.

A hidroxilgydk intracellularis koncentracidjat és a Cr(VI) redukalo képességen keresztiil

a sejt oxidoredukcios egyensulyat EPR spektroszkopia segitségével vizsgaltuk.

crer

meghatarozdsa
A GR, GST, GPx, G6PD, CAT, CuZn-SOD és Mn-SOD valamint az oxidalt és redukalt

glutation  intracellularis  aktivitdsdinak  méréséhez, valamint a  fehérjetartalom

meghatarozasadhoz kolorimetrids vizsgalatokat alkalmaztunk.
Mikotoxin-GSH interakcio
Mind a ZEA, mind a PAT esetében a toxin torzsoldatabol higitadsokat készitettiink,

megfeleld aranyban kiivettdban Osszemértiik, és a GSH fluoreszcens szignaljat detektaltuk

crer




tartottuk. Fluorolog 3 spectrofluorométer (Jobin- Yvon/SPEX, Longjumeau, France)
segitségével vettiik fel a fotolumineszcens spektrumokat.

A kapott eredmények validalasara intenzitas-fiiggetlen fluoreszcens polarizacids
vizsgalatot végeztiink. Ehhez a GSH polarizacios fokvaltozasait detektaltuk 315 nm excitacios

¢€s 420 nm emisszios hullamhosszon ZEA illetve PAT jelenlétében és hianyaban.

Aramlési citometrids _sejtciklus _analizis, sejtmag-morfolégiai vizsgdlatok, apoptézis és

nekrozis kimutatdsa
A sejteiklus blokk vizsgalatahoz 10” sejt mI™ szuszpenziot kezeltiink 500 pM ZEA-val

60 percig, majd a sejtek elokészitését a megadott protokoll (ForsburgLab Protocols) szerint
végeztik. A kiillonbozo fazisu sejtek vizsgalatahoz Becton Dickinson FACSCalibur aramlasi
citométert hasznaltunk.

A sejtmag-morfologiai vizsgalatokhoz 10® sejt ml™ szuszpenziot kezeltink 500 és
1000 uM ZEA-val illetve 50 és 500 uM PAT-tal. 4-5 ul sejtszuszpenziot szétoszlattunk
targylemezen, majd beszaradas utan 3 pl DAPI festékkel (10 pg ml™) jelsltiik, és fluoreszcens
mikroszképpal (Nikon Eclipse 80i, UV szlrdvel) vizsgaltuk a sejteket, majd fotokat
készitettiink, 4tlagosan 500 sejtmagot vizsgaltunk mintanként.

Az apoptotikus és nekrotikus sejtek kimutatdsahoz protoplasztokat kezeltiink 500 és
1000 uM ZEA-val, majd a sejteket Annexin V ¢és propidium-jodid festékkel jeldltiik, és

aramlasi citométerrel detektaltuk.

Ossz-szterin-tartalom meghatdrozds

500 uM ZEA-val kezelt, korai stacioner fazisu sejtekbdl a megfeleld protokoll alapjan
a teljes szterin-tartalmat kiextrahaltuk, majd gazkromatografiaval elemeztiik, és a kapott

csticsokat GC-MS analizissel meghataroztuk.

Eredmények és értékelésiik

A S. pombe torzs dltalanos jellemzése

Standard mikrodiluciés modszer segitségével, az NCCLS 2002-es szabvany szerint
szemben. Teljes gatlast nem tapasztaltunk, azonban a MICsy érték 500 uM volt, amely
koncentraciot a tovabbi vizsgalatainkhoz alkalmaztunk.

A szakirodalomban legtobbszor a ZEA 6sztrogén-specifikus hatdsaival foglalkoznak,
azonban kevés adat all rendelkezésre bizonyitottan dsztogén-analogidjatol fliggetlen karositd
hatasir6l. Ezért a munkank soran a S. pombet olyan modellszervezetként alkalmaztuk, amely
bizonyitottan nem tartalmaz a B-Osztrogén receptorral analog szekvenciat, vagy a Candida
albicans 0sztogén-koté fehérjééhez hasonld szekvenciat. A B-Osztradiol minimalis gatld
koncentracié vizsgalatanak eredménye szintén alatdmasztja a receptor hianyat, hiszen
semmilyen névekedést befolyasold hatast nem gyakorolt a S. pombe sejtekre.



A ZEA citotoxikus hatasa az S. pombera

A felvétel-kinetika soran kimutattuk, hogy a sejtfalnak igen magas bioadszorpcios
kapacitasa van. A sejtfal nélkiili protoplasztok a toxin 20%-at vették fel, mig a sejtfalas sejtek
a 40%-at. A protoplasztok felvétel-kinetikdja azt sugallja, hogy bioakkumulécié helyett (pl.
aktiv transzport) diffuzio torténik, amely parhuzamos a bioadszorpcioval. Mindkét gorbe
telitoddést mutat, amely arra utal, hogy nincs a felvétel sebességével 6sszemérhetd sebességli
metabolizmus a sejten beliil.

ZEA kezelés hatasara koncentraciofiiggd szaporodasgatlast tapasztaltunk, az 500 és
1000 uM-os kezelés hatasara a sejtek ndvekedése 83 %-ban gatlodott, amely hatas mértéke 36
ora elteltével 38 %-ra csokkent.

A mérséklédo szaporodasgatld hatds alapjan feltételeztiink egy esetleges adaptacios
folyamatot a toxinnal szemben. Koncentraciofiiggd sejtpusztulast tapasztaltunk, mert 250, 500
¢s 1000 uM ZEA hataséra a telepképzd sejtek szama 20, 85 illetve 100 %-kal csokkent. A
sejteket egy oOran at el6kezelve az in. szubinhibitor koncentraciéval (250 uM), jelent6sen
megemelkedett a teleképzé sejtek szama (50%-ra és 22%-ra) 500 és 1000 uM kezelést

kovetden, amely emelkedés bizonyitja a ZEA-val szemben kialakult adaptaciot.

A ZEA oxidativ stressz indukalo hatasanak vizsgalata

Vizsgalataink soran a delécios mutansok kozil a Apapl bizonyult a
legérzékenyebbnek ZEA kezelés hatisara, igy elmondhatjuk, hogy a védekezésben sziikséges
gének expresszios valtozasaiért €s az adaptacio kialakitasaért elsdsorban a Papl transzkripcids
faktor a felelds. Azonban, bar kisebb mértékben, de ZEA-érzékenynek mutatkozott egy masik
transzkripcids faktor, a MAPK utvonal altal aktivalt Atfl is.

Akut, 60 perces ZEA kezelés hatasara a sejtekben 1,8-szeresére novekedett a
peroxidok, és kétszeresére a O, * mennyisége a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva. Nem
valtozott azonban szignifikansan a *OH mennyisége és a sejtek Cr(V1) redukcios kapacitasa in
vitro.

Az emelkedett H,O, és O, ¢ koncentracidra valaszol a sejt, mert megnovekszik az
ezeket semlegesitd enzimek, a CAT és SOD specifikus aktivitasa. A ROS-k aranyanak
megnovekedése a legjelentdsebb nem enzimatikus antioxiddns molekula, a GSH

A GSH és GSSG egyiittes csokkenése egy esetleges kolcsonhatast feltételezett a GSH
¢s a ZEA kozott. Ennek felderitésére a GSH fotolumineszcens szignalvaltozasait vizsgaltuk
a toxin koncentraciéo novekedésével, ami a kolcsonhatas 1étét igazolnd. Am a jelenséget
intenzitas-fliggetlen, fluoreszcens polarizacios méréssel vizsgalva, a GSH polarizacios foka
nem valtozott sem a ZEA hianyéaban, sem jelenlétében, ami cafolja a kdlcsonhatds meglétét.

Az interakcidé hianyaban a GSH koncentracié csokkenésének hatterében a O, ¢ és
H,O, 4altal indukalt GSH fogyaszté folyamatok allnak. A glutation homeosztazis



fenntartdsaban szamos antioxiddns enzim Vvesz részt, amelyek aktivitdsvaltozasa toxin-
specifikusnak mutatkozott. A H,O,-t GSH segitségével semlegesité GPx aktivitasa csokkent,
a GSSG-t visszaredulalo enzim, a GR aktivitasa nott, feltételezhetden részben ezért csokkent
a GSSG mennyisége. A NADPH eléallitasban, igy a GSH termelés fenntartasaban fontos
G6PD aktivitasa csokkent, ami részben a GSH mennyiségi csokkenésének oka lehet. A GSH-t
xenobiotikumokkal konjugalo, illetve a GSSG-t a sejtbdl kijuttatd enzim, a GST aktivitasa
nétt, magyardzva mind a GSH, mind a GSSG mennyiségének csokkenését.
A ZEA hatdsdra bekovetkezo sejtciklus blokk és kovetkezményei

A ZEA kezelés kovetkeztében kialakuld oxidativ stressz és a keletkez6 ROS-ok
hatasara oxidativ  DNS karosodas Iéphet fel, melyet a sejtciklus blokkjan keresztiil

vizsgaltunk. Egy 6rds, 500 uM-0s ZEA kezelést kovetden szignifikansan lecsokkent a Gl
fazisban 1év0 sejtek mennyisége, amely csokkenés a G2 fazisban kompenzalddott.

A Dblokk feltételezheté oka lehet a DNS sériilése, amelynek kijavitasara leall a
vizsgalhato, amelyhez a kezelt sejtek sejtmagjainak morfoldgiai valtozasait hasonlitottuk
Ossze a kontrolléval. Kismértékli, koncentraciofiiggd emelkedést tapasztaltunk a
fragmentalodott sejtmagt  sejtek szdmaban. A szabalytalannd valo sejtmagok a
kromatindllomany sériilésére, tehat a DNS karosodasara utalnak, amely magyardzza a
sejtciklus blokkjat. Az oxidativ DNS karosodds kovetkezményeként létrejovd apoptdzist
megfigyelték szamos sejtvonalon, a S. pombe esetében azonban nem figyeltink meg
apoptozist vagy nekrozist a sejtmag-fragmentacio €s a sejtciklus blokk ellenére sem.

A szterin osszetetel valtozasai ZEA kezelés hatasara

Bar a ZEA nem szteroid jellegli vegylilet, szerkezeti hasonlosdgot mutat a -
Osztradiollal, ezért feltételeztiik, hogy a szterin bioszintézisben és a kiilonb6z6 komponensek
Osszetételének aranyaban is valtozasokat idézhet eld. A kontrollhoz viszonyitva szignifikans
valtozott a kezelt, korai stacioner fazisi sejtek membranjaban talalhato tobb intermedier
aranya, illetve az ergoszterinnek a mennyisége is. Mivel a szterinek a legfontosabb
membranlipid osztaly, ezért az Osszetételikben bekovetkezd valtozas megvaltoztathatja a
membran funkcioit is.

A PAT citotoxikus hatdsa elleni védekezés a S. pombeban

A PAT oxidativ stressz generalo hatdsa, valamint az arra adott kompenzald vélasz a
specifikus antioxiddns enzimek aktivitdsanak és a GSH mennyiségének a szabalyzdsan
keresztiil mar korabbi tanszeki kutatasokbol ismert volt.

A kiils6é oxidativ stresszorokra adott transzkripciondlis valaszok szabalyzasaban a
MAPK-nak van szerepe a S. pombe esetében. A deléciés mutansok koziil a Apapl
mutatkozott a legérzékenyebbnek, mert mar 50 pM-os koncentracio is 95%-os gatlast okozott
a szaporodasaban és 75 pM 100%-ban gatolta azt, mig hasonlod kezelési koncentraciok mellett
a sziiléi torzs talélése csaknem 100%-0s volt. Azonban a Apapl mellett, magasabb
toxinkoncentracio esetén (600 pM), a Awisl, a Astyl és az Aatfl is érzékenynek bizonyult,
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bar a szaporodasgatlas mértéke alacsonyabb volt (98%, 95%, illetve 65%), mikdzben a sziil61
torzsnél csak 10%-os gatlas mutatkozott.

A MAPK kaszkad barmely elemének mutansai szdmara problematikus az adaptacio a
PAT altal okozott stresszel szemben, azonban a legnagyobb mértékben a Apapl mutansok
érintettek. A Papl transzkripcids faktor hianyaban a S. pombe képtelen adaptalédni a PAT
altal okozott oxidativ stresszel szemben.

A fluoreszcens vizsgalataink alatdmasztjdk az irodalomban mar leirt kdlcsonhatas
meglétét a PAT ¢és a GSH kozott. NovekvO toxinkoncentracidé mellett a GSH
fotolumineszcens szignalja is er6sodott, jelezve az interakcidt, amelyet az intenzitas fliggetlen
polarizacids modszer is alatdmasztott, ugyanis a GSH kezdeti (3 £ 3%) polarizacids foka a
PAT jelenlétében jelentésen megemelkedett (17 £ 3 %). A polarizacioés fok értékének
valtozasa jelzi, hogy megvaltozott a vizsgalt molekula mérete és mozgasa.

A koncentraciofiiggd oxidativ DNS karosodas jelei megfigyelhetdek a kezelt sejtek
sejtmag-morfologiai valtozasain keresztiil. 90 perces kezelés utan 50 uM PAT hatasara a
megvaltozott, fragmentalodott sejtmagu sejtek aranya 3,12-szeresére emelkedett a kontrollhoz

viszonyitva. Ugyanez az arany 500 uM-os kezelés utan 4,87-szoros novekedést mutatott.

Osszefoglalas

Kisérleteink soran az Osztrogén-receptorral vagy azzal analdég fehérjével nem
rendelkez6 S. pombe hasadd éleszté sejteken akut tesztekben vizsgaltuk a ZEA nem
Osztrogén-specifikus, citotoxikus hatésait, a toxin 4altal eldidézett oxidativ stressz-
folyamatokat és azok szabalyzasat, valamint kerestiik a toxin eddig ismeretlen, lehetséges
tamadaspontjat, timadaspontjait.

1.1. Kimutattuk, hogy a ZEA koncentracio-fiiggd sejtpusztuldst idéz eld, a MICsg
érteke 500 uM, és szaporodasgatld, a generdcids i1d6t befolydsold hatasa is fligg az
alkalmazott koncentraciotol. Elsoként vizsgaltuk a ZEA felvétel-kinetikdjat. A sejtek rovid
1d6 alatt (25 perc) felveszik a toxin kb. 40%-at, amelybdl 20% a sejtfalon megkdtddik, mert
annak bioadszorpcios kapacitdsa van, mig a fennmarad6 mennyiség a sejtekbe diffundal.

1.2. Legjobb tudomasunk szerint el8szor bizonyitottuk, hogy szubinhibitor
koncentracioval eldkezelve a sejteket, azoknak megnd a tulélése magasabb kezelési
koncentracidé mellett, tehat a sejtek képesek adaptalddni a ZEA-val szemben.

Bizonyitottuk, hogy az adaptdciés mechanizmus hatterében elsdésorban a redox-
szenzitiv transzkripcids faktor, a Papl all, amelynek hidnydban a deléciés mutdns torzs
tulélése mar alacsony kezelési koncentracioknal is igen alacsony volt a kontrollhoz
viszonyitva. Kisebb mértékben ugyan, de a MAPK kaszkad transzkripcios faktora, az Atfl is
érintett a specifikus szabalyzasaban.

1.3. Uj eredményiink, hogy a ZEA-kezelés hatasara mar korabban kimutatott
megemelkedett ROS-mennyiség hatterében a peroxidok és a O, ¢ allnak. 500 uM ZEA

. . i (S8 8-s2 ‘re, mi . .
hatasara a sejtekben a peroxidok mennyisége 1,8-szeresére, mig a O mennyisége
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kétszeresére novekedett, azonban a *OH mennyiségében, valamint a sejtek Cr(VI) redukcids
kapacitasdban nem figyeltiink meg szignifikans valtozast.

1.4. Megallapitottuk, hogy a sejt reagal az emelkedett ROS-mennyiségre, és a mar
fentebb ismertetett jelatviteli utvonalakon keresztiil toxin-specifikusan szabdlyozza az
antioxiddns enzimek aktivitasat. A legfontosabb nem enzimatikus antioxidans molekula, a
GSH koncentracioja szignifikansan lecsokkent, ahogy oxidalt formajanak mennyisége is.

1.5. A GSH és a ZEA kozo6tt nem mutattunk ki direkt kolcsOnhatast, tovabba a
szakirodalomban nem emlitik a ZEA GSH-szintézist befolyasold hatasat, ezért ezek
hianyaban feltételezhetd, hogy a GSH mennyiségi csokkenését a GSH-fogyasztd redox
folyamatok idézik eld.

1.6. A ZEA altal eldidézett oxidativ stressz hatasara bekovetkezik a DNS karosodasa,
igyekszik kijavitani, amelyet a G2/M fazis hataran bekovetkezo sejtciklus-blokk jelez.
Mindezek ellenére azonban apoptotikus sejthalalt nem tudtunk kimutatni.

1.7. Kimutattuk a membran szterin-0sszetételének mennyiségi valtozasait, amelyek a

membranfunkciok esetleges valtozasait idézhetik el6.

Uj eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a ZEA nem osztrogén-specifikus, oxidativ
stressz-indukalé hatdsa, amelyet olyan modellszervezeten vizsgéaltunk, amely bizonyitottan
nem tartalmaz Osztrogén receptort, vagy hasonld funkcidju mas fehérjét, legalabb olyan

fontos, mint hormonhatésaval 6sszefliggd, egészségkarosito hatasai.

Tanszékiinkon mar korabban folytak vizsgalatok a PAT oxidativ stressz-indukalo valamint
membran-fluidizalo hatasaval, és annak kovetkezményeivel kapcsolatban. Ezen kutatasok
soran valt ismertté, hogy S. pombe modellszervezeten a PAT hatasara megemelkedik a Oy * és
H,0; intracellularis mennyisége, amire valaszolva a sejt szabalyozza a kiilonb6z6 antioxidans
enzimeinek specifikus aktivitasat.

2.1. A kutatdsi programba bekapcsolodva kimutattuk, hogy elsédlegesen a Papl
transzkripcids faktor aktivacidjara indukéalodnak az oxidativ védekezésben részt vevd gének,
¢s, ugyan kisebb mértékben, de a MAPK-kaszkad tobb eleme is érintett, tehat a szabalyzasban
feltételezhetOen a kaszkad-rendszer €s az altaluk aktivalt Atfl transzkripcios faktor is szerepet
jatszik.

2.2. A PAT altal indukalt oxidativ stressz érinti a DNS-t is, mert a sejtmagok
2.3. Irodalmi adatokbdl mar ismert volt, hogy a PAT képes keresztkotéseket kialakitani a
fehérjék SH-csoportjaival, valamint a PAT-tal kezelt sejtekben jelentdsen lecsokkent a GSH
¢s GSSG mennyisége. Az Aaltalunk végzett fotolumineszcens és intenzitasfiiggetlen

polarizacios modszerek segitségével sikeriilt kimutatni ezt a kdlcsonhatast, igy a mddszert a



késObbiekben validaltan alkalmazhattuk mas toxinok GSH-val valo interakciojanak

kimutatasara.
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