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OSSZEFOGLALAS

A szerzok fumonizin B; (FB;) mikotoxin membrankarosito, illetve membranmiikodest
befolyasolo hatasat vizsgaltak. Elsé lépésben egészséges nyul vorosvértestekbol izolalt
FB-el inkubaltak, majd DPH (1,6-difenil-1,3,5-hexatrién) fluoreszcens festékkel jeloltek, ezt
kovetéen meghataroztik a fluoreszcens anizotropiat. Masodik lépésben intakt humdn
vorosveértestekben megvizsgaltak, hogy azokat 7 illetve 24 oran at tisztitott, 50 uM illetve 1
mM  FBj-el inkubalva emelkedik-e a K-ion kiaramlasa, ami a vorosvértestek
membrankdrosodasanak érzékeny mutatdja. A kisérletsorozat harmadik lépéseként 5
mg/nap/allat FB; toxinnal 10 napon at kezelt nyulakbol szarmazo vorésvertesteket vizsgaltak.
A kiserleti allatokbol szarmazo vérdsvérsejt szellemsejteket DPH-val jeloltek, majd
nem okozott valtozast a szellemsejtek fluoreszcens anizotropia értékeiben 1 és 4 oras kezelést
kovetéen. Az 50 uM FBj-el 7 oran keresztiil tarto inkubacio hatasara az extracellularis ter
Na-ion koncentracidja 147,5—-149,2 mmol/L, mig K-ion koncentrdcioja 0,04—1,64 mmol/L
kozott valtozott. A mért koncentrdciok sem a referenciaként haszndlt oldattol, sem pedig a
kiindulasi 0 oras értékektol nem kiilonboztek jelentosen és szignifikansan. Ehhez képest a 24
oras, 1 mM FBj-el valo inkubdcio kismértékii Na-kiaramlas emelkedést eredményezett
(182,4-190,6 mmol/L), mig a K-kiaramldas nem emelkedett a fiziologias hatarérték folé (a
maximalis koncentracio 3,8 mmol/L volt). A toxinnal kezelt nyulak vorésvérsejtieibol késziilt
szellemsejtek anizotropiaja 4 oras inkubaciot kovetéen hasonlo értékeket mutatott, mint az
egeszséges nyulakbol szarmazoké. A FB; in vitro és in vivo kériilmények kozott tehat, az
alkalmazott dozisokban, nem volt hatdssal az ember és a nyul vordsvérsejtieinek vizsgalt
fiziko-kémiai tulajdonsagaira.

(Kulcsszavak: fumonizn B, membranfluiditas, vorosvérsejt, nyul, sertés)

ABSTRACT

Effect of fumonisin B; mycotoxin on membrane fluidity
of human and rabbit erythrocytes
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The authors examined the membrane damaging effect of fumonisin B; (FB,). Fist, Hb-free
ghosts of erythrocytes were isolated from healthy rabbits, incubated with purified FB; (10,
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50 and 100 uM) for 1 and 4 hours, labelled with DPH (1,6-diphenyl-1,3,5-hexatriene), for
determining the fluorescent anisotropy. Secondly, intact human red blood cells were
incubated with purified FB; (50 uM and 1 mM) for 7 and 24 hours, and extracellular (EC)
K-ion concentration as a sensitive indicator of membrane damage was determined.
Finally, rabbits were treated with 5 mg FB,/day/animal for 10 days. Ghost cells isolated
from the treated animals were labelled with DPH, and the fluorescent anisotropy was
determined. Increasing concentration of FB; (10-50—100 uM) did not cause change in the
fluorescent anisotropy of the ghosts isolated from healthy rabbits. After incubation of the
intact human erythrocytes with 50 uM FB, for 7 hrs, the EC Na* and K= concentrations
were 147.5—149.2 mmol/L and 0.04—1.64 mmol/L, respectively. No significant difference
attributable to the toxin was detected. Incubation with the same concentration of FB; for
24 hrs resulted in a slight increase in the EC Na" level (182.4—190.6 mmol/L), while the
K" level remained unchanged. Ghosts of the rabbits treated with FB; showed similar
anisotropy to those of untreated animals. It could be concluded that FB; in the applied
concentrations did not cause changes in the different physical-chemical parameters
examined in human and rabbit erythrocytes’ membranes.

(Keywords: fumonisin B;, membrane fluidity, erythrocytes, rabbit, pig)

BEVEZETES

A fumonizin B; (FB,) a Fusarium verticillioides penészgomba masodlagos anyagcsere
terméke. A toxin pontos hatdsmechanizmusa még ma sem teljesen ismert.
Molekulaszerkezete nagyon hasonld a szfingolipidekéhez (Shier, 1992), specifikus
tamadaspontja a szfinganin-N-acetiltranszferaz enzim. Igy egyrészt gatolja a
szfingolipidek bioszintézisét, masrészt a komplex szfingolipidek lebomlasakor keletkez6
szfingozin ismételt belépését a szfingolipid szintézis korforgasaba. Ennek
eredményeként a fumonizin hatast kdvetden a szfinganin (SA) és szfingozin (SO) aranya
(SA/SO) megnovekszik, amely érzékeny és specifikus biomarker az allatok fumonizin
felvételének igazolasara (Riley és mtsai., 1993, 1994; Wang és mtsai., 1992).

A szfingolipidek tobbnyire a sejtmembranban, lipoproteinekben, és mas lipidben
gazdag képletekben talalhatok. Kiilonosen fontosak a plazmamembran kaveolainak
kialakitasaban, jelentGsen befolyasoljak a membranok tulajdonsagait (Blumberg és
mtsai., 1995). Az egyes allatfajokban FB, hatasara bekovetkez6 nagyon eltéré korképek
(lovak agylagyulasa, sertések tiidéodémaja) oka feltehetden az, hogy a sejtek eltérd
modon reagalnak a megvaltozott szfingolipid metabolizmusra.

Az egyes allatfajokban FB, hatasara kialakuld korképek hatterét vizsgalva
Ramasamy és mtsai. (1995) sertések tiidGartériajabol izolalt endothel sejtekben
megvaltozott barrier funkciot, fokozott albumin transzportot tapasztaltak. Gumprecht és
mtsai. (2001) szintén szamos sejtet vizsgaltak sertésben, juhban, nyulban és patkanyban,
de FB, hatdsara csak a sertésben és csak az endothel sejtekben taldltak transzport
folyamat valtozast. Bouhet és mtsai. (2004) sertés bélham- és vesehamsejt vonalakban
vizsgalva a FB; hatasat a toxint nem talalta citotoxikusnak, de gatolta a proliferaciot és
befolyasolta a barrier funkciot. Csirke peritonealis makrofag sejteket FB,-el inkubalva a
citotoxikus hatds mellett megvaltozott membranmiikodés miatt a toxin csokkent
fagocitald képességet eredményezett (Qureshi és Hagler, 1992). Minervini és mtsai.
(2004) vizsgalataban 70 uM FB, apoptozist indukalt human erythroleukémia sejtekben.
Szerintiik a FB,; citotoxikus hatasa biztosan nem a membrankarosodasra volt
visszavezethetd. Véleményiik szerint a human vérsejtek érzékenyek mikotoxinokra, igy
alkalmasak azok sejttoxikus hatasanak in vitro vizsgalatara.
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A fluiditas (mikroviszkozitas) a sejtmembran fiziko-kémiai jellemz6i kozé tartozik,
amely befolyasolja a sejt miikodését (pl. transzport folyamatait), életképességét,
novekedését, osztodasat, a membranenzimek aktivitasat, a sejt-sejt kozotti
kommunikaciot stb. A membran szerkezetének megvaltozasa kihat a mikroviszkozitasra,
amely befolyasolja az egyértékli ionok (pl. kalium) kiaramlasat, azaz a membran
permeabilitasat. A sejtmembran permeabilitasanak kialakitasaban jelentds szerepet
kapnak annak lipid komponensei, igy a szfingolipidek, foszfolipidek, a szabad
koleszterin, a telitett és a telitetlen zsirsavak aranya (Chesney és mtsai., 1986; Nelson,
1972). A szfingolipideknek a membran tulajdonsagainak kialakitasaban betoltott
szerepe, valamint a FB; hatdsmechanizmusa ismeretében valt indokolttd annak
vizsgalata, vajon a toxin hatdsara a szfingolipidek metabolizmusaban bekdvetkezd
valtozas kihat-e a membran-fluiditasra, befolyasol-e bizonyos transzport folyamatokat.

Az FB; dozisanak megvalasztasakor az alabbi szakirodalmi adatokra
hagyatkoztunk: citotoxikus és apoptdzist indukald hatas in vitro kimutatasa (0,1-100 uM
koncentracioban) human nyelécsé hamsejtekben (Myburg és mtsai., 2002), pulyka
limfocitakban (Dombrink-Kurtzman, 2003), human colon hamsejt tenyészetben (Schmelz
és mtsai., 1998), apoptozis és proliferacio gatlas human fibroblast, nyel6csé hamsejt és
hepatocarcinoma sejtben (7olleson és mitsai., 1996), megvaltozott barrier funkcio,
fokozott albumin transzport (Ramasami és mtsai., 1995).

ANYAG ES MODSZER

Kisérleti mintak
tobb 1épésben vizsgaltuk, melyhez human és nyul vordsvértesteket €s azokbdl izolalt
szellemsejteket hasznaltunk.

Egészséges nyulbol szarmazo vérdsvértest szellemsejtek (,, ghost”) vizsgalata

Els6 1épésben nyul vorosvértestekbol izolalt szellemsejteket vizsgaltunk, melyeket emelkedd
koncentracidja (10, 50 és 100 uM) tisztitott (98%-os tisztasag) fumonizin B; (Sigma-
Aldrich, Steinheim, Németorszag) toxinnal inkubaltunk 37 °C-on egy 6ran at. Az inkubacio
utan a mintakat 20 percig 20.000 g-n centrifugaltuk, a ghostokat izotonias ,,A” oldatban (Na-
foszfat puffer, pH: 7,2) reszuszpendaltuk, majd a reszuszpendalt szellemsejteket a
késobbiekben leirt metodika szerint DPH fluoreszcens festékkel kijeloltiik. A fluoreszcens
anizotropia méréseket harom parhuzamosban végeztilkk. A fenti vizsgélatokat a negativ
eredmény miatt megismételtiik, 50 pM fumonizin B;-el vald 4 6ras inkubaciot kovetoen.

Human intakt vorésveérsejtek vizsgalata
A vordsvértestek membrankarosodasanak érzékeny mutatdja a sejtekben 1évo egyértéki
ionok passziv kiaramlasa, ezért intakt vorosvértestekben megvizsgaltuk, hogy azokat 7
oran at tisztitott 50 uM FBj-el (Sigma-Aldrich, Steinheim, Németorszag) inkubalva
emelkedik-e a kalium-ion kidramlasa.

Ezt a kisérletet szintén megismételtiik, de magasabb toxinkoncentraciot (1 mM) és
hosszabb inkubacioés idot (24 h) alkalmazva. A hosszu inkubacié miatt az ,,A” oldatot 5
mM glukdzzal egészitettiik ki a sejtek életképességének megtartasa érdekében.

FB-el etetett nyulakbol szarmazo vérosvertest szellemsejtek vizsgalata

A Kkisérletsorozat harmadik 1épéseként FB; toxinnal kezelt allatokbdl szarmazod
vorosvértesteket vizsgaltuk. A folyamatos toxinetetés 10. napjan vért vettiink a
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fiilvénabol, az alvadasaban heparinnal gatolt vérbol vorosvérsejt szellemsejteket

crer

Allatkisérlet

A kisérletben nyolc (négy kisérleti, T1-4 €s négy kontroll, K1-4) Pannon Fehér kifejlett
nyul vett részt. A kisérleti allatok kukorican elszaporitott 500 mg/kg FB;-et tartalmazo
Fusarium verticillioides gombatenyészet szuszpenzidjat kaptak, nyeldcsészondan
keresztiil, 10 napon at. Az allatok napi toxinterhelése 5 mg volt (napi kétszeri, egyenld
adagban elosztva). A kontroll allatok ugyanolyan mennyiségii toxinmentes daralt
kukorica szuszpenzidjat kaptak, ugyancsak nyeldcsészondan keresztiil. Az allatok az esti
ordkban ad libitum fogyaszthattdk a termelésnek és életkornak megfeleld Osszetételil,
kereskedelmi forgalomban kaphat6 nyultapot.

A 10. napon vért vettiink a fiilvénabol, az alvadasaban heparinnal gatolt vérbol
vordsvérsejt szellemsejteket készitettiink. A vérplazmaban meghataroztuk a vérszérum
vérvételt kovetéen az allatokat CO,-os tulaltatast kovetden elvéreztettiik, majd
elvégeztiik korboncolasukat. A makroszkoposan koros elvaltozast mutatd szervekbdl
vett mintakat 4%-os pufferolt formaldehid-oldatban rogzitettiik, majd a paraffinba
agyazott szovetekbol készitett metszeteket hematoxilin-eozin festés utan vizsgaltuk.

Laboratoriumi vizsgalatok

Vorosvertest szellemsejt (,,ghost”) preparatum készitése

A vorosvértest szellemsejteket (hemoglobinmentes sejtek) Dodge és mtsai. (1962) szerinti
eljarassal izolaltuk. Ehhez a heparinnal (100 IU/ml) alvadasgatolt vért 5 percig 3000 g-n
centrifugaltuk (SORVALL RC-5), majd a feliiluszot (plazmat) és a fehérvérsejtek alkotta
,,ouffy coat-ot” pipettaval leszivtuk. Ezutdn a vordsvértesteket haromszor izotonias Na-
foszfat pufferben (pH=7,2) mostuk, és a mosasok alkalmaval a sejteket 10 percig 3000 g
fordulaton centrifugaltuk. A mosott vorosvértesteket ezutan hipotonias (20 mOsm)
foszfatpufferben (pH=7,2) 25 °C-on 10 percig lizaltuk, majd az igy kapott preparatumot 20
percig 20.000 g-n centrifugaltuk. A kiiilepitett szellemsejteket mindaddig a hipotonias
foszfatpufferben mostuk tovabb (altalaban ez 2—3 mosast jelentett), mig a szellemsejtek
hemoglobin mentesekké, azaz ,fehérré” valtak. A hemoglobinmentes szellemsejteket
ezutan izotonias NaCl-oldatban (pH 7,2) szuszpendaltuk.

Fluoreszcens emisszios anizotropia mérések

Az izotonias NaCl-oldatban szuszpendalt szellemsejteket fluoreszcens festékkel, 100 pM
DPH-val, 60 percen keresztiil 37 °C-on inkubaltuk. Trodalmi adatokbol ismert, hogy a
DPH molekula hidroféb karaktere miatt a membrant alkotd kettds lipidréteg hidrofob
magjaba (domain) épiill be. A DPH-val jel6lt membranok fluoreszcens anizotropia
mérése a membran fluiditasarol — mikroviszkozitasarél — illetve a DPH molekulak
mozgasi szabadsagardl ad felvilagositast.

A méréseket MPF-4 spectrofluorimeter (Hitachi, Japan) segitségével végeztiik, 360
nm-es és 425 nm-es hullamhosszokat hasznalva a gerjesztésre, illetéleg a detektalasra. A
fluroeszcens anizotropia értékeket a kovetkezd egyenlet alapjan szamoltuk:
=L,y — GLyp)/(Lyy + 2Glyy), ahol I, és Iy, a vertikalis polarizatorral és a vertikalisan vagy
horizontalisan elhelyezett analizatorral mért fluoreszcencia intenzitasokat jeldlik
(Donner és Stoltz, 1985). Az optikai rendszer szdmara sziikséges korrekcios faktort (G)
az egyes anizotropia mérések eldtt meghataroztuk (G = I,/Iiy). A mintakbdl eredd zajt
flouoreszcens festékkel nem jelolt ghostok szuszpenzidjaval mértiik.
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Az intracellularis kdlium kiagramlasanak mérése

A mosott intakt vorosvértesteket izotonids A-oldatban 10%-os hematokrit mellett
reszuszpendaltuk. A kontroll és kezelt sejteket ezutan 37 °C-on inkubaltuk kiilonboz6
idétartamban. Az egyes idépontokban a sejtszuszpenziobdl 200 pl mintat vettiik, melyet
13000 g-vel centrifugaltunk (Eppendorf, Németorszag), majd a feliiliszobol meghataroztuk
az egyértékii ionkoncentraciot. Az egyértékii ionok mérését langfotometrias modszerrel
végeztik (EFOX-025, Eppendorf, Németorszag). Az ionkoncentraciot —mmol/l
mértékegységben fejeztiik ki.

A szabad szfinganin és szfingozin meghatarozdsa

Lezarhato centrifugacsében 1 ml vérszérumhoz 1,5 ml 0,8%-o0s KCI- és 50 ul 1 M KOH-
oldatot mériink, és 1 percig Vortex-szel keverjilk. Utana 5 ml etil-acetattal 30 percig
extrahalunk. A csoveket centrifugaba téve a szerves és vizes fazisokat elvalasztjuk. A
felso, etil-acetatos fazisbol 4 ml-t mintatartd livegesébe pipettazunk, majd 60 °C-on,
nitrogén gazaramban szarazra paroljuk. 100 pl MeOH-viz 9:1 elegyben visszaoldjuk,
majd 50 pl OPA (orto-ftaldialdehid) oldatot adunk hozza. Egy 6ra allas utan injektalunk
a HPLC kromatografias oszlopra. Az elvalasztas izokratikus Gsszetételi MeOH—viz
89:11 eluenssel torténik. A szérum szfingozin €s szfinganin tartalmat standard oldatok
segitségével meghatarozott kromatografias jellemzok felhasznalasaval allapitjuk meg. A
mérést Shimadzu (Japan) HPLC rendszerrel, fluoreszcens detektorral végeztiik
(excitacio: 340 nm, emisszié: 455 nm), LiChrosorb RP 18 (Merck, Darmstadt,
Németorszag) oszlopon (5 pum, 250x4 mm).

Statisztikai analizis
A statisztikai analizishez az SPSS v.10.0 programcsomagot hasznaltuk, a kezelések
kozotti eltérést paros t-probaval, illetve varianciaanalizissel igazoltuk.

EREDMENY ES ERTEKELES

Egészséges nyulbdl szarmazé vorosvértest szellemsejtek fluoreszcens anizotréopidja
A fluoreszcens anizotropia mérések célja a vordsvérsejt membran fiziko-kémiai jellemzése
volt, annak vizsgalata, hogy a FB; hatasara megvaltozik-e a sejtfelszini fluiditas (ill.
mikroviszkozitas). A fluoreszcens DPH festék a membran belso hidrofob rétegébe (internal
core) épiill be. A mérés a festétk molekula mozgasardl ad informaciot, amelyet szamos
membran permeabilitisat, né a mikroviszkozitas, amit fokozott IC K-kidramlas kisér. A
valtozast a DPH anizotropia értékek megfelelden jelzik (Miseta és mtsai., 1995).

FB; nem okozott valtozast a szellemsejtek fluoreszcens anizotropia értékeiben
(r-értékek) 1 oras kezelést kovetden. Korabbi vizsgalatokban, ugyancsak egészséges
nyulak vorosvérsejtjeibdl készitett szellemsejtjei esetében 0,189+0,001 atlag értéket mértek
(Kunszt, 1998).

A negativ eredmény ismeretében Gjabb ghost-okat készitettiink, €s a korabban
alkalmazott 50 uM mennyiségli FB;-gyel ismét inkubaltuk azokat, de hosszabb ideig, 4
oran keresztiil. Lathatd, hogy az r-értékek kis mértékben ugyan (0,017-0,02), de
szignifikdnsan emelkedtek, még a FB;-gyel nem kezelt csoport esetében is. A toxin négy
oras inkubaciot kovetden sem okozott valtozast az anizotropia értékekben, a kontrollhoz
(0 FBy) képest. Az eredményekbdl az latszik, hogy az alkalmazott toxinkezelésnek nem
volt szignifikans hatdsa a szellemsejtek anizotropia értékeire.
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1. tablazat

Egészséges nyulbdl szirmazo szellemsejtek fluoreszcens anizotrépia értékei 1 és 4
oras, eltéré koncentraciéoju FBi-es kezelés utan

Inkubacios id6 (6ra) 1 4

FB, (uM) 10 50 100 0 50
atlag 0.195 0.196 0.194* 0.214° 0.213°
+SD 0.003 0.006 0.008 0.005 0.006

n=9 minden vizsgalatban (n=9 in all trials); *° P<0,05 szinten szignifikans kiilonbség
(“" significant difference at the level of P<0,05)

Fluorescence anisotropy values of ghost cells from healthy rabbits after treatment with
FB; of different concentrations for 1 or 4 hours

Human intakt vorosvérsejtek vizsgalata

Az egyértékii ionok sejten beliili koncentracidja szigoruan szabalyozott és allando. A
human vordsvérsejtek a nytléhoz hasonléan HK (high potassium type) tipustak, azaz
intracellularisan (IC) magas K- és alacsony Na-szinteket taldlunk, szemben pl. a
kérédzokben és a ragadozokban is fellelhet6 LK (,low potassium type”)
vorosvérsejtekkel. Az ion polimorfizmus — a K és Na kiilonbozdsége — fajok kozott és
fajokon beliil is megfigyelhetd, de a plazma K és Na értékeiben ez nem jelent eltérést
(Wheatley és mtsai., 1994) azaz, a plazmaban LK tipusu fajok esetében is alacsony a K-
¢s magas a Na-koncentracio.

Miutan a szfingolipidek a sejtmembran alkot6i, és befolyasoljdk a transzport
folyamatokat, feltételeztiik, hogy a FB, hatasara megvaltozott szfingolipid metabolizmus
mérhetéen csokkenti, vagy emeli az egyértékii anionok kidramlasat.

A fumonizin Bj-gyel kezelt human intakt vordsvérsejtekbdl vald egyértékii
ionkidramlas mértékének valtozasat az extracellularisan mért Na- és K-ion
koncentraciok alapjan vizsgaltuk. Az 1. vizsgalatban, 50 uM FB1-el 7 d6ran keresztiil
tartd inkubécio hatasara az EC tér Na-ion koncentracidja 147,5-149,2 mmol/L, mig K-
ion koncentracidja 0,04—1,64 mmol/L kozott valtozott. A mért koncentracidk sem a
referenciaként hasznalt A-oldattél, sem pedig a kiindulasi nulla 6rds értékektdl nem
kiilonbdztek jelentdsen és szignifikansan.

Az eredmény ismeretében, magasabb toxinkezelést és hosszabb inkubacios idot
kovetéen megismételtik a vizsgalatot. Ez mindkét ion koncentracidja esetében
kismértékli emelkedést eredményezett az EC térben, azonban ezek valtozasa ugyancsak
nem tekinthetd szamottevonek €s nem volt szignifikans.

Az EC tér fizioldgias Na- és K-koncentracioja 135-155, illetve 3,5-5,5 mmol/L
kozott valtozik (Gal, 1999). Ehhez képest a 24 oras, | mM FBi-el valo inkubécié
eredményezett kis mértékli Na-kiaramlas emelkedést (182,4-190,6 mmol/L), mig a K-
kiaramlas nem emelkedett a fizioldgias hatarérték f61¢ ( max. konc.: 3,8 mmol/L).

Fumonizin B, expozicié hatasa nyulakban

Klinikai tiinetek

A kisérlet alatt egy allat (T1) nem vagy csak kevés takarmanyt fogyasztott, a 8. napon
bekovetkezd elhullast megel6z6 idészakban mar bagyadt volt. Egy masik allat (T2) a
kisérlet utols6 napjan (10. nap) mutatott tiineteket (bagyadt volt, ingerekre nem reagalt).
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Korbonctani, korszovettani elvaltozasok

Boncolaskor a toxinnal etetett nyulakban talalt elvaltozasok alatamasztottak azokat az
irodalmi adatokat, amelyek szerint nytlban a toxin célszerve a maj és a vese. Jellemz6
elvaltozas volt a maj megnagyobbodasa, fako szine, esetenként szakadékonysaga,
valamint a vese fakova valasa. Korszovettanilag a majban elfajulas, zsiros infiltracio és
maganos majsejt elhalas, a vesében pedig a tubulusok elhalasa volt megfigyelheto.

A szérum SA/SO értéke

szfingozin aranyanak (SA/SO) emelkedését eredményezi. Ez a paraméter a FB, toxikozis

legérzékenyebb ¢és legspecifikusabb biomarkereként ismert, ami mar koran, a toxinhatas

kezedét kovetden néhany napon (5—8 nap) beliil jelzi a karositd hatast (Riley és mtsai.,

1993). Egészséges allatokban a szfingozin mennyisége nagyobb, amit a <l SA/SO értéke

jelez. FB, hatasara a szfinganin felhalmozddasa miatt emelkedik a SA/SO, értéke >1 lesz.
Kisérletiinkben a 10 napos FB; ctetést kdvetden, az allatok elvéreztetésével vett

crer

sy

kezelt nyulak (1,72+0,22) vérplazmajanak kontrollhoz (0,38+0,10) képest szignifikansan
(P<0,5) nagyobb SA/SO értéke.

A szellemsejtek fluoreszcens anizotropidja

A toxinnal kezelt nyulak vorosvérsejtjeibdl késziilt szellemsejtek anizotropidja hasonld
értékeket mutatott, mint az egészséges nyulakbol szarmazoké 4 oras inkubaciot kdvetden
(2. tablazat). A kisérleti allatokban a membran mikroviszkozitasara utald paraméterben
lathatéan nem volt eltérés a kontrollhoz viszonyitva. Megallapithato tehat, hogy a FB, 10
napos in vivo kezelés hatasara sem okozott valtozast a vizsgalt paraméterben.

2. tablazat

A kontroll és a kezelt nyulakbdl szarmazé szellemsejtek fluoreszcens anizotropiaja
(n=4, atlag+SD)

Kontroll (n=4) Kezelt (n=4)
Anizotropia (r) 0,213+0,007 0,212+0,009

Table 2: Fluorescence anisotropy of ghost cells from control and experimental rabbits (n=4,
mean+SD)

KOVETKEZTETESEK

A plazmamembran fiziko-kémiai tulajdonsagai szorosan Osszefiiggnek a K-ionok
permeabilitasaval. Igy nem meglepd, hogy a FB; hatasara valtozast nem mutat6 DPH
anizotropia mellett az egyértékli kationok kidramlasdban sem talaltunk toxinhatasra
kialakulo valtozast.

Az in vitro kisérletek negativ eredményei felvetették azt, hogy a toxinnak a
szfingolipidek forgalmat megzavard hatdsa in vivo zajlik le, és a karos hatas
kialakuldsdhoz hosszabb idére (napok) van sziikség. Ezért végeztiik el az allatetetési
kisérletet, amelynek soran a 10 napos magas dozisu (5 mg/nap/allat) toxin bevitellel
eléidéztik nytlban a FB, toxikézist. A toxinhatast a korbonctani €s korszovettani
vizsgalat, valamint a biomarker (SA/SO) jellemzd valtozasa megerdsitette. A FB;
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kifejtette hatasat a szfingolipidek metabolizmusara, megnétt a szabad szfinganin
mennyisége, amit a SA/SO emelkedése jelzett. Ez a valtozas azonban nem hatott ki a
vordsvérsejtek membranjanak a vizsgalt paraméterekben mérheté mikodésére.

Osszefoglalva megallapithaté, hogy a FB,, in vitro és in vivo koriilmények kozott
vizsgalva, az alkalmazott dozisokban nem volt hatdssal az ember ¢és a nytl
vordsvérsejtjeinek fiziko-kémiai tulajdonsagaira. A toxinhatasra in vivo a szfingolipid
metabolizmusban kialakult a jellemz6 karosodas, amit a szignifikdnsan megemelkedett
SA/SO értékek jeleztek. Mindennek azonban nem volt hatasa a vorosvérsejtek
membranjanak vizsgalt tulajdonsagaira.
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