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1. Fusarium moikotoxinok hatasa a korai embrionalis fejlédésre

1.1. Bevezetés

A Fusarium mikotoxin Fusarium penészgombak altal termelt masodlagos anyagcsere
termékek. Ezek a penészgombak a mérsékelt égovon igen széles elterjedtséget mutatnak,
és az altaluk termelt toxinokat fusariotoxinoknak nevezzik (139 az 6sszesen tébb mint 300
mikotoxinbdl). Mind a human-, mind pedig az allategészséglugyben jelentés szereppel
birnak, az altaluk okozott karok pedig évente tobb millid dollart tesznek ki. Fontos
megjegyezni, hogy ezek a toxinok az esetek nagy részében egyuttesen fordulnak el6. Ez
egyrészt annak kdszonhetd, hogy bizonyos fajok tébb toxint is termelnek egyszerre,

masrészt pedig egyszerre tébb Fusarium faj is megtelepedhet egy mintan.

A T-2 szamos karos hatdsanak leirasa mellett szamtalan tanulmany foglalkozik a toxin
reprodukciot érinté karos hatasaval, him és néivarban egyarant. llyen hatasok tobbek kozott
a petefészek mikodését érintd jelenségek, amelyeket in vivo és in vitro tanulmanyok is
alatamasztanak. A T-2-vel szennyezett takarmany elfogyasztasa a tliiszéérés és az ovulacio
késleltetését, és a luteinizacio zavarat idézheti el6. A toxint kapcsolatba hoztak a granulosa
sejtek proliferaciojanak gatlasaval, valamint a csokkent szteroidogenezissel. Egy
kézelmultban publikalt tanulmanyban a toxin him nemi mikddésre kifejtett hatasat vizsgaltak
bak nyulakban. Ebben az talaltak, hogy az ondéban megndvekedett a morfoldgiailag nem
megfeleld spermiumok aranya, a citromsav koncentracio, valamint csokkent a tesztoszteron
termelés is. Ezek a hatasok egylttesen csokkent fertilitashoz vagy infertilitashoz vezethetnek
hazi allatokban. A T-2 toxin magzatkarosité hatasat tobb tanulmany is emliti. A toxin atjut a
placentan, ahol fejlédési rendellenességeket idézhet eld, valamint karosithatja a vér-agy

gatat és agyi léziokat okozhat.

A Fumonisinek (B1 és B2) egyes Fusarium fajok rakkelté anyagcseretermékei. Ezen
vegylletek gatoljak a szfingolipidek szintézisét a sejtekben, igy kifejtve toxikus hatasukat. A
legtoxikusabb és leggyakoribb tagjuk a Fumonisin B1 (FB1), amely tumor képz6dést okozott
patkanyokban valamint el6idézte a lovak leukoenkefalomaciajat és sertések tidéodemajat. A
ndivaru haziallatokra nézve nem sok irodalmi adatot talalunk a FB1-gyel kapcsolatban.
Egyes szerz6k alatamasztjdk, hogy a toxin negativan befolyasolja a granulosa sejtek
mikddéseét, a follikulus fejlédést valamint a petesejtek tuléléképességét és altalanossagban
megzavarhatja az ovulaciéot megel6z6 hormonalis folyamatokat. A toxinnak him nemi
mikddést karosan befolyasold hatasait is feljegyezték, ugymint csokkent spermium motilitas

és kevesebb €16 spermium az ejakulatumban.
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A széleskor( irodalmi adatok ellenére nincs ismeretlink arra vonatkozéan, hogy a két toxin
kilon illetve egyuttes el6fordulas esetén milyen hatassal van a beagyazodas el6tti, korai
embrionalis fejlédésre.

A dolgozat els6 részének célkitlizései:

1. Korai (preimplantaciés) embrionalis fejlédés vizsgalata kilénbdzd T-2 koncentraciok
mellett (1. kisérlet)

2. T-2 hatasanak vizsglalata a preimplantacids embriok fejlédési potencialjara és
kromatinallomanyara (2. kisérlet)

3. Preimplantaciés embriofejlédés vizsgalata kilonb6zé T-2 expozicios id6k
alkalmazasa mellett (3. kisérlet)

4. T-2 + Fumonisin B1 szennyezettség hatasanak vizsgalata a preimplantacios
fejlédésre (4. kisérlet)
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1.2. Anyag és médszer

Az embriok elballitasa és kinyerése minden kisérletben a kdvetkez6képpen tértént: 6 hetes
egereket 12 6ra s6tét/12 ora vilagos fényprogram és 21 °C mellett tartottunk az allathazban.
A szuperovulaltatott (1. nap: 7.5 IU eCG ip.; 3. nap: 7.5 IU hCG ip.) néstény egereket a hCG
beadasat kdvetben egy éjszakara egyedileg himekhez helyeztik. A zigétakat a parzast
koévetd reggelen nyertlk ki az allatokbdl, majd kimosas utan pool-oztuk és véletlenszerien
kezelési csoportokba osztottuk. A kilénb6z6 kezelési csoportok a toxint eltérd
koncentracioban tartalmaztak. A csoportositast kovetéen az embridkat in vitro tenyésztettiik

96 oraig, 37.5 °C-on, 6.5% Co2 koncentracié mellett, maximalis paratartalmon.

1. kisérlet: a tenyészt6 mediumok a kdévetkezd T-2 koncentraciokat tartalmaztak: 0.1;
0.5; 1.0; 1.25; 1.5; 1.75; 2.0; 2.5 és 3 ng/ml. A vizsgalat paraméterek a fejl6dési
potencial, mitokondrium aktivitas, elrendez6dés valamint a reaktiv oxygen gyokok
(ROS) képzbdése volt

2. kisérlet: a korai embrionalis fejldést valamint a blasztocisztak minéségét vizsgaltuk

egy szlkebb T-2 koncentracio-tartomanyban: 0.5, 0.75 és 1 ng/ml

3. Kkisérlet: kélinb6z6 expozicids iddket alkalmaztuk az elé6z6 kisérletben alkalmazott
koncentraciok mellett: 96 6ra (Kezelés 1) és 24 ¢6ra (Kezelés IlI). Az embridkat
morfoldgiailag vizsgaltuk, meghataroztuk a kilénb6z6 fejlettségli blasztocisztak
aranyat, valamint a mikronukleuszok aranyat (kromatin sérlilés és a sejtszamot
(SYBR Green és propidium-jodid festéssel). A vizsgalatokba cask a morfoldgiailag

normalisnak itélt embridkat vontuk be.

4. Kkisérlet: ebben az esetben haromféle kezelést alkalmaztunk: alacsony dézisu T-2 (0.5
ng/ml), szimpla FB1 dézisok (1, 2 és 10 ng/ml) valamint kombinalt dézisok (0.5 ng/ml
T-2 + 1, 2 vagy 10 ng/ml FB1). A vizsgalt paraméterek a 3. kisérletben ismertetettek

voltak.
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1.3. Eredmények megvitatasa

Eredményeink azt mutatjak, hogy az alacsony T-2 koncentracié mellett az embridk nagy
része elérte a blasztociszta stadiumot, és a 0.5 ng/ml koncentracié nem okozott eltérést a
kontrollhoz képest sem a mitokondrium aktivitasban, elrendezédésben, sem pedig a ROS
termelésben. A normal embritfejlédés soran a blasztomerek perikortikalis €s perinuklearis —
heterogén — elrendez6dést mutatnak. A 2.5 ng/ml koncentracié mellett tenyésztett embridk

kétsejtes stadiumban megrekedtek és homogén, diffiz mitokondrium eloszlast mutattak.

Annak ellenére, hogy az alacsony T-2 koncentracié (0.5 ng/ml) mellett a blaszociszta arany
nem valtozott a kontrollhoz képest, a kezelés mintegy 24 6ras eltolddast okozott a blasztocol

képz6désben.

A mikronukleuszok a kromatinrdl vagy osztodasi orsoérdl levalt kis fragmentumok, amelyek
genotoxikus anyagok hatasara keletkezhetnek. Eredményeink azt mutatjak, hogy a
morfolégiailag normalisnak itélt embridk toxin kezelés hatasara mikronukleuszokat

tartalmazhatnak. Ezeknek a megndvekedett szama implantacios nehézségeket okozhat.

A normal morfolégiaju blasztocisztak mind 72, mind pedig 96 6ras tenyésztést kdvetben
alacsonyabb sejtszamot produkaltak (Kezelés I: 0.5 ng/ml, 0.75 ng/ml és 1 ng/ml T-2), mint a
kontroll csoport embridi. A sejtszam j6 elbrejelzbje a fejlédési képességnek, igy a csdkkent
blasztomer szam csokkent fejl6dési potencialt vetit el6. A kontroll tapfolyadékban tenyésztett
embridk athelyezése toxinos tapfolyadékba (Kezelés Il) a kontrollhoz képest alacsonyabb
blasztomer szamot eredményezett. A sejtszambeli kilonbséget megtalaltuk a Kezelés | és I
embridi kozott is, igaz, ez a kildonbség nem volt szignifikans (kivéve az 1 ng/ml-es csoportot,

azonban ott gyenge szignifikanciat talaltunk (p=0.048) magas szorassal).

A blasztocdl expanzidé mértéke megmutatja a blasztociszta stadium embriok érettségét,
fejlettségét. Ez azért fontos, mert egerekben az un. implantaciés ablak — tehat amikor az
embridnak lehetésége van beagyazddni — rendkivil révid, mindéssze 24 6ra (a 4. nap kordl,
in vivo). Ez tehat azt jelenti, hogy ha az embrié nem éri el a megfelel6 fejlettséget erre az
idépontra, a beagyazodas nem lehetséges. Eredményeink azt mutatjak, hogy a 96 o6raig
toxinos tapfolyadékban tenyésztett embridk (Kezelés |) kisebb aranyban érik el a késéi, érett
blasztociszta stadiumokat (expandalt és kibujt) mint a kontroll vagy a Kezelés Il embribi.

Tovabba, a 0.5 és 1 ng/ml csoportoknal nem talaltunk kibujt blasztocisztat a Kezelés I-ben.

Osszességében elmondhaté tehat, hogy a T-2 mikotoxin befolyasolja a korai embrionalis
fejlédést, de a hatas fligg az expozicios id6tél. A 96 oras kezelés esetén normal kromatin

min&séget talaltunk, alacsonyabb fejl6dési potenciallal. Ezzel szemben a 24 6ras kezelés
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blasztocisztai nagyobb aranyu kromatinsérilést, de a kontrollal megegyez6 fejlédési
potencialt mutattak. Mindkét esetben azonban csokkent mitotikus ratat talaltunk, ami

kevesebb sejtszamot eredményezett.

A 4. kisérletben a T-2 és FB1 mikotoxinok hatasat vizsgaltuk, kilén-kilén és kombinalt
dozisokban. A blasztociszta aranyt egyik toxin szimpla dézisa sem befolyasolta, ezzel
szemben a kombinalt kezelés radikalisan cstkkentette azt. Ebben az esetben a két toxin

szinergista hatasat detektaltuk.

Mindkét toxinnal valé kezelés csdkkentette a blasztocisztak sejtszamat. A T-2 kezelés
jobban, mig a FB1 kezelés kevésbé volt hatassal erre a paraméterre. A kombinalt dozisok

azonban az alacsony T-2 koncentracio altal kivaltott sejtszam csékkenést eredményezték.

Osszességében megallapithatjuk, hogy a két toxin kuldn-kilén nem befolyasolta az
egérembriok fejlédési potencialjat, de az egyittes eléfordulasuk szinergista negativ hatast
eredményezett (blasztociszta arany és blasztoctl expanzié). Ezen kivil mindegyik kezelés

csokkentette a sejtszamot.
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2. A fagyasztas hatasa a kompakt stadium embridkra

2.1. Bevezetés

Az utdbbi néhany évtizedben a fagyasztva tarolasi protokollok hatalmas fejlédésen mentek
keresztil. Ez a fejl6édés tdbb terlletree is kiterjedt, legmarkansabban azonban a reproduktiv
medicinat érintette. Az els6 sikeres spermafaygasztast kovetéen lehetévé valt az embriok
fagyasztva taroldsa is, ami napjainkra szerves részét képezi az asszisztalt reprodukcios
eljarasoknak mind a human egészségugyben mind pedig az Aallatorvoslasban. A
kiroprezervacio (CP) egy olyan folyamat, amelyben a bioldgiai mintdk rendkivul alacsony
hémérsékleten tarolédnak, és minden anagcsere folyamat megall, ezaltal a mintak hosszu
ideig minpségromlas nélkil tarolhatok. A morfolégiai és méretbeli killdbnbségek ellenére a
kilénbdzb fajok embridi rendszerint két fagyasztasi modszerrel tarolhatdk: programozott
lassu fagyasztas (SF) és az ultragyors vitrifikacié (VF). Napjainkban is éles vita folyik arrél,
hogy a két fagyasztasi mddszer kézil melyik a hatékonyabb illetve milyen kriprotektiv
anyagok a legjobban hasznalhaték. Az embrié CP bevezetése a gyakorlatba csoOkkentette
friss embridk belltetését, és maximalta az IVF ciklusok hatékonysagat valamint névelte azok
kiszamithatdésagat és javitotta a végkimeneteliket. NEm kérdés tehat, hogy a modszer néveli
a klinikak hatékonysagat, és elénydsen befolyasoljak a terhességi és szlletési ratat is, akar

egy IVF ciklust kdvetden is.
A dolgozat masodik részének célkitlizései:

1. Vitrifikacid hatasanak vizsgalata kulénb6zé fejlédési stadiumu embridkra (2/16

sejtestél blasztocisztaig) (5. kisérlet)

2. Vitrifikacid és lassu fagyasztas hatasanak vizsgalata morula és blasztociszta

embridkra (6. kisérlet)

2.2. Anyag és modszer

Az embridk el6allitasa és kinyerése az 1. fejezetben megadottak szerint tortént.

A vitrifikaciét (VF) az un. VitroLoop technikaval végeztik, 2 lépcsében, kriprotektiv
anyagként pedig etilén-glikolt (EG) és propilén-glikolt (PG) alkalmaztunk.  Minden
munkafolyamatot 37 °C-on végeztink, melegitd targyasztalon. Az embridk felolvasztasa
szintén 37 °C-on tortént, majd 3 Iépésben, csdkkend szukroz koncentraciéo mellett tavolitottuk

el a kriprotektiv anyagokat.
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Programozott lassu fagyasztas (SF): Az embridkat 10% glicer tartalmu DPBS-ben
ekvilibraltuk 10-15 percig, ezt kdvetdéen szivtuk fel a szalmakba (5 embrid/szalma). A
miszalmakat ezt kdvetéen Planer fagyasztogépbe helyeztik, -7 °C-ra. 10 perces varakozas
utan egy elbre beh(itott csipesszel végeztik el a seeding Iépését, majd a mintat 0.3 °C/perc
sebességgel hitottik -30 °C-ra, majd folyékony nitrogénbe helyeztiik. A felolvasztas 25 °C-
on tortént, majd a kriprotektiv anyagokat 4 lépésben, csdkkend glycerol és szukréz

koncentracio mellett végeztunk.

A mitokondriumok és a reaktiv oxygen gyokok festését MitoTracker Orange CMTM Ros
illetve 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate festékekkel végeztik. A kromatin allomany
elemzéséhez 2.5 ug/ml Hoechst 33258 festéket hasznaltunk 3:1 (v/v) glycerol/PBS-ben

oldva.

A kovetkez6 paraméterek vizsgalatdhoz Nikon C1/TE2000-U laser scanning konfokalis
mikroszképot hasznaltunk: mitokondriumok aktivitasa és eloszlasa, ROS termelédés és
eloszlas sejten belil, mitokondrium/ROS kolokalizacié. Az adatelemzést EZ-C1 Gold Version

3.70 software-rel végeztuk.
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2.3. Eredmények megvitatasa

Az 5. kisérletben a vitrifikacid kis mértékben érintette az embriok morfolégiajat, ami a
kismértékl fragmentaciot (<20%) tartalmazé embridk magasabb aranyaban mutatkozott
meg. A vitrifikacié alkalmazasa kis mértékben névelte a kromatin téredezettséget, igaz, féleg
az atmeneti stadiumokban (morula). Mind a morula, mind a blasztociszta stadium

embridkban a friss embridkhoz képest megemelkedett ROS produkciot talaltunk.

A 6. kisérletben a VF és SF hatasait hasonlitottuk dssze. Adatink azt mutatjak, hogy mindkét
technika csokkenti a grade A embridk (<20% blasztomer tartalmaz mikronukleuszt) aranyat,
maga a fagyasztas tehat befolyasolja a kromatin allomany épségét. A mikronukleusz arany
magasabb volt SF esetén, mint VF alkalmazasakor, ami 60%-os grade A embrid arnyt
eredményezett szemben a SF 32%-0s aranyaval (P<0.0001). Tovabba, a lassu fagyasztas
altal el6idézett kromatin sérilés kifejezettebb volt a morula embriokban, mint a
blasztocisztakban (16% vs. 61% grade A, P<0.001). Mindkét fagyasztasi eljaras csokkentette
azon embriok szamat, amelyek heterogén mitokondrium mintazatot mutattak. A csokkentés
mértéke fliggott az embridk minéségétdl, és a legkifejezettebb a grade C embridkban volt
(>20% blasztomer tartalmaz mikronukleuszt. A mitokondriumok aktivitasa szintén csékkenést

mutatott a vitrifikalt és lassu fagyasztott morulakban, a friss embriékhoz viszonyitva.

Eredményeinket 0sszegezve elmondhatd, hogy a morula stadiumu embriok kevésbé

toleraltak a fagyasztassal jard stresszt, mint a blasztocisztak.
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Uj tudomanyos eredmények

- lgazoltuk, hogy a preimplantacios egérembriok hasznalata kellben érzékeny in vitro

modellt biztosit toxin hatas-vizsgalatokhoz.

- A T-2 LOAEL értékét ebben a rendszerben (0.5-0.75-1 ng/ml koncentracio
tartomanyban) 0.75 ng/ml-ben allapitottuk meg. 0.5 ng/ml T-2 mellett megfeleld

blasztociszta arany ellenére is késleltetett fejlédést talaltunk.

- lgazoltuk, hogy az eltér6 T-2 expoziciés id6 eltér§ blasztociszta mindséget
eredményez. A kildnbség a kromatin allomanyban és a fejlettségben mutatkozik

meg.
- Elséként vizsgaltuk a T-2 és FB1 egylttes hatasat korai egérembridkon.

- lgazoltuk, hogy mind a lassu fagyasztas, mind a vitrfikacié alkalmas technoldgia az
embriok fagyasztva tarolasara. Az embridkra kifejtett hatasuk azonban kildnb6zd,
amely megmutatkozott a kromatin allomanyban, ROS termelésben és a
mitkondriumok elrendez6désében. Osszességében a vitrifikacid alkalmasabbnak
tinik ezen paraméterek alapjan, a legmegfelelébb stddum pedig a basztociszta.
Tovabba igazoltuk hogy a heterogén mitokondrium elrendez6dés magasabb energia

stgatusszal jar egyutt.

- Elsé alkalommal vizsgaltuk a kromatin allomany mindségét és a mitokondriumok

elrendezédését, aktivitasat egylttesen, egérembridk fagyasztasa esetén.
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