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OSSZEFOGLALAS

A mikotoxinok mikroszképikus penészgombdk masodlagos anyagcsere-termékei,
amelyek jelenlétével a taplaléklanc barmely szintjén szamolni kell. Eddig mintegy 400 tipust
izolaltak, ezek kozott nagyszamban fordulnak eld olyanok, amelyeknek sejtkarositd hatast
tulajdonitanak.

Hét csoportjuk koziil a trichotecén vazas vegyiileteket a Fusarium nemzetség tobb faja
is termeli (F. acuminatum, F. equiseti, F. poae, F. sporotrichoides, F. graminearum). Ezek a
penészgombak képesek szinte valamennyi gabonafélén megtelepedni. Nagyfoku ellenallo-
képességiik kovetkeztében toxinjaik jelen vannak allati takarményokban és élelmiszerekben,
amelyek toxin-szennyezettsége stlyos problémakat és gazdasagi karokat okoz mind a fejlodo,
mind a fejlett orszagokban. Ezek a vegyiiletek gyakran idéznek eld reprodukcids zavarokat és
a ndi- valamint a him nemi miikkodésre egyarant negativ hatassal vannak, tovabba a fejlodo
magzatot is karosithatjak.

Vizsgalataink célja a trichotecén vazas gombatoxinok csoportjaba tartozd T-2
toxinnak az egérembriok in vitro koriilmények kozotti fejlodésére gyakorolt hatasanak
tanulmanyozésa volt. A kisérletekben felhasznalt embridkat 6 hetes, szuperovulaltatott,
C57Bl/6 ndstény egerekbol nyertiik.

Munkank soran 10 csoportot alakitottunk ki, attél fiiggden, hogy az embridtenyésztd
tapfolyadék milyen koncentracidoban tartalmazta a T-2 toxint (0,1; 0,5; 1,0; 1,25; 1,5; 1,75;
2,0; 2,5 és 3 ng/ml). A kontroll csoport embridit toxint nem tartalmazé médiumban
tenyésztettiik 5 napon keresztiil. Ezt kovetden megvizsgaltuk, hogy az egyes csoportokban
milyen aranyban érik el a zigotdk az expandalt blasztociszta stddiumot, valamint két (0,5
ng/ml és 2,5 ng/ml toxintartalmi) csoport esetében azt, hogy a vegyiilet milyen hatast
gyakorol az aktiv mitokondriumok valamint a reaktiv oxigén gyokok (ROS) eloszlasara és
mennyiségére.

Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy 2,5 ng/ml T-2 toxin tartalom felett a zigotak
fejlodése megreked; nem indul el vagy 24 oran beliil, a kétsejtes allapot elérését kovetden
megall. Ennek oka valoszinlileg a mikrotubulusok felépiilésének gatlasa. Alacsonyabb
koncentraciok mellett a zigotak valtozd aranyban érték el a blasztociszta stadiumot. A 0,5
ng/ml toménységli tapfolyadékban tenyésztett csoportban az aktiv mitokondriumok és a ROS

mennyisége nem mutatott eltérést a kontroll csoport eredményeitol.



BEVEZETES

A mikotoxinok fogalma, jelentésége

A mikotoxinok mikroszképikus penészgombdk masodlagos anyagcsere-termékei,
melyek a gombak fejlodésében és novekedésében nem jatszanak kozvetlen szerepet (Moss,
1991), azonban jelenlétiikkel a taplaléklanc szinte minden szintjén szamolni kell. Ezek a
vegyiiletek a gombdk micéliumaban termelddnek, de jelen vannak a sporakban is (D’Mello és
Macdonald, 1997). Napjainkig tobb mint 400 eltéré6 kémiai szerkezettel,
hatdsmechanizmussal €s toxicitassal rendelkezd mikotoxint fedeztek fel és irtak le (Toumi és
mtsai, 2000).

A mikotoxinokat 7 nagy csoportba sorolhatjuk: aflatoxinok, ochratoxinok,
fumonizinek, trichotecének, zearalenon, moniliformin valamint a tremorgének és ergot
alkaloidok. Az aflatoxinokat és az ochratoxinokat elsOsorban Aspergillus fajokban, a
fumonizineket, trichotecéneket, moniliformint és a zearalenont foként Fusarium fajokban
talaljuk meg, a tremorgének és ergot alkaloidok pedig az Acremonium, Claviceps és
Penicillium nemzetségek néhany fajaban termelddnek (Hussein és Brasel, 2001). Ezek a
gombafajok a legtobb gabonafélén megtelepszenek, toxinjaik tobbsége pedig ellendll a
hagyomanyos élelmiszer- ¢&s takarmany-el6allitasi folyamatok sordn alkalmazott
kezeléseknek, igy azok jelenléte kimutathatdé nemcsak allati takarmanyokban, de alapvetd
emberi élelmiszerekben is (Scott, 1984). Mindegyik csoportban talalhatok erdsen toxikus és
kevésbé toxikus vegytiletek is.

Az ¢lelmiszerek ¢€s allati takarmanyok toxin szennyezettsége sulyos problémakat és
gazdasagi karokat okoz mind a fejl3dé, mind a fejlett orszagokban. Az ENSZ Elelmezési és
Mezdgazdasagi Szervezete (FAO) becslése szerint a mikotoxin szennyezettség a vilag
gabonatermésének akar 25 % -at érintheti évente (Rai, 2010).

Az elsddleges mezdgazdasadgi termelés (takarmanynovények, novényi eredetii
¢lelmiszerek) eldallitasa soran foként a nagyobb viztartalmat igényld szantofoldi
penészgombak, a tarolds alatt pedig a kisebb nedvességtartalom mellet is a raktari
penészgombak szaporodnak el. A szant6foldi penészgombdk elszaporodasaért elsdsorban a
koztermesztésben elterjedt hibridek rezisztencia hidnya, agrotechnikai hibdk, a

talajsavanyodas, novénytaplalasi és novényvédelmi anomadlidk valamint a monokultiras



termesztés okolhatd. A raktari penészgombak eloforduldsa pedig szinte kizardlag

tarolastechnikai hidnyossagokat jelez (Kovacs, 2010).

A Fusarium nemzetség gazdasagi jelentosége

A szantofoldi penészgombidk tipikus képviseldi a Fusarium nemzetség fajai, amelyek
az élet- ¢és szaporodashoz sziikséges feltételeket a termdhelyen taldljadk meg. Fejlodésiikhoz
nagy nedvességtartalmu (20-23 %) ¢€s vizaktivitdsu (ay: 0,85-0,90) szubsztratot igényelnek.
Az egész vilagon széles korben elterjedtek, tobbségiik toxintermeld és fitopatogén. A levelek
mellett bejutnak a terméskezdeménybe, valamint a magba is, és ezekkel a novényi részekkel
egylitt keriilnek a takarmanyba illetve élelmiszerekbe. Legfobb altaluk okozott fertézések a

kalasz-fuzaridzis (1. kép) valamint a kukorica-csépenész (2. kép) (Parry és mtsai, 1995)

1. kép Kalédsz-fuzaridzis buzédban 2. kép Kukorica cspenész

(forras: www.apsnet.org) (forras:www.ipm.iastate.edu)

A Fusarium fajok altal termelt f0 mikotoxinok a trichotecének, fumonisinek és a
zearalenon. Ezeken kiviil azonban szdmos mas toxikus vegyiilet eldallitdsaért is feleldsek
(Glenn, 2007). Valamennyi fajra jellemz0, hogy az altala legnagyobb mennyiségben termelt
mikotoxinon kiviil még egyéb gombatoxinokat is termel, melyek kémiailag, és ezaltal

bioldgiai hatés tekintetében is jelentdsen eltérhetnek egymastol (Edwards, 2004) (1. tablazat).



Fajnév Eléfordulas Mikotoxin

F. avenaceum vildgszerte MON, BEA, FUS
F. crookwellense vildgszerte NIV, ZEA, FUS
F. culmorum vildgszerte DON, ZEA, NIV, FUS
F. fujikuroi vildgszerte GB, MON, BEA, FB
F. globosum Afrika FB, BEA, FP
F. graminearum vilagszerte DON, ZEA, NIV, FUS
F. kyushuense Japén NIV, T2, DAS
F. langsethiae Eurdpa DAS, T2, HT2, BEA
F. napiforme Afrika, Argentina FB, MON
F. nygamai Afrika, Ausztralia FB, MON, BEA
F. poae vildgszerte DAS, NIV, BEA, FUS, T2, HT2
F. proliferatum Vilagszerte FB, MON, BEA, FP
F. pseudoanthophilum Afrika BEA
F. pseudograminearum Afrika, Ausztralia, E- DON, ZEA
Amerika
F. pseudonygamai Afrika MON, FP
F. sporotrichioides vildgszerte T2, HT2, DAS, BEA, FUS
F. subglutinans vildgszerte MON, BEA, FP
F. thapsinum vildgszerte MON
F. verticillioides vildgszerte FB, FUS, MON

1. tablazat. Fusarium fajok elterjedése és az altaluk termelt mikotoxinok. Az elsOként
felsorolt vegyiilet az adott faj altal legnagyobb mennyiségben eldallitott toxin. (BEA,
beauvericin; DAS, diacetoxiszkirpenol; DON, deoxinivalenol; FB, fumonisin B1, B2 és B3;
FP, fusaproliferin; FUS, fusarin C; GB, gibberellinek; HT2, HT-2 toxin; MON, moniliformin;
NIV, nivalenol; T2, T-2 toxin; ZEA, zearalenon.) (Glenn, 2007 alapjan)



T-2 toxin

Munkank soran a trichotecén vazas mikotoxinok csoportjaba tartozo T-2 toxin hatasat
vizsgaltuk. A trichotecének csoportjaba olyan vegyiiletek tartoznak, amelyek szeszkviterpén
alapvazzal rendelkeznek. A leggyakrabban eléforduld trichotecének a deoxinivalenol,
nivalenol, diacetoxiszkirpenol, T-2 valamint metabolitja, a HT-2 (Hussein és Basel, 2001).
Ezeken kiviil napjainkig kb. 180 kiilonboz06 trichotecén vazas vegyiiletet izolaltak és irtak le,
amelyeket 4 alcsoportba (A-D) sorolnak be. A T-2 az A-tipusu trichotecének csaladjaba
tartozo vegylilet (Desjardins és mtsai, 1993). A trichotecének elsdésorban a Fusarium
fajokban termelddnek, de megtaldlhatok mas nemzetségekben is, mint a Myrothecium (Tamm
és Breitenstein, 1984) és Trichotecium (Jones és Lowe, 1960).

A T-2 elsédleges termeldje a F. sporotrichoides és a F. poae, amelyeket a mérsékelt
ovi orszagokban, igy hazankban is a leggyakoribb Fusarium fajok kozott tartanak szamon.
gy elmondhato, hogy régionkban a trichotecének koziill a T-2 (1. abra) valamint a

deoxinivalenol (DON) fordulnak el legnagyobb mennyiségben (Placinta és mtsai 1999).
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1. abra. A T-2 toxin kémiai szerkezete

Az Eurépai Unid orszagaiban a T-2 toxin koncentracid hatarértéke a takarmany
alapanyagokban ¢€s takarmanyokban kotelez6 érvénnyel nincs megadva, csak ajanlati szintek
Iéteznek erre vonatkozdan. Jelenleg a vilagban csak két orszagban (Izrael €s Oroszorszag) van
mg/kg minden allatfaj esetében. Magyarorszagon az MTA Allatorvos-tudomanyi Bizottsaga
2003-ban fogalmazott meg javaslati értéket takarmanykeverékekre, kiilonboz6 allatfajonként

0,25 - 0,8 mg/kg értékben (MTA Allatorvos-tudomdnyi Bizottsdga , 2003).



A T-2 élettani hatasai

A Fusarium nemzetség altal termelt miktoxinok koziil a T-2 toxin bizonyult a
legtoxikusabbnak. Szamos kisérlet bizonyitja sejtkarositd hatasat. Egyik legrégebben ismert
T-2-indukalta jelenség a lipidperoxidacié fokozasa, ezzel egyiitt a szabadgyok-képzodés
indukalasa (Iwahashi, 1982). A T-2 toxin altal okozott oxidativ kdrosodasok (oxidativ stressz)
a sejtekben apoptdzist indukalhatnak (Atroshi és mtsai, 1997). A trichotecének zsiroldékony
vegyliletek, igy konnyedén bejutnak a sejtekbe, ahol a peptidil-transzferazhoz kotddnek,
ezaltal gatoljak a DNS- és RNS-, kozvetve pedig a fehérje-szintézist (Thompson és
Wannemacher, 1990), mindezek mellett a T-2 gatolja a mitokondridlis elektrontranszportot
(Koshinsky és mtsai, 1988, Pace, 1983) valamint a mitokondrialis protein szintézist (Pace és
mtsai, 1988). Emlos sejt-tenyészetekben az apoptdzis mitokondridlis utjanak indukalasat
tapasztaltak (Bouaziz és mtsai, 2009). Wu és mtsai (2011) patkany granulosa sejtekben
vizsgaltdk a toxin hatasat. A kisérlet sordn ramutattak arra, hogy a vegyiilet az apoptozis
ROS-medialt mitokondridlis utjat inditja el (ROS jelentds novekedése a sejtben). A toxin
apoptozis-indukald hatéasat in vivo koriilmények kozott is sikertilt bizonyitani. Patkdnyokban
megfigyelték az apoptdzis-kapcsolt gének expresszidjanak novekedését kiillonbdzo
szovetekben, T-2 toxinnal szennyezett takarmany etetését kovetden (Doi és mtsai., 2006). A
toxin immunszupressziv hatasat is vizsgaltak in vivo és in vitro koriilmények kozott egyarant
(Gutleb és mtsai, 2002). A T-2 citotoxikusnak bizonyult mind a T- (MOLT-4) mind pedig a
B-limfocita sejtvonalak (IM-9) esetében (Minervini és mtsai, 2005).

Napjainkig szamos vizsgalatot végeztek T-2 toxin haszonallatokra gyakorolt hatdsanak
kimutatasara. Ezek a tanulmanyok azt mutatjak, hogy a toxinra legérzékenyebb allatok a
sertések, mig a legkevésbé a kér6dzok reagdlnak a takarmanyban 1évd toxikus vegyiiletekre
(Hussein és Brasel, 2001). Ennek oka a kér6dzok benddjében ¢€l6 szimbionta
mikroorganizmusok (protozoonok ¢&s baktériumok), amelyek a toxin nagy szdzalékat
atalakitjak, igy biologiai hatasukat semlegesitik.

A T-2 mikotoxin mind a n6i- mind pedig a him nemi miikodést karosithatja. Az eddigi
kutatdsok elsdsorban ndivart 4llatok nemi miikddésének valtozasara iranyultak. Ezzel
kapcsolatban foként etetési kisérleteket végeztek. Huszenicza és mtsai (2000) zavart nemi
miikodést (a dominans tiiszoérés és az ovulacid késleltetése, csokkent progeszteron termelés)
tapasztaltak juhban és szarvasmarhaban. A sargatest érésének zavarat megfigyelték sertések

esetében is (Vanyi és mtsai, 1995). Noivara allatokon végzett in vivo kisérletek soran

crcr



alacsony koncentracid esetén is (3 ng/ml) az Osztradiol-termelés 40 %-o0s visszaes€sét
tapasztaltak sertésekben (Caloni és mtsai, 2009). Bikdkban, gombaval erdsen fertozott, T-2 és
szarmazekat, a HT-2 toxint tartalmazé takarmany hatdsdra a sperma mindségének erdteljes
romlasat figyelték meg, ami elsdsorban a motilitds visszaesésében €s a mozgd spermiumok
aranyanak csokkenésében nyilvanult meg (A/m és mtsai, 2002).

Vemhes 4llatokon is végeztek vizsgdlatokat, ezek elsdsorban a fejlddé magzaton
lezajlo valtozasokra fokuszaltak. A T-2 toxin képes athatolni a placentan (Lafarge-Frayssinet
és mtsai, 1990), igy a fejlodé magzatot karosithatja. Vemhes egerek szennyezett takrmannyal
torténd etetését kovetden a thymus sorvadésat észlelték a magzatokban (Holladay és mtsai,
1993). A toxin apoptdzist indukald hatdsat kimutattdk magzati idegrendszer fejlddése
esetében is (Ishigami és mtsai, 1999). A csontrendszer abnormalis fejlodését, a csontosodas
részleges hianyat valamint egyes csontok hianyat is megfigyelték (Rousseaux és mtsai, 1987).
Patkanyokban a vér-agy gat roncsolodasat és magzati agyi 1éziok keletkezését tapasztaltak
(Sehata és mtsai, 2004).

A toxin jol ismert reprodukcios €s magzatkarosito hatasaval ellentétben azonban eddig
nem késziiltek tanulmanyok a toxin korai embrionalis fejlodésre gyakorolt hatasaval

kapcsolatban.



CELKITUZES

Munkank célja az volt, hogy megvizsgaljuk, milyen hatast gyakorol a T-2 Fusarium-
toxin egérembridk korai embriondlis fejléddésére in vitro koriilmények kozott. A kisérletek a

kovetkezOk voltak:
e Morfoldgiai vizsgalatok: A kiilonb6zd toxinkoncentraciok mellett a zigotak
milyen ardnyban érik el az expandalt blasztociszta stadiumot?

e Sejttani vizsgalatok: A toxin jelenléte a tapfolyadékban hogyan befolyésolja a
blasztomérakban talalhatd aktiv mitokondriumok szamat, valamint a reaktiv

oxigén gyokok (ROS) mennyiségét?
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ANYAG ES MODSZER

A Kkisérleti allatok elhelyezése és takarmanyozasa

A kisérlet soran C57Bl/6 torzsbdl szarmazd egereket hasznaltunk, amelyeket az
Orszadgos Onkoldégiai Intézettél vasaroltunk (Budapest). Az egereket légkondicionalt
helyiségben, 21 °C-os homérsékleten, 65%-o0s paratartalom, specialis vilagitasi program (12
ora és 12 ora sotét) és ad libitum biztositott takarmany mellett tartottuk.

A néivaru egyedeket 10-es csoportokban, a himeket egyedileg, kiilon-kiilon helyeztiik

el.

Szuperovulacio6

Az alkalmanként nagyobb szamban torténd embrid kinyerése érdekében az allatokat
gonadotrop hormonnal szuperovuldltattuk. A modszer elénye, hogy a természetesnél (6-
7/egyed) joval nagyobb szamu petesejt indul érésnek az Osztrusz ciklusban, amelynek
koszonhetden a természetesnél Iényegesen nagyobb szamu embrid kinyerése valik lehetdvé
(akar 25-30 embrio egyedenként).

A szuperovulacioé soran a ndstény egereket az elsé kezelési napon 12.00 érakor 7,5 NE
PMSG-vel (Pregnant Mare Serum Gonadotroph hormon, Alvetra und Werfft AG, Ausztria)
oltottuk intraperitonedlisan. A hormon injekcid utan, a kezelt egereket elkiilonitettiik a nem
kezelt egyedektol.

A PMSG beadasa utan 48 oraval az allatokat hCG kezelésben részesitettiik (Human
Chorionic Gonadotroph hormon, Alvetra und Werfft AG, Ausztria). A hCG kezelés célja a
7,5 NE-t adtunk mindegyik egyednek, intraperitonealisan.

A hCG injekcid utdn a ndstény allatokat egy-egy him allat ketrecében helyeztiik el. A

parzas a hajnali 6rdkban tortént.

Az embriok kinyerése

Az embriokinyerés a hCG kezelés utan kb. 20-22 draval tortént. A miitét sordn az
egerek hasiiregének felnyitasa utan mindkét petevezetdt, a petefészkekkel -egyiitt,

eltavolitottuk.
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A zigdtak petevezetobdl torténd kinyerését Petri-csészében végeztilk. A csészéket
borjusavo (SIGMA, Németorszag) és PBS (Phosphate buffered saline, SIGMA, Németorszag)
1:10 aranyu keverékével toltottiik fel. A borjisavé megakadalyozza az embridk letapadasat a
Petri-csésze aljara, igy megkonnyiti azok mozgatasat.

A megtermékenyités utani orakban a zigdtdk a petevezetd ampullaris szakaszaban
helyezkednek el, igy ezt a teriiletet kell felnyitni. Az ampulla atszurasakor a kumulusz
sejtekkel koriilvett zigdtak, a petevezetoben uralkodd magasabb nyomas kovetkeztében,
kiaramlanak az ampullabdl a Petri-csészébe.

A zigotak kinyerése utan a médiumhoz folyamatosan hialuronidazt adagoltunk. A
hialuroniddaz alkalmazasanak célja, hogy leoldja a kumulusz sejteket a zigdtakrol. A
megtisztitott, és mindségbiralaton atesett zigotakat - a hossza ideig (5 nap) tartd in vitro
tenyésztésre - athelyeztiik a tartds in vitro tenyésztésre hasznalt specialis (Cleavage Medium,
Cook Medical, Roskilde, Dania) médiumot tartalmazo, négy-vajati egyszer hasznalatos

muanyag talcaba (NUNC, Dania).

Az embriok kivalogatasanak szempontjai

Az embridk mindségét a tartds in vitro tenyésztés elott elbiraltuk. Tenyésztésre csak
azokat az embriokat jeloltiik ki, amelyek allomanya ép volt, egy vagy kettd sarki testtel
rendelkeztek, alakjuk megfeleld volt (3/a kép). A roncsolt vagy 6sszezsugorodott allomannyal
rendelkezd sejteket, tovabba a kétsejtes allapotu, vagy ketténél tobb sarki testtel biro,

deformalt képleteket nem hasznaltuk fel (3/b kép).

3. kép. In vitro tenyésztésre alkalmas (a) és alkalmatlan (b) zigotak (ST:
sarki test; ZP: zona pellucida; BM: blasztoméra)
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Az embriok elhelyezése

Az embridkat négy-vajati edényekben tenyésztettiik. Téaptalajként Cleavage
Mediumot (COOK Medical, Ausztrialia) hasznéaltunk. A vizsgélat soran a T-2 mikotoxin tobb
adagoltunk. A toxint tartalmazo csoportok mellett egy kontroll csoportot is kialakitottunk.
Minden tenyésztés alkalmaval az egyik vajat a kontroll csoport embridit tartalmazta. A
kontroll embridkat toxint nem tartalmazo tapfolyadékban helyeztik el. A vizsgalt
koncentraciok a kovetkezok voltak (ng/ml): 0,1; 0,5; 1,0; 1,25; 1,5; 1,75; 2,0; 2,5; 3; kontroll
(0 ng/ml). A toxint a Kaposvari Egyetem Elettani Tanszékén keverték a tapfolyadékhoz,

amelyet mi sziikség szerint higitottunk tovabb.

Mitokondrialis- és ROS festés

Vizsgalataink sordn kivancsiak voltunk arra, hogy a T-2 toxin hogyan hat a
blasztomérak mitokondriumainak mikodésére, valamint a reaktiv oxigén gyokok

mennyiségére. Ennek felmérésére 4 csoportot vizsgaltunk:

stadiumban megrekedt embridk
2. gyari tapfolyadékban tenyésztett zigotak, 4 sejtes stadiumig

3. alacsony (0,5 ng/ml) mennyiségii toxint tartalmazd tapfolyadékban tenyésztett

embridk, amelyek elérték a blasztociszta stadiumot

4. csoport elemei a kontroll csoport blasztocisztai voltak

A kisérlet elvégzéséhez fluoreszcens festékeket hasznaltunk, amelyek a MitoTracker®
Orange CMTM Ros (Molecular Probes M-7510, Oregon, USA) ¢é&s 2°,7-
diklorodihidrofluoreszcein diacetat (DCDHF DA) voltak.

A MitoTracker® Orange CMTMRos hatasmechanizmusdnak a lényege az, hogy a
festék atdiffundal a sejtmembranon, és az aktiv mitokondriumokban halmozédik fel. Igy
megallapithato, hogy a sejt hany miikodé mitokondriummal rendelkezik.

A DCDHFDA festés segitségével a sejtben talalhato reaktiv oxigén gyokok (ROS)
jelenlétére vonatkozdan kaphatunk informaciot. A vegyiilet konnyedén behatol a sejtekbe,

ahol a H,O, hatasara oxidalodik, és a vegyiilet oxidalt forméja (2’,7’-diklorofluoreszcein
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[DCF]) fluoreszkdl. A DCF mennyisége egyenes aranyossagban van a sejtben jelen 1évo
peroxid-gyokok mennyiségével.

A mitokondriumok és a reaktiv oxigén gyokok festése négy-vajatu edényben tortént.
Az els6 véjat 400 pl PBS-t tartalmazott, 3 % BSA-val. Az embridkat 3-szor mostuk at az
oldatban, majd a masodik véjatba helyeztiik Oket, amelybe ugyanezt az oldatot tettiik,
hozzdadva 0,9 pl MitoTracker® Orange CMTMRos festéket. Ezutan 30 percig inkubaltuk az
embriokat 37 °C-on, 6,5 % CO, tartalom mellett. Az inkubacios 1d6 lejarta utdn az embridkat
a harmadik vajatba helyeztiik at, amely 400 pul PBS-t tartalmazott, 0,3 %-os BSA-val. Itt
szintén 3-szoros mosast alkalmaztunk, majd athelyeztilk dket a negyedik vajatba, amely
ugyanezt az oldatot tartalmazta, 1 ul DCFDA hozzdadasaval. Az embriokat ezt kovetden 15
percig inkubdltuk. Az inkubacidt kovetden tiszta PBS-ben mostuk at éket, majd Eppendorf-
csOben, 2 %-os paraformaldehidben fixaltuk a vizsgalni kivant embridkat.

A megfestett embridkat hiitoszekrényben, 4 °C-on taroltuk.

A festés kiérékelése

A megfestett mitokondriumok ¢€s reaktiv oxigén gyokok detektalasa konfokalis 1ézer
scanning mikroszkoppal (C1/TE2000-U Nikon) tortént, amelyet a Bari Egyetem
Allattenyésztési Intézetének (Bari, Olaszorszag) munkatarsai végeztek. A fényképek 600 X-os
nagyitason késziiltek, olaj immerzi6 alatt. A Mitotracker Orange CMTM Ros detektalasdhoz
543 nm hulldmhosszu hélium neon/lézer sugarat hasznaltak, G-2 A szlrével. A DCF
méréséhez 488 nm hulldmhosszi argon-ion 1ézer sugarat alkalmaztak, B-2 A sziirOvel.
Minden embriorol 25, egyenként 0,45 um vastagsagu szelet késziilt fliggdleges iranyban.

A fényképek kiértékelése Image J (National Institutes of Health, USA) képanalizald
szoftverrel tortént. Minden embrio esetében a 13. szeletrdl késziilt fényképpel dolgoztunk.
Mind a mitokondrium-, mind pedig a ROS festésrol késziilt képeket eldszor 8-bit
szindsszeallitasra alakitottuk at, majd a vizsgaland¢ teriilet kijelolését kovetden megmértiik a

sziirke teriiletek aranyat (Mean Grey Value).

Statisztikai analizis

Az in vitro tenyésztés eredményeinek kielemzéséhez Khi-négyzet probat végeztiink eldszor
fiiggetlenségvizsgalatra, majd paronkénti dsszehasonlitdssal. Az aktiv mitokondriumok és a

ROS sejten beliili mennyiségének 0Osszehasonlitdsara kétmintds T-probat alkalmaztunk,
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kétoldali ellenhipotézissel. Szignifikans kiilonbségnek a p < 0,05 eredményt tekintettiik. A

tesztet az R 2.12.0 verzidjaval végeztiik.
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EREDMENYEK

Morfologiai vizsgalatok

Az in vitro embriotenyésztés eredményeinek kiértékelése soran a kovetkezoképpen
jartunk el: csak azoknak a csoportoknak az eredményeit vettiikk figyelembe és elemeztiik,
amelyek esetében az azonos iddpontban inditott kontroll csoport zigotai legalabb 80 %-ban
elérték az expandalt blasztociszta stadiumot. Ha ez nem valosult meg, abban az esetben akkor
is elvetettilk az adatokat, ha a toxinos csoportok tovabbfejlodése korabbi eredményeinknek
megfeleltek.

A tenyésztések soran kapott eredmények a 10 csoportban a kovetkezdk voltak:

Koncentracié Osszes zigéta Blasztociszta Tulélés (%)

0 66 55 83,33
0,1 36 28 77,78
0,5 41 32 78,05

1 73 39 53,42
1,25 33 13 39,39
1,5 21 11 52,38
1,75 16 5 31,25

2 26 3 11,54
2,5 50 0 0

3 19 0 0

A tablazat alapjan lathato, hogy a 2 ng/ml-nél nagyobb mennyiségii toxint tartalmazo
csoportokban a zigdtak fejlodése megreked, vagy 24 ora elteltével, a kétsejtes allapot elérése
utan mar nem osztodnak tovabb (4. kép). Az expandalt blasztociszta stadiumot (5. kép) csak a
toxint ennél kisebb koncentracidban tartalmazo tapfolyadékban tenyésztett zigotak érték el,
valtozo aranyban. A kontroll csoportban megfigyelt 83,33 %-o0s tovabbfejlodési arany

megfelel a gyari tapfolyadékkal szemben tdmasztott kovetelményeknek (minimum 80 %).
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A tablazat alapjan készitett pontdiagram (1. abra) jol mutatja, hogy az elsd két,
alacsony toxintartalmu csoport blasztociszta aranya nem tér el szamottevden a kontroll

csoportnal tapasztaltaktol. A koncentracido novekedésével azonban mar kis kiilonbségekre is

rendkiviil érzékenyen reagal a rendszer.

4. kép. Egysejtes és kétsejtes stadiumban 5. kép. Normal fejlodésii expandalt
megrekedt embridok blasztociszta (ICM: embriécsomo; TE:
trophectoderma; BC: blasztoc6l; ZP: zona
pellucida)
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1. abra. A tartos in vitro tenyésztés végén tapasztalt
talélési arany a toxin-koncentracié fiiggvényében
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Az eredmények statisztikai  értékeléséhez  Khi-négyzet prébat végeztiink
figgetlenségvizsgalatra majd paronkénti Osszehasonlitdssal. A proba eredménye alapjan
megallapithato, hogy a toxinkezelés hatdssal van az embridk tovabbfejlodésére (p-Eérték <
2,2e-16). A kezelt csoportok eredményeit 0sszevetve a kontroll (kezeletlen) embridkéval
megallapithato, hogy a két legkisebb toxintartalmu (0,1 ng/ml és 0,5 ng/ml) tapfolyadékban
tenyésztett csoport esetén tapasztalt talélési arany nem kiilonbozik szignifikdnsan a kontroll
embriokétol. A nagyobb toxintartalmi csoportoknal azonban minden esetben szignifikans

kiillonbség mutatkozott (2. tablazat).

Parositas p-érték
Kontroll - 0,1 ng/ ml 0,6726
Kontroll — 0,5 ng/ml 0,6696

Kontroll — 1 ng/ml 0,0003413
Kontroll — 1,25 ng/ml 2,508e-05
Kontroll — 1,5 ng/ml 0,009478
Kontroll — 1,75 ng/ml 9,463e-05

Kontroll — 2 ng/ml 6,251e-10
Kontroll — 2,5 ng/ml 2,2e-16

Kontroll — 3 ng/ml 1,315e-10

2. tablazat. Khi-négyzet proba paronkénti
Osszehasonlitas eredményet

Sejttani vizsgalatok

A sejttani vizsgalatok sordn eldszor a 2 sejtes staddiumban megrekedt embriokat (n=7)
hasonlitottuk 6ssze a kontroll, gyari tapfolyadékban tenyésztett embridkkal (n=5), amelyek 2-
4 sejtes stddiumban voltak. Az 6sszehasonlitds alapja a mitokondriumok és a reaktiv oxigén
gyokok (ROS) citoplazman beliili elhelyezkedése volt.

A képek alapjan lathatd, hogy a toxint nem tartalmazo tdpfolyadékban tenyésztett
embriokban a mitokondriumok perinuklearisan és perikortikalisan rendezddnek (2. abra,
Kontroll 1; Kontroll 2). Ezzel szemben a kezelt embriok blasztomérdiban ugyanez a szabalyos

eloszlds nem figyelhetd meg, benniik a mitokondriumok diffizan helyezkednek el (2. é4bra,
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Kezelt 1; Kezelt 2). A ROS citoplazman beliili elrendezddése esetében azonban nem talaltunk
kiillonbséget a két csoport kozott. Mind a kezelt, mind pedig a kontroll embridk blasztomérain

beliil homogén eloszlas latszik (3. dbra).

Kontroll 1 Kontroll 2

100 pm 100 pm

Kezelt 1 Kezelt 2

100 pm 100 pm

2. abra. Toxinmentes €s magas toxintartalmu tapfolyadékban tenyésztett embridok
MitoTracker Orange CMTM Ros festés utan. A mitokondriumok eloszlasbeli kiilonbsége
jol latszik a fekete-fehér (Threshold) képeken.

Kontroll 1 Kontroll 1

100 pm 100 pm

Kezelt 1 Kezelt 1

100 pm 100 pm

3. abra. Toxinmentes €s magas toxintartalmu tapfolyadékban tenyésztett embridok
DCDHFDA festés utan. Mindkét csoportban jol lathaté a ROS diffuz eloszlasa.
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Az in vitro tenyésztési eredmények kiértékelését kovetden kivalasztottunk egy olyan
toxin-kezelt csoportot is, amelyben a talélési arany nem kiilonbozott szignifikdnsan a kontroll
embrioktol. Ez a két legkisebb T-2-tartalmi csoport volt, amelyek koziil a 0,5 ng/ml
toménységli médiumban tenyésztett embridkat vizsgaltuk meg. A kezelt blasztocisztak (n=7)
fluoreszcencia-intenzitas értékeit Osszevetettiik a kontroll csoport blasztocisztdinak (n=9)

eredményeivel. A vizsgalat soran a kovetkezo értékeket kaptuk (3. tablazat):

Mean Grey Value
MitoTracker DCDHFDA

Embrio azonosité Csoport

El 7,726 7,287
E2 12,21 7,971
E3 3,837 11,84
E4 0> 6,512 15,632
E5 ng/ml 11,621 11,482
E6 14,453 13,458
E7 11,33 16,445

atlag 9,67 12,016
szoras 3,73 3,507

EK1 7,194 20,553

EK2 6,84 12,962

EK3 5,573 20,801

EK4 11,028 11,898

EK5 kontroll 7,999 12,368

EK6 4,687 15,43

EK7 10,807 16,701

EK8 3,518 11,151

EK9 6,944 13,071

atlag 7,176 14,992
sz0Tés 2,525 3,654

3. tablazat. A kétféle fluoreszcens festés intenzitas-
értékel.
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Az egyes csoportok intenzitas értékeit boxploton abrazolva az alabbi eredményt katuk

(4. ébra) :

12

10

Mean Gray Value

—_—

kezelt kontroll

20
|
=2

18

16

Mean Gray Value
14
l

10

—_—

kezelt kontroll

csoport

4. abra. Fluoreszcens festék-intenzitasok (Mean Grey
Value értékek) az egyes csoportokban. a)
MitoTracker; b) DCDHFDA
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A két csoport eredményeinek Osszehasonlitasara kétmintds T-probat végeztiink. A

teszt elvégzésével a kovetkezd eredményeket kaptunk:

Sejtfestés P-érték
MitoTracker 0.1600
DCDHFDA 0.1217

A tablazat alapjan lathatd, hogy sem a mitokondridlis-, sem pedig a ROS-festés

esetében nem taldltunk szignifikdns kiillonbséget a két csoport kozott.
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MEGBESZELES

Munkank soran arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy a T-2 mikotoxin milyen hatast
gyakorol C57/Bl6 egerek korai embrionalis fejlodésére in vitro koriilmények kozott, milyen
mértékli dozisfliggés mutathatd ki, valamint milyen sejtélettani valtozdsok zajlanak le az
0sztodo sejtekben a toxin hatésara.

Vizsgalataink alapjan megallapithatdo, hogy a toxin mar nagyon alacsony
koncentracioban is stulyosan karositja a korai embridkat és 2,5 ng/ml T-2 toxin tartalom felett
a zigotak fejlodése megreked; nem indul el vagy 24 6ran beliil, a kétsejtes allapot elérését
kovetden megall. Tapasztalataink szerint mar a toxint 1 ng/ml toménységben tartalmazo
tapfolyadékban is szignifikansan csokken az expandalt blasztociszta stddiumot elérd zigotak
aranya a kontroll csoporthoz képest.

Az eddigi vizsgéalatok adatai azt bizonyitjdk, hogy a toxin a bedgyazodas utan,
valamint a placenta kialakulasat kovetden karosithatja a magzatot. A mi kisérleteink
ujdonsagtartalma abban all, hogy azt jelzi, a toxin mar a korai osztddasi stadiumia embriok
fejlodését is megzavarhatja, ledllithatja. A mikotoxinok tobbségéhez hasonldan a T-2 toxin is
rendkiviil stabil vegylilet, amely a legtobb élelmiszer- ¢€s takarmény-eldallitasi folyamatnak
ellenall. Igy a toxikus vegyiiletek jelen lehetnek a kiilosnféle takarmanyokban és alapvetd
emberi ¢élelmiszerekben egyarant. Ugyanakkor adataink azt jelzik, hogy a toxint mar
viszonylag kis mennyiségben tartalmazo takarmany vagy élelmiszer tartés fogyasztasa az
embrid korai elhaldsahoz (rejtett vetélésekhez) vezethet, joval a beagyazodas elott. A
kisérleteink soran alkalmazott toxinmennyiségek az emberi vérben kimutathaté koncentracio-
tartomanyba (0,2-1800 ng/ml) esnek (Berek és mtsai, 2001).

Mind a human- mind pedig az Aallat-reprodukcids vizsgéalatoknal és eljarasoknal
gyakori gondot okoz a morfoldgiailag megfeleld, viszont sejtélettani szempontbol abnormalis
embriok jelenléte (Nagai és mtsai, 2006). Ennek oka els6sorban a mitokondriumok nem
megfeleldé mikodésében keresendd. A kisérletiink soran megvizsgaltuk egy olyan embrid
csoport mitokondrium- és ROS mintazatat is, amelyben a tapfolyadék toxintartalma alacsony
volt és ennek kovetkeztében a zigotdk elérték az expandalt blasztociszta stadiumot
(morfoldgiailag normalisak voltak). Az eredmények alapjan kijelenthetd, hogy az alacsony
toxintartalmu (0,5 ng/ml) €s a kontroll csoport embridinak mitokondrium-aktivitasa és ROS-
tartalma nem kiilonbozik. A boxplot alapjan lathatd kiillonbség - miszerint a kontroll csoport

blasztomérai kevesebb aktiv mitokondriumot tartalmaznak - valdszinlileg az alacsony
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mintaclemszamnak tudhaté be. Az eredmények pontositasa érdekében ezért a kisérlet
megismétlését tervezziik.

Sun és mtsai (2001) sertések esetében vizsgaltak a mitokondriumok korai embriondlis
fejlodés soran kirajzolodo mintazatat. A kisérleteik soran azt talaltak, hogy a mitokondriumok
perikortikalisan és perinuklearisan rendezddnek a blasztomérakban, amelynek oka az
osztodashoz sziikséges nagy mennyiségli energia megfeleld lokalizalasa a sejtekben (mag és
blasztomérak hatara). Ezt az elrendezddést sikeriilt kimutatnunk a kontroll 4 sejtes
embriokban C57/Bl6 egerekben. Az idézett munkdban megvizsgaltak, hogy a
mitokondriumok sejten beliilli mozgatdsaban milyen szerepet jatszanak a mikrotubulusok
illetve a mikrofilamentumok. A mikrotubulusok Osszeépiilését gatldo vegylilet (nocodazol)
hatdsara a mitokondriumok a sejtben homogén eloszlast mutattak. Ezzel szemben a
mikrofilamentumok gatlasakor (cytochalasin B) nem alakult ki diffiiz eloszlés, a blasztomérak
mitokondriumai megtartottak a perinuklearis és perikortikalis elrendezddést. Schoevers és
mtsai (2010) szintén sertés petesejtben vizsgaltadk a T-2 rokon vegylilete, az ugyancsak
trichotecén vazas DON (deoxinivalenol) hatasat. A kisérletek eredményei azt mutatjak, hogy
a DON gatolja az osztddasi orsd (mikrotubulusok) kialakulasat, a fertilizacidt kovetden pedig
az embrid fejlodését.

Eredményeink és a fenti irodalmi adatok alapjan tehat kijelenthetjik, hogy a T-2 -
szamos sejtkarositd hatasa mellett - a mikrotubulusok polimerizacidjaban zavart okoz, ennek
kovetkeztében a sejtosztddas megall, a zigotdk nem fejlédnek tovabb.

Vizsgalatunkban arra a kérdésre is kerestiik a valaszt, hogy az altalunk alkalmazott
toxinkoncentraciok hogyan hatnak a sejtek (blasztomérak) reaktiv oxigén gyok termelésére. A
reaktiv oxigén gyokok (ROS) felszaporodasa a citoplazmaban az apoptdzis egyik jellemzd
kiséro jelensége (Jacobson, 1996). Ennek vizsgalataval tehat megéllapithatd, hogy az embridk
blasztoméraiban apoptdzis jatszodik-e le a toxin hatdsdra. Eredményeink azt mutatjak, hogy
sem a kétsejtes, sem pedig a blasztociszta stddiumban 1év0 toxin-kezelt embriok ROS-
tartalma nem kiilonbozik a kontroll csoportban mért mennyiségektol. Az altalunk vizsgalt T-2

koncentraciok tehat nem indukalnak apoptdzist az embridk blasztoméraiban.
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SUMMARY

Mycotoxins are secondary metabolites of microscopic molds that can be found in all
levels of food chain. More than 400 types have been isolated, many of them have cytotoxic
effects. Several species of Fusarium (F. acuminatum, F. equiseti, F. poae, F. sporotrichoides,
F. graminearum) genus produce trichotecene-type toxins. These molds can grow on all types
of grain and because of their high resistance their toxins can be isolated from a lot of food and
feed which cause significant problem both in the developing and developed countries.
Fusarium mycotoxins can cause reproductive disorders and has negative effect both on the
female and male reproductive tract and on the developing fetus.

The aim of our study was to assess the effect of T-2 mycotoxin on in vitro
development of mouse embryos.

Embryos were recovered from six weeks old, superovulated female C57/BL6 mice.
During our experiments 10 groups were created depending on the T-2 toxin concentration of
the culture medium (0,1; 0,5; 1,0; 1,25; 1,5; 1,75; 2,0; 2,5 and 3 ng/ml). Zygotes of the control
group were cultured in the same medium with no toxin. After the cleavage we assessed the
proportion of the blastocyst stage embryos in each group. Furthermore, in two groups (0,5
ng/ml and 2,5 ng/ml toxincontent) we estimated the effect of the T-2 toxin on the distribution
and amount of mitochondria and reactive oxygen species (ROS) in the blastomers.

Our results show that in media containing higher concentration than 2.5 ng/ml the
development of embryos disturbed or they stopped in two-cell stage within 24 hours. We
suggest that the toxin inhibits the assembly of microtubules. At lower concentration
depending on the amount of the T-2 toxin present in the medium the embryos developed
further in different ratios during the in vitro culture. The amount of mitochondria and ROS in
the 0,5 ng/ml toxin-content group does not show difference comparison with controll

embryos.
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