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keretében végzett munkarol

A mikotoxinok biologiailag aktiv, masodlagos anysge termékei a mégazdasagi
terményeket gyakran szenngemikroszkopikus penészgombaknak. A taplaléklanchi® v
bekertlésik a vilhAg minden t4jan jeként kockdzatot jelent. Ugyanazon koérnyezeti
korilmények kozott tbbbféle penészgomba is elszajlor és egy penészgomba tobb
mikotoxin termelésére is képes (multitoxikus hakdsoMagyarorszagon a szantofoldi
Fusariumfajok altal termelt toxinok és a raktarozas alatekke® ochratoxin A okozza a
legtbbb problémat. Ezek egyittesiferdulasa gyakori. Egy 2014-es magyarorszagi, delje
ertéki keveréktakarmanyokra vonatkozo felmérés szerizsgalt mintak tébb mint 80%-a
tartalmazott deoxinivalenolt (DON) és fumonizineked Fusarium toxinok koziul a
zearalenon volt még nagyobb aranyban (25%) kimatath A teljes érték
keveréktakarmanyok 72%-a tartalmazott tobb mint emikotoxint. Mig az egyes
mikotoxinok hatasmechanizmusa tobb tertleten jdleis, addig sokkal kevesebbet tudunk
ezek egylttes (antagonista, szinergista, additatadarol, ugyanakkor ezek jelésdge
lényegesen nagyobb allat- és humanegészségigyipeméml is. Egy kodzelmultban
megjelent tanulmany (Grenier és Oswald, 2011) bl szaz olyan kisérlet meta-analizisét
végezte el, amelyekben mikotoxin interakciokat gétak. A kozlemeény felhivja a figyelmet
arra, hogy nagyon kevés az olyan vizsgalat, amedyakorlati problémat modellezi, azaz
tobb Fusariummikotoxin alacsony dozisban valo egyuttefaidulasanak hatasat mutatja ki.
Ezért vizsgalatainkban a leggyakorilfbusarium toxinok (trichotecének, zearalenon és
fumonizinek) hatasaira koncentraltunk. A T-2 és H1oexin (T-2, HT-2), a deoxinivalenol
(DON), a fumonizin B (FB,), és a zearalenon (ZEA) kulonéll6 és egyuttessadtaizsgaltuk
félegin vitro tesztekben: a sejtkarosito hatast (citotoxicikds)il-Tiazol-Tetrazolium (MTT)
és Cell Counting Kit-8 (CCK) tesztben, a génkarpbitast (genotoxicitds) comet assay-ben,
az embriokarositd hatast (embriotoxicias) egér @mhkienyészetben. Azin vitro
vizsgalatokban hasznalt limfocitak, spermium sejskembridok részben egészséges (egér,
sertes), részben pedig toxinnal etetett allatokbpll) szarmaztak (akut és kronikus toxikus
hatés vizsgalata).

1. A T-2 (és HT-2) toxin hatasainak vizsgalata

1.1. A T-2 toxin génkarositd hatadsanak vizsgalateomet assay-ben

Az erssen citotoxikus hatasu trichotecén toxin, a T-2irnoKT-2) dozis és idHliggo
génkarositd hatasat vizsgaltuk comet assay-ben.izAg&latnak, annak a modszertani
kérdésnek a megvalaszolasa is célja volt, hogytasd®l szarmazo6 periférias mononuklearis
vérsejtek (limfocitak) alkalmasak-e a mikotoxinoknarositdo hatdsanak jelzésére. Harom
koncentréacioét (0,1, 0,5 és 1,0 umol) és két inkidsaicktartamot (24 és 42 Ora) teszteltlink.

A legkisebb koncentracido hatasara a sejtek 50%envedett enyhébb-sulyosabb foku
génkarosodast (1-4 kozotti comet score). A konéendremelésével az intakt sejtek aranya
50%-rél 36%-ra csOkkent az &124 éraban. 4-es comet score-t (legsulyosabb ekésd) csak
az 1,0 umol T-2 kezelésnél talaltunk. A kezelésingk nem, mig a koncentracionak
szignifikans (P<0,0001) hatdsa volt a sejtkarosedds dozis és az & interakcidja
szignifikans volt, és ha a két téngergyditt, fix faktorként kezeltik, akkor a kezelkébatasa
szintén szignifikdnsnak bizonyult (P<0,0001). Atésllimfocitak érzékenyen jelezték a toxin
hatasat, alkalmasak a T-2 toxin génkarosito hat&séomet assay-ben valé meghatarozasara.



In vivo, valasztott nyulakban vizsgaltuk 2 mg/takany kg T-2 génkarositd hatasat, valamint
azt, hogy a takarmanyba kevert mannan oligoszatiBtDS) csokkenti-e a toxin karosito
hatdsat. Harom hét toxinetetés utan az allatokBél vettiink, izolaltuk a limfocitakat és
comet assay-ben vizsgaltuk a bekodvetkezett genbdaéss. A kontroll és a MOS-t fogyaszto
allatok minden esetben negativak voltak (cometesa®). A T-2 csoportban minddssze 33%-a
volt a sejteknek intakt, szamos sejt 5-06s comeékétt mutatott, ami a DNS teljes
dezintegracigjat jelezte. A T-2 mellett MOS-t igf@asztd allatok limfocitdinak 55%-a ép
volt, az 1, 2, 3 és 4 comet értek kategoriakbagnsilkansan alacsonyabb volt aranyuk, mint
a toxinnal kezelt allatokban. Szétesett DiNSejtet nem talaltunk. A MOS védhatasa
felteheten vagy a toxink@t képességének, vagy antioxidans jellegének volttiised.
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1.2. A T-2 és a HT-2 toxin sejtkarositd hatasanakizsgélata MTT tesztben

Kisérletliinkben a T-2 és a HT-2 dozis ésfidiggs sejtkarositd hatasat vizsgaltuk metil-tiazol-
tetrazolium (MTT) tesztben, célsejtként egészségextés limfocitak hasznalataval. Az
alkalmazott toxin koncentraciok: 0,5, 0,1, 0,0910¢s 0,001umol T-2; 1,0, 0,5, 0,2, 0,1 és
0,05umol HT-2; valamint ezek kombinacidja voltakétKexpozicios it (6 és 24 o0ra)
teszteltiink.

Mindkét toxin dozis és iHlggo sejtkarositast mutatott. Hat 6ras inkubaciét kéeeta dozis
emelése 0,0018f 0,5 pmolra a T-2, illetve 0,0%f 1,0 umolra HT-2 esetében, a sejtek
életképesseégét 22, illetve 17%-al cstkkentette.4A08As inkubacio szignifikansan kisebb
életképesseget eredményezett a 6 oras allapotipestkgiveve a 0,5 umol T-2 és 0,05, 1,0
pmol HT-2 dozisokat). A két toxinnal tori@mgylttes kezelés, a toxinok egyedili hatdsahoz
viszonyitva kisebb életképességet eredményezetirastinkubacio végeén. A 24. 6ra utan ez
nem volt egyértelin feltételezhet, hogy a T-2- HT-2 atalakulds az tdalatt in vitro is
elindult.
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1.3. KUlénbdz mértékii T-2 szennyezettség hatasa egérembridk korai féflésére
Kisérleteink célja az volt, hogy ék&nt tanulmanyozzuk a toxin kozvetlen hatasét az
osztodasi stadiumu, korai embriok &jésére a blasztociszta stadiumig. A vizsgalatokat
BDF1 egértbrzs embridin végeztik, amelyeket a TeRinhal kulonbdéd mértékben
szennyezett tapfolyadékban (9 kezelt és egy kdntsmport) tenyésztettiink 96 oOraig. Az
alkalmazott koncentraciok: 0,1, 0,5, 1,0, 1,25, 1,85, 2,0, 2,5 és 3 ng/ml T-2. Ezt k&iet



értékeltilk a blasztocisztak ardnyat az egyes chuliman, majd két kezelés esetében a
mitokondriumok mintazatat (sejten bellli elhelyed&sét), aktivitdsat, valamint a reaktiv
oxigén gyokok (ROS) mennyiségét.

A T-2 toxint nagyobb koncentraciéban tartalmazépostokban ¥1 ng/ml) szignifikansan
alacsonyabb fejdési arany mutatkozott. Emellett a 2,5 ng/ml taittima tdptalajba
helyezett zigotak fefidése mar a 2-sejtes stadiumban, a# 26 orat koveéien megrekedt.
Ennek oka valdsziteg a mikrotubulusok felépllésének gatlasa. A 2yBnh toxintartalmu
tapoldatban tenyésztett, kétsejtes stadiumban kedirembridk sejtjeiben a mitokondriumok
eloszlasa eltérést mutatott a kontroll csoporthézekt. A kontroll embriok blasztoméraiban a
mitokondriumok perinuklearis és perikortikalis eldedést mutattak, szemben a kezelt
embridkkal, amelyekben a mitokondriumok diffuzarybekedtek el a citoplazmaban. A 0,5
ng/ml tomeényséiy tapfolyadékban tenyésztett csoportban az aktigkaitdriumok és a ROS
mennyisége nem mutatott eltérést a kontroll csopedményedl.
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1.4. T-2 szennyezettség hatadsa egérembriok tegesére és a kromatin allomany
minéségére

A kisérletek soran 6 hetes, BDF1 szuperovulaltaésit egyedileg paroztatottostény
egerekBl nyertik a zig6takat, a parzas utan kb. 8-10 dramazigotakat a T-2 toxint
kulonbo® téménységben (kontroll; 0,5 ng/ml; 0,75 ng/ml;giml) tartalmazo tapfolyadékba
helyeztiik, majd 96 o¢raig tenyésztettik. Az in vitemyésztést kovéen a csoportokban
vizsgaltuk a blasztociszta stadiumu embriok argnya@iamint a kromatin allomany allapotat
(DAPI festés, Nikon A2 konfokdlis mikroszkop). Ambridkat 3 osztélyba soroltuk, annak
megfeleben, hogy a blasztomerek hany %-a tartalmaz mikgyviebenyezett nukleuszt
(Grade 1: 0%; Grade 2: <20%; Grade 3: >20%).

A 96 oras tenyésztést koven a kontroll csoportban 86,6%, a 0,5 ng/ml csdyaort83,5%,
0,75 ng/ml-ben 39,0%, 1 ng/ml-ben 29,6% atlagosantiszta aranyt talaltunk. A 0,75
ng/ml és 1 ng/ml toménységsoportok eredményei szignifikansan kilonboztek0(B5) a
kontroll, és a 0,5 ng/ml-es toxin koncentraciojopstokétol. A 0,5 ng/ml toxinkoncentracio
nem okozott szignifikans kulénbséget a kontroll pzst tovabbfejpdési eredményeihez
képest.

A kromatin allomany vizsgalata hasonl6é eredménytatait. A kontroll és a 0,5 ng/mi
csoportok embriéi az 1-es és 2-es osztalyba vadtaklhatok. A 0,75 ng/ml-es csoportban
megjelentek a 3-as osztalyl embriok, az 1 ng/ndsegportban ez a tendencia megmaradt €s
1. osztalyd embridkat nem talaltunk.

A LOAEL (lowest observed adverse effect level) etéaz in vitro tenyésztés eredményei
alapjan 0,75 ng/ml-ban hatdroztuk meg. Ezt az éttékkromatin allomany vizsgalata is
alatamasztotta.
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1.5. Eltéré idétartamu (96 és 24 6ra) T-2-expozicio hatdsa a blaszisztak minéségére

A szuperovulaltatott BDF1 astény egerekld nyert zigotakat a toxint kalonbéz
koncentraciéban tartalmazo (0,5 ng/ml, 0,75 ng/snl ég/ml) illetve toxinmentes (kontroll)
tapfolyadékba helyeztiik, 96 orara (TreatmentIBivk 72 déras toxinmentes kézegben téstéen
tenyésztést kovéen 24 érara (0,5 ng/ml: Tr05; 0,75 ng/ml: TrO7S:diml: Trl) (Treatment
I). 72 és 96 Ora elteltével vizsgaltuk a 8ejési allapotot, meghataroztuk a sejtszamot (SYBR
Green festés) valamint a féfési stadiumnak megfetel embribkban ellefriztik a
mikronukleuszt tartalmaz6 blasztomerek aranyat. fblogiai elemzeést végeztink a
blasztocisztakon és osztalyoztuk aszerint, hogylagztocol milyen kiterjedtség (korai,
expandalt vagy kibujt (hatched) stadium).

Sejtszam

A morfolégiailag megfelél embridk sejtszama 72 orat kodeh minden kezelt csoportban
szignifikansan elmaradt a kontroll csoport embdibi{0,5 ng/ml: 20+7,2; 0,75 ng/mi:
18,745,5; 1 ng/ml: 13,1+7,3; kontroll: 27,7+7,3).

A 96 Oras tenyésztést kdven a kontroll csoport blasztocisztdinak atlagossaéma 91,5
(x26,1) volt. A Treatment | blasztocisztainak atisggma (0,5 ng/ml: 46,3£19,1; 0,75 ng/ml:
57,9+24,7; 1 ng/ml: 27,8412,8) minden T-2-koncetittaesetében elmaradt a kontroll
embriokétol, ahogyan azt a Treatment Il blaszté@iban is tapasztaltuk (Tr05: 54,9+22,5;
TrO75: 67,7426,7; Trl: 54,7+38,7). A 24 Oras expaziesetén minden toxinkezelt
blasztociszta sejtszam magasabb volt, mint a 36 expozicio esetében (1. abra).
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1.4bra.Blasztocisztak sejtszamai az egyes kezelési ce@@part 96 0ras in vitro tenyésztést kdeet
(*)P<0,05, eltérés a kontroll csoporttdl; (#)P<0,0Bltérés a megfelékoncentraciok kozott.

A mikornukleuszt tartalmazé blasztomerek aranyareafment | csoportjaiban (0,5 ng/mil:
7,7% %4,7; 0,75 ng/ml: 7,5%%5,6; 1 ng/ml: 7,7%x41Bm kulénbozo6tt szignifikdnsan a



kontroll csoport embri6itdl (6,1%+2,9). A Treatmdhtmindharom csoportjaban azonban a
kontrollhoz és a Treatment | koncentracioihoz képemagasabb aranyt tapasztaltunk (Tr05:
19,4%+7,9; Tr075: 12,9%6,1; Trl: 8,9%+5,7), ami Ta05 és Tr075 csoportokban
szignifikansnak mutatkozott (2. abra).
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2. abra.Mikornukleuszt tartalmaz6 blasztomerek aranyaP€(),05, eltérés a kontroll csoporttdl;
(#)P<0,05, eltérés a megfedekoncentraciok kozott.

Blasztocdl expanzid

Az expandalt/hatched blasztocisztak aranya a kibbntsoportban 87,7% volt. Eit az
aranytodl szignifikAnsan kisebb mértékben voltalerjeezek a blasztocisztdk a Treatment |
mindharom csoportjaban (67,9, 58,6 €s 55%). A Tmeat Il csoportjai esetében azonban
nem taldltunk kilénbséget az expandalt/hatched ztdeisztak aranydban a kontroll
csoporthoz képest (3. abra).
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3. abra.Kulonboz fejlettség blasztocisztak aranya az egyes csoportokban. @)0%; eltérés a
kontroll csoporttdl; (#)P<0,05, eltérés a megfél&bncentraciok kdzott.

Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a T-2 emtidkifejtett hatdsa az expozicid
kezdetének fliggvényeben valtozott. A zigota koft@-vel szennyezett kbrnyezetben delfh
embriék kromatin allomanya a kontrollhoz hasonlondsédi, de a blasztoctl expanzid
lassabb volt. A tenyésztés utols6 24 odrajaban mkkabtt expanzié azonban magasabb
kromatin-térési ratat (mikornuklesuz aranyt) eredyezett, a blasztoctl expanziot viszont
nem befolyasolta. Mindemellett a sejtszam mindereks esetén alacsonyabb volt, mint a
kontroll csoportban.
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2. AT-2 és a FB1 egyuttes hatasanak vizsgalata

2.1. A T-2 és a FB1 mikotoxinok koncentraciotol ésxpozicios idtél fliggé citotoxikus
hatasa MTT tesztben vizsgalva, egészséges sertédsbszarmazé limfocitak
felhasznalaséaval

Kisérletiinkben a metil-tiazol-tetrazolium (MTT) z#sen az alabbi toxinkezeléseket
alkalmaztuk: 0,001; 0,01; 0,05; és 0,1 pM T-2, @; 30 és 100 uM FB1, valamint ezek
kombinacioja. Az in vitro inkubalas étartama 24 és 48 ora volt.

24 h-s inkubalast kovéen a T-2 és a FB1 6nmagaban, a legnagyobb koncentaa 55,9,
illetve 73,5%-0s életképesseget eredmeényezettvel@ koncentraciokat is figyelembe véve)
a T-2 toxin Iényegesen nagyobb toxicitasat. A latirt legnagyobb dézisanak egyittes
alkalmazasakor a sejtek életképessége 60,3%-o0sazdiz, a FB1 mérsékelte a T-2 toxin
hatasat. 48 h elteltével ugyanez a tendencia vetffigyelhet, a 24 és 48 h-s életképesség
k6zott nem volt szignifikans eltérés. A legkisebbzidok esetében ugyanakkor a 24 h-s
inkubalast koveten a T-2, FB1 és T-2+FB1 esetében 93, 91, illefA-8s életképességet
mertink. A két toxin esetében a 48 h-s inkubaaigrsfikansan kisebb életképességet
eredmeényezett a 24 h-hoz képest, mig egyuttes K&tdsFB1) nem okozott szignifikans
eltérést.

Vonatkoz6 publikacio:

Hafner, D., Horvatovich, K., Blochné Bodnar, ZsoMécs, M.: Single and combined cytotoxic
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2.2. Hosszantarté (21 nap), kombinalt T-2 és FB1 xmetetés hatasanak vizsgalata
nyulakban

Véalasztott, 35 napos Pannon fehér nyulakat 4 csloparsztottunk (n=12/csoport). A két
vizsgalt toxin (T-2 és FB1) 6nallé és egyuttes batdizsgaltuk. Az alkalmazott kezelések:
kontroll, 2 mg/tak.kg T-2, 10 mg/tak.kg FB1, T-ZFB1.

A T-2 toxin 6nmagaban és FBl-el kombinalva is dfikgnsan csokkentette a
takarmanyfelvételt (12, illetve 19%-al a T-2 ésH#IFB1 kezelésnél) és a testsulyt (9%-al a T-
2 és a T-2+FB1 csoportban is) a kontroll csoportezest.

A FB1 megndvelte a szérum 0Osszfehérje és albunmali@at, ez a hatas T-2-vel egyitt
alkalmazva nem érvényesilt. A fruktézamin és atkreakoncentracioé szintén nagyobb volt
a FB1-el kezelt csoportban a T-2 és a kontrollhigzonyitva, mindkét vizsgalt éghontban
(2. és 4. hét).
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azt a kontrollhoz és az FB1l-hez kepest a 2. hestem., hétre mindharom toxinnal kezelt
csoport kisebb értéket mutatott. Ugyanez a terniderdt tapasztalhatd a glutation peroxidaz
(GSHPX) esetében. A két toxin egyuttes expozigajgnifikansan nagyobb malondialdehid
(MDA) termelést okozott a 2. hétre, a masik 3 csthymz viszonyitva.

A két toxin ellentétes hatast idézetd @l vorosvérsejtek N&K* ATP-az aktivitasaban, a T-2
csokkentette, mig a FB1 novelte azt. A T-2 onalléarFB1l-el egyutt is névelte a mean cell
volume (MCYV) értékét. Mindkét toxin okozott szigkéns valtozast a vorosversejtek zsirsav-
Osszetételében.

A toxinkezelés megvaltoztatta a maj foszfolipidgknzsirsav-0sszetételét, csokkentette a
palmitoleinsav (C16:1 n7) aranyat. A két toxin kiHkilon csokkentette a mitokondriumok
foszfolipidjeiben a margarinsav (C17:0) aranyaty e a hatas a két toxin egyuttes adasakor
nem volt tapasztalhat6. Az egyszeresen telitattashk aranya a FB1 expozicid esetében volt
a legmagasabb. Az eredmények alapjan tgikt hogy mindkét toxin atjut a majsejt és azon
belil a mitokondrium membranon, szamottekarositd hatds nélkul, de kimutathatd
lipidperoxidaciot okozva.

A kulonbos kisérleti csoportokba tartoz6 allatok szerveinasgalata soran a csak T-2-vel,
a csak FB1-el, valamint a T-2+FB1-el kezelt allabgly részében a majbeli nagyobb epeutak
hamjanak megvastagodasat, helyenként tébbsorosasatdepeérsarjadzas jeleit, valamint
intersticialis fibrézist lehetett felismerni (4.rah. A vesékben a tubulusolékient az elvezét
csatornaszakaszok) hamsejtjeinek citoplazmajabakuoliaacié, az érintett tubulusok
Uregében levalt hamsejtek maradvanyai, a tubulksotti koétszovetben pedig fibrozis
latszott (5. abra). A felsorolt elvaltozasok gyakaga a T-2+FBl-el kezelt csoportban
magasabb volt, mint a csak T-2 toxinnal vagy FBXkestelt csoportokban. A T-2 toxinnal
kezelt &llatok 1épében a Malpighi-testekben enykigfiamfocita kitrilés (a Malpighi-test T-
es B-dependens zonainak enyhefokl megkeskenygdkselehetett felismerni.

¢ ’1, e »'g; ‘
4. abra.T-2+FB1-et tartalmazo6 5. abra.T-2+FBl-et tartalmazé
takarmannyal etetett nydl majaban a  takarmannyal etetett nyul veséjében a
kotsszovet megszaporodasa és az epeer  csatornacskak kozotti kiszovet
sarjadzas (H.E., 200x megszaporodasa (H.E., 40

A Kkisérleti allatoktdl vett véd limfocitakat izolaltunk és elvégeztik a comet ast a
toxinok okozta esetleges génkarosodas meghatarazéda ép sejtek (comet score: 0)
eléfordulasi gyakorisaga mindharom kezelt csoportédsat 32-38%-al kisebb volt (p<0,001)
volt, mint a kontroll csoportban. A két toxin egidg hatasa a T-2-h6z és a kontrollhoz képest
megnovelte az enyhe karosodas mértékét (score Idhdrom kezelés szignifikansan



megndvelte a sulyosabb foku karosodast (score 2}2A6nmagaban ételjesebb karosodast
eredményezett, mint a FB1 (score 3). A sulyosabbské@lasok (score 3 és 4) T-2 és T-2+FB1
hatasara kdvetkeztek be. A kombinalt kezelés é2 &dzo6tt nem volt szignifikans kilénbség

a kifejezettebb génkarosodas esetén (2-es, 3-4ag8score), ami arra utal, hogy a T-2 a FB1
jelenlétében nem toxikusabb a limfocitakra nézvketatoxin nem disiti egymas hatasat (6.
abra).

Az eredmények felhivjak a figyelmet a kevert toxakuatasok bonyolultsagara, hiszen a két
toxin interakcidja eltér volt a kilonbd#a vizsgalt paraméterek esetében: antagonista
(takarmany felvétel, testsuly, GSH, GSHPx, ATP-agivdas, genotoxicitas), illetve
szinergista/additiv (MDA, maj és vese elvaltozasok)

6. abra Az eltéd sulyossagu DNS elvaltozast

2007 jelzé comet score-ok eloszlasa a kontroll és a
m kezelt allatokban (O=nincs karosodas, 4=
a S sulyos foku karosodas) Az etiéndexek
1504 csoportok kozotti szignifikdns eltérést jeleznek
(P<0.001).

Frequency
=
T

50

Comet score

Vonatkoz6 publikaciok:

Szabd, A., Szabo6-Fodor, J., Fébel, H., RomvariKRvacs, M.: Individual and combined
haematotoxic effects of fumonisin B1 and T-2 myaatoin rabbits. Food and Chemical
Toxicology, 2014. 72. 257-264.

Szabo, A., Szabo-Fodor, J., Fébel, H., Mézes, Mya&s, M.: Oral administration of
fumonisin B and T-2 individually and in combination affectphgc total and mitochondrial

membrane lipid profile of rabbits. Acta PhysiologiHungarica, Kozlésre leadva 2015.
December 2.

Hafner, D., Szabd, A., D'Costa, L., Szabo6-Fodor, Tbrnyos, G., Blochné Bodnar Zs.,
Horvatovich, K., Baloghné Zandoki, E., Glavits, Rqvacs, M: Individual and combined
effects of subchronic exposure to two feed-borrmafusy mycotoxins, the fumonisin Bnd

T-2 toxin in weaned rabbits. Kdzleménykeélszités alatt, a kdzlés tervezett helye: World
Mycotoxin Journal

2.3. Fumonizin B1 és T-2 mikotoxinok egyuttes @lordulasanak hatasa egérembriok
korai fejl 6désérein vitro

A kisérletek soran 6 hetes, BDF1 szuperovulaltaéstt egyedileg paroztatottostény
egerekBl nyertik a zigétakat, a parzas utan kb. 8-10 dré&azigétakat ekvilibraltatott
tapfolyadékba (Cleavage Medium, Cook Medical, RdskiDenmark) helyeztik, amelyek a



FB1 kilonbdd koncentracidit, alacsony doézisu T-2-t vagy a keéxirt kombinacibjat
tartalmazta, az 1. tablazat szerint. Az embriéadiig tenyésztettik.

Az in vitro tenyésztést kovéen minden kezelési csoportban megvizsgaltuk a toleisztak
aranyat (fejpdési rata). Ezt kovéen osztalyoztuk a morfologiailag megféledmbridkat a
blasztocol-expanzio mértéke szerint (,Early”: kerd@ mid blasztocisztak; ,Late”: expandalt
és kibujt blaszocisztak) (Saiz és Plusa, 2013). éfohdgiai vizsgalatok utan SYBR14
festéssel (Life Technologies, USA) eligiztik a sejtszamot valamint a mikronukleuszt
tartalmazo blasztomerek aranyat.

1. tAblazat. A kisérletben alkalmazott tapfolyadétisszetétele

Csoportnév (n) Toxin Toxinkoncentracié (ng/ml)
kontroll (n=140) - 0
T-2 (n=108) T-2 0,5
A (n=99) FB1 1
B (n=107) FB1 2
C (n=90) FB1 10
TA (n=128) T-2 + FB1 05+1
TB (n=137) T-2 + FB1 05+2
TC (n=202) T-2 + FB1 0,5+ 10

Fejlodési potencial és blasztocdl expanzio

A 96 odras tenyésztést koven a FB1 (A:78,8%; B:86%; C:86,7%) és T-2-kezeR,880)

embridk fejbdési stadiuma nem kulonbozott a kontroll csoportbreditol (86,4%). A

kombinalt kezelések esetén azonban minden csopofi#74,4%; TB:33,6%; TC: 22,8%)
szignifikans csOkkenést tapasztaltunk mind a kdintroind pedig a megfelél FB1-kezelt

csoportokhoz képest (7. bra).
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7. abra.Blasztocisztak aranya az egyes kezelési csopamaofdor.fejl.st.% = korabbi fefldési
stadiumok %-os aranya). (*)P<0,001, eltérés a koltcsoporttdl; (#)P<0,001, eltérés a megfélel
FB1 kezelést (A vs. TA,Bvs. TB és C vs. TC).

A toxinkezelt csoportok mindegyikében csokkent agpamdalt és kibujt blasztocisztak
(,Late” blasztocisztak) aranya a kontroll csopoh@pest (83,6%). Ez a csdokkenés a T-2 és
1 ng/ml FB1 kezelés esetén nem volt szignifikarnsq6lletve 72,8%), szemben a magasabb
FB1 és a kombinalt kezelésekkel (B:66,2%; C:61,7%;25%). A TB és TC csoportok
esetén a blasztocisztak mindegyike a korai faziaokbkedt (TB és TC: 0%).

Sejtszam és mikronukleusz-rata
A blasztocisztak sejtszamat ilbein minden kezelt csoportban eltérést tapasztakkdntroll
(85,9+3,3) embridokhoz képest. Az eltérés a T-2348,3), C (61,3+5,1), TA (49,3+£7,5), TB



(44,6+3,9) és TC (44,6%4,9) csoportok esetében smignifikdns. A kombinalt kezelések
esetén mindegyik csoportban alacsonyabb sejtszaaqmsztaltunk a megfetel FB1
kezelésekhez képest. Szignifikdns eltérés azonbak a B-TB kezeléspar esetében volt
kimutathato (69,5+5,6 vs. 44,6+3,9) (8. abra).
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8. abra.A blasztocisztak sejtszadmai az egyes csoportokh@x0,001, eltérés a kontroll csoporttdl;
(#)P<0,001, eltérés a megfedeFrB1 kezelést (A vs. TA, Bvs. TB és C vs. TC).

A mikronukleuszt tartalmaz6 blasztomerek aranydbham mutatkozott kilénbség sem a
kontroll csoporthoz (8,9+0,7%) képest, sem pedkgzelésparokon belidl (A vs. TA:5,1+1%
vs. 6+0,8%; B vs. TB: 6,5+0,8% vs. 6,8+1,9%; CTE: 5,3+1% vs. 8,9+1,1%).

Eredményeinktl kiderilt, hogy a két toxin, az altalunk vizsgéthincentraciékban, kulon-
kulon nem befolyasolja a féflési ratat, egyuttesabrdulasuk mégis jeletisen cstkkenti a
blasztociszta stadium elérésének esélyét. A bleisztdkat megvizsgalva kidertlt, hogy az
expandalt és kibujt blasztocisztak aranya mindeimikezelt csoportban elmarad a kontroll
csoport érteked, vagy teljesen mértékben hianyzik (TB és TC csty). Az egérben az
implantacios ablak (az azdsizak, ami alatt az embrionak lebstge van a beagyazodasra)
kevesebb, mint 24 o6ra. Ha ebben afsihkban a blasztociszta a korai stadiumok
valamelyikében van, az a beagyazodas sikertelensggpiményezheti.

Az embridok sejtszama altalanosan elfogadott értéljméaz embrid mifségének,
viabilitasanak. Jelen kisérletiinkben csokkent =z@jet talaltunk minden toxin-kezelt
csoportban, a kontroll embriokhoz képest. A cstkkenbar nem szignifikdnsan, de
megfigyelhed volt az egyes FB1-kombinalt kezelésparok kdzatt A mikronukleuszok a
blasztomerekben kromatin sérilést jeleznek, anuisarddasi orso diszfunkcibjara, az S fazis
zavaraira €s végssoron a beagyazodas elmaradasara/zavarara utdleatletiinkben nem
talaltunk kulénbséget a toxin-kezelt embridékbaroatkoll csoport embridihoz képest.
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3. Kroénikus, alacsony dozisu, multitoxikus hatas (DON, ZEA, FB1) vizsgalata
baknyulakban

A Kkisérletben harom, a leggyakrabban szenfiy€zsarium toxin hatasat vizsgaltuk
baknyulakban. A 65 napig tarté toxinexpozicio az latiarertékekhez (2006/576/EC) kozeli,
alacsony volt. Az alkalmazott kezelések: kontril] {oxin-mentes), F (5 mg/kg RB DZ (1
mg/kg DON + 0.25 mg/kg ZEA), FDZ (5 mg/kg FB 1 mg/kg DON + 0.25 mg/kg ZEA)
(n=15/csoport).

Mindharom mikotoxin enyhe lipidperoxidaciot indukéGSH, GSHPx, konjugalt diének és
trienek mérési eredményei alapjan).

A toxinok negativ hatasa a legkifejezettebben gp@zalasbioldgiai mutatokban nyilvanult
meg. Az ebrehaladd mozgast mutatd spermiumok motilitasa 80F®BO%-ra (P<0.05)
csokkent az FZD csoportban. A DZ kezelés a kortoallképest csokkentette (P<0.05) a
termelés kisebb mértékrolt az FZD allatokban, a masik harom kezeléshezonyitva.

A here szovettani vizsgélata azt mutatta, hogy,d24és FDZ éllatokban 43, 31, illetve 64
%-al csokkent a spermiogenezis intenzitasa a kitmbo képest. Ezt a differencialt sejtek
csokkent szdma, a csirahdm elvékonyodasa jeleetgemként a csirahamsejtek mitézisanak
ill. meidzisanak a zavarat jélabbbmagvu oriassejtek is felismersietvoltak, sulyos esetben
a spermiogenezis féfiési formainak cstkkenése, ill. hianya valameneyebsatornacskaban
szembdiné volt és egyes csatornacskakban a spermiogeneziwiuldsi sejtjei, a
spermatogéniumok is hianyoztak.

A frissen vet onddmintakbdl izolalt spermiumokkalvégeztik a comet assay-t. Az
alkalmazott mikotoxinok enyhe génkarositod hatasétiatta a teszt, mivel szinte alig voltsr
karosodast jelz 3-as és 4-es comet értiekejt. Az egészséges sejtek aranya az F csoportban
98%-al, mig a ZD és FZD kezelések hatasara 88%éMkent (P<0,001). Az 1-es score-ba
tartozd sejtek aranya az alabbiak szerint alakuf30%, a toxinnal kezelt csoportokban: 75-
81% (P<0,001). A kontroll allatok spermiumai kdzogm talaltunk 2-es comet értékejtet,
mig a toxinnal kezelt csoportokban ezek aranyald €sbportban 10%, a F és ZD allatokban
pedig 19, illetve 16% volt (P<0,001). Ez esethdrB4 és a masik kdtusariumtoxin (ZEA

e€s DON) egyuttes expozicioja csOkkentette a kadsatertékét, antagonista hatast jelezve.
Az interakcid jellege jelen esetben is valtozékammjt: additiv a spermiogenezis és a sejt
morfologia esetében, szinergista a tesztosztenonetésre, mig a FB1 antagonista hatast
fejtett ki a DON+ZEA-ra a genotoxicitasban.
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Megjegyzeés az elvégzett munkahoz

A pélyazatban beadott munkatervben vallaltakhoz&ggismérték eltérés tortént: valtozott

a vizsgalt mikotoxinok kore. A jelentés bevégében hivatkozott Grenier és Oswald (2011)
tanulmany felhivta a figyelmet arra, hog¥asariumtoxinok alacsony dozisu egyuttes hatdsa
nagyon keveésse vizsgalt, sok, hianypoétlo eredmefikseges ezek dozis és/vagyfichgd
interakciéjanak megismeréséhez. Ezért vizsgaldbaimk ezekre a mikotoxinokra és
kombinacioikra fékuszaltunk, a tervezgteltéroen nem veégeztink kisérleteket az ochratoxin-
A hatasara.

2013. november 8.-4n hosszabbitasi kérelmet ad@arkdove a projekt végshataridejének
egy évvel tortéé kitolasat, azaz a futamicegy évvel valo meghosszabbitasat. Az élgben

a munkatervben foglaltaknak maximélisan elegetinétt 2013-ban a Kaposvari Egyetem
Allattudomanyi Kara atalakult, szeptember d.-tij névvel és szerkezeti struktiraban
mikodik. Mint az Gjonnan alakult intézetek kozll agyi® megbizott vezéfe, ) tanszék
létrehozasaval és az intézeti struktira kialakit@isgelents idst és energiat kellett
forditanom szervezési feladatokra, ami sajnosélkeites munka rovasara is ment.

Tovabbi lassitd téenyézvolt az is, hogy a mikotoxinok génkarositdé hatagawizsgalataban
alkalmazott comet assay-hez Uj szoftvert vasarkl{@omet Assay V), amelynek adaptalasa
és gyakorlati alkalmazasa 6td igényelt. A hosszabbitasi kérelminket az OTKAd&o
jovahagyta (EIK-6919/2013.11.14-i engedély). 20&#-lbovabbi kését jelentett a publikalas
terén az, hogy nem tervezetten Gjként adaptaltlinfocitakra kidolgozott comet assay-t
spermiumok vizsgélatara.

A jelen projekt keretében megjelent és varhatéagjete® tudoméanyos kézlemények szama:
- megjelent: 5 nemzetkozi (2 IF-0s), 1 hazai ideggelvi (IF-0s), 1 magyar (IF-0s)
- elbirdlas alatt &ll: 2 nemzetkdzi (IF-0s), 1 hadagen nyeli (IF-0s)
- kozlésre alkészitett: 2 nemzetkdzi (IF-0s), 1 hazai idegenwiy@F-os)
A tudomanyos kozlemények mellett szamos hazai éwe#ozi forumon jelentek meg az
eredmények éhdas, vagy poszter formajaban.

Kdoltségtervben torténtek modositasok, ezékéht az egyéb koltségek és a beruhazas
kategoriat érintették. A moddositasok a munkat élmnem befolyasoltak, bizonyos
esetekben lehété tették a tervezettnél korabban amortizalédateidd eszk6zok (pl. mérleg,
inkubator) cseréjét, ami a munka szempontjaboldgnyolt.

Szemeélyi valtozas nem tortént, ugyanaz a kutat@ilag@olgozott a projektben. Néegy PhD
hallgatd munkéaja kapcsolodik a projekthez: Sorbdkence (SZIE AOK — KE kozos
témavezetés), Rajli Veronika (KE - SZIE AOK koz@sntvezetés), Hafner Déra (KE) és
Mariam Kachlek (KE).

Kaposvar, 2016. januar 28.



