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1. BEVEZETES

Az utobbi évtizedekben vilagszerte jelent6sen ndvekedett a gyogyszer- €s
vegyszeriparban hasznalt kiilonb6z6 potencidlisan teratogén tulajdonsagi vegyiiletek,
hatéanyagok szama. Munkdmban az ilyen tulajdonsadggal is bir6 két hatdanyag, a

szulfametoxazol és a ketoprofen, €16 szervezetben kifejtett karos hatasat vizsgaltuk.

A teratogenitési vizsgélatok révid multra tekintenek vissza. Az 1957-1961 kozott
forgalmazott, a terhes nbék reggeli rosszullétet csillapitd szer (Contergan: S-thalidomid)
varatlan teratogén hatasa terelte a tudomanyt a torzképz6 hatasok alapos tanulmanyozasanak
iranyaba. A csaladi tragédiakhoz vezetd botrany oOta kotelezé a gerinctelen (porgekartak) és
gerinces allatokon (halak, kétéltiiek, nyal, patkany, majom) elvégzett teratogenitasi kisérletek
Kivitelezése (Cook - Fairweather, 1968). A 3R-szabaly (Replacement=helyettesités,
Reduction=csokkentés, Refinement=finomitas) térhoditasaval el6térbe keriilt a gerinces
allatokon végzendd vizsgélatok kivaltdsa alacsonyabb rendli modellrendszerekkel és
alternativ modszerekkel. Napjainkban igy jut szerephez az afrikai karmosbéka (Xenopus
laevis), mint egy idealis tesztallat. A munkdmban bemutatott kisérleteket a zebradanio
(Brachydanio rerio) larvakon is elvégeztik, de ezeket az eredményeket késébb szandékozzuk
kdzbIni egy publikécioban.

A Briinni Allatorvos-tudomanyi és Gyogyszerészeti Egyetem Kozegészségigyi és
Toxikologiai Intézetének laborprofiljaban szereplé oko- €s klinikotoxikoldgiai vizsgalatok
része volt a tovabbiakban targyalt Kisérlet. Az intézetben toltétt nyari dnkéntes kutatoi munka
soran dontéttem gy, hogy az itt leirt kisérletet a TDK munkam témajaul valasztom.

Kdnnyen belathato, hogy a sikeres teszt- és kisérleti eredmények birtokéban a cimben
megjeldlt hatéanyagok hasznalata biztonsagosabb és hatékonyabb lesz a gyogyaszatban, és
reméljuk, hogy eredményeink hozzajarulnak akar az élelmiszerbiztonsag kérdeseihez is.



2. IRODALMI OSSZEFOGLALO

2.1. A toxikolégia modszertananak irodalma

2.1.1. Biztonsagos gyogyszerek kutatasa

A gybgyszer- és vegyipar altal eléallitott anyagok biztonsagat, illetve azok teratogén
hatasanak kutatasat mar a mult szazadban elkezdték. A gyogyszerbiztonsag és a hatdanyagok
teratogenitast okoz6 potencialjanak fogalmaival mar az 1930-as években is foglalkoztak,
amikor a vemhes sertések A-vitamin hianyos diéta okozta ellés utani magzati fejlédési
rendellenességeket irtak le (Sommer, 2008).

Az 1957-1961 kozott forgalmazott, terhes anyak reggeli rosszullétét csillapitd szer
(Contergan: S-thalidomid) okozta botrany utan egyértelmiivé valt a gydgyszerek lehetséges
teratogén hatasanak vizsgalata és azok kikliszobolése.

A méhen beliili, madaraknal és hiilldknél a tojason beliili embrionalis fejlédés soran a
magzat nagyon érzékeny a kornyezeti hatasokra. Nemcsak a magzat genotipusa, a hatéanyag
dozisa befolyasol(hat)ja az egyes hatéanyagok teratogenitasanak kialakulasat, hanem a
teratogén anyag szervezeten beliili metabolizmusa és a fejlddési stadium érzékenysége is
(Wilson, 1973; Finnell, 1999). A gydgyszerek hatdéanyagainak teratogenitast okozé hatésa
megelézhetd, ha ismert a teratogenitast kifejté dozis, annak aktivitdsa €s interakcidja a
szervezettel. Ezeknek az adatoknak a birtokdban a gyogyszerek és egyéb kémiai anyagok a
jelenben és a jovoben is nagyobb biztonsaggal hasznalhatok.

Az 0Okotoxikologia a Kisérletek egységesitésén keresztil probaja biztositani a
biztonsdgos gydgyszerek kutatasat és a fajok milli6i szdmara a megfeleld védelmet és
életkorilményeket. Az 6kotoxikoldgiai hatdsokat kivétel nélkil minden anyagra ismerni kell,
mert azok a taplaléklancon keresztiil eljuthatnak a magasabbrendii allatokig, s végsé sorban az

emberig is a kulturnévények és a vizhaldzat kozvetitésével (Kiss - Varnagy, 1997).

2.1.2. Okotoxikoldgia, kisérleti- és tesztallatok

A kornyezetvédelmi torekvesek az elmult 30-40 évben el6térbe helyezték a kornyezet
¢lo vilaganak védelmét, elsdsorban a vegyi (gyogyszerek, haztartasban €s az iparban hasznalt
vegyszerek, peszticidek) terheléssel szemben. Az élévilag egészségvédelmét a vegyi anyagok
alkalmazésanak visszaszoritasaval fokozhatjuk, ezaltal csokkentjik a toxikoldgiai, mérgezési
veszélyt. Méasrészt széles korben alkalmazzuk azokat a kornyezet-toxikoldgiai vizsgélatokat,



amelyek segitségével modellezhetok, megismerhetdk a kornyezet ¢€l6 szervezeteiben
mutatkozd toxikus hatdsok. Ezen informacidk alapjan kidolgozhatok azok a megel6zési,
elharitasi szabalyok, amelyek kornyezet-egészségiigyi szempontbol a hatékony megel6zést
szolgaljak. A haziallatokon ilyen jelleggel elvégzett tesztek a gydgyszernek szant vegyiletek
torzskonyvezési eljarasaban sziikségesek, valamint a kornyezetbe keriild veszélyes vegyi

anyagok toxikus hatasait hivatottak feltarni (Kiss - VVarnagy, 1997).

2.2. Az afrikai karmosbéka (Xenopus laevis) irodalma

2.2.1. A tudoméanyban elfoglalt helye

Az afrikai karmosbékat az 1930-as évek elejét6l szamos tudomanyos Kisérletben
alkalmaztak, mint idealis modellallatot (Cannatella - deS& 1993; Bantle - Rand 1995). Elészor
human vonalon, a terhesség megallapitasara (Hogben-teszt) hasznaltak (Crew, 1939;
Landgrebe, 1939), majd Nieuwkoop (1961) az egyedfejlodés egyes stadiumait tanulmanyozta
rajta. Az afrikai karmosbékat mas jellegli kisérletekben is alkalmazzak az emldsmodell
helyettesitésére. Ilyen a pajzsmirigy funkcidjanak vizsgalata kiilonboz6 vegyiiletek hatasara
(U.S. Environmental Protection Agency, 1998). Manapsag az embrioldgiai és gydgyszer-

artalmassagi vizsgalatok nélkulozhetetlen és megbizhato allatmodellje.

2.2.2. Elonyok és hatranyok

Az afrikai karmosbéka fejlédésérdl, szaporitasarol és metamorfozisardl béséges
irodalmi adat all rendelkezésiinkre. Tartasa egyszert, laboratoriumi koriilmények kozott is
kivitelezhetd, ezért vilagszerte elterjedt modellallat. Szaporitdsa évszaktol fliggetlen, genomja
ismert. Egyszerre sok utddot hoz létre, ezért a kisérletekhez és mérésekhez megfelelé szamu
egyed all rendelkezésiinkre. Tovabbi elénye, hogy az emlésdkkel, a madarakkal és a hullokkel
ellentétben az embridi a szabadban fejlédnek, igy megfigyelhet6ek.

Az afrikai karmosbéka, mint kisérleti allatmodell hatranyai k6zé sorolhaté a hosszi (12-24

hénap) szaporodasi intervallum és a bar ismert, de oligotetraploid genom (Vr$kova, 2005).

2.2.3. Elterjedés és élettér

Az afrikai karmosbéka (Xenopus laevis) a kétéltiiek (Amphibia) osztalyaba, ezen beliil
a békék (Anura) rendjébe és a pipabékafélék (Pipidae) csaladjaba tartoz6 faj. Természetes
¢léhelye Dél- és Kdzép-Afrikaban van (Gurdon - Hopwood, 2000). A tudomanyos kisérle-
tekben val6 felhasznalasuk miatt az egyedeit az 1930-as és az 1960-as években szallitottak



Europaba és Eszak-Amerikaba. Jelenleg Chilében, Franciaorszagban, Indonéziaban,
Olaszorszagban (Szicilia), Portugalidban, Nagy-Britannidban és az Amerikai Egyesult
Allamokban élnek populacioi (Nieuwkoop - Faber, 1994). A faj kimondottan vizi él51ény,
csupan a kényszeritett migracio esetén hagyja el a vizi kdrnyezetet. A z6ld algaval boritott,
buja vegetacioju alldvizeket kedveli leginkabb (Garvey, 2000). Nagyon jél alkalmazkodik a
kornyezetéhez, a pH széles spektrumat és a 15-26 °C-ig terjedé homérsékleti ingadozasokat

jol tiri.

2.2.4. Kiilso megjelenés

Az afrikai karmosbéka tokéletesen alkalmazkodott a vizi életmodhoz. Teste
dorsoventralisan lapitott, feje lapos, €k alakil. A hats6 végtagjai erésen izmoltak, az ujjak
UszOhéartyaval vannak Osszekdtve. Testét finom bér fedi, mely apro zoldes-barna foltokkal
pigmentalt. Ez a faj a tudomanyos nevét a hatulso végtagjainak elsé harom ujjan talalhat6
hegyes, fekete karmokrol kapta, melyek a taplalék szakitasaban jatszanak szerepet.

Az ivari dimorfizmus nagyon kifejezett. A ndstény a himnél nagyobb, altalaban 10-15 cm
hosszU, és a kloaka nyilasa korl rézsa alakd képlet talalhaté (1. kép). A him kisebb, 5-10 cm
hosszusagot ér el, mellsd végtagjainak ujjain beliilrdl a bor megvastagodott, sotét, amely a

parzas id6szakaban megfeketedik (2. kép).

2.2.5. Laboratoriumi tartasmod

A felnétt egyedeket a Brinni Allatorvos-tudomanyi és Gyogyszerészeti Egyetem
Kdzegészségligyi és Toxikologiai Intézetének Aallathdzaban, parokban (egy him és egy
ndstény) vagy nemtdl fiiggetleniil csoportosan tartottuk (3-4 egyed). Elhelyezésik FETAX-
oldattal felt6ltott, 25 literes tartalyokban tortént, a viz hémérséklete 2343 °C volt. Az el6iras
szerint 12 6ras megvilagitast alkalmaztunk. Az allatok etetése hetente harom alkalommal
apréra vagott marhamajjal tortént.

2.3. A szulfametoxazol irodalma

A szulfametoxazol a szulfonamidok csoportjaba tartozd szintetikus, bakteriosztatikus
vegyulet. A szulfonamidok a legrégebb 6ta hasznalt kemoterapeutikumok. Az els6 hatasos
szulfonamidot a német Bayer cég mutatta be 1932-ben, Prontosil fantazianév alatt. A német
cég sikerét Gerhard Domagknak, német bakterioldgusnak kdszonheti. A Prontosil volt az els6

szintetikus gyogyszer, amely a Streptococcus fajok okozta fert6zéseket, a gyermekagyi lazat



1. kép: Afrikai karmosbéka (Xenopus laevis), néstény.

2. kép: Afrikai karmosbéka (Xenopus laevis), him.




klzdotte le, és az Erysipelothrix rhusiopatiae ellen is hatékony volt. Ugyanakkor a gydgyszer
csak az él6 szervezetben fejtette ki a hatasait, in vitro hatastalannak bizonyult. Azt, hogy a
szulfonamidok az él6 szervezetben metabolizalodnak, €s az inaktiv szines forma egy kisebb,
szintelen, aktiv formava, szulfanilamidda alakul at, a Pasteur Intézet kutaté csoportja fedezte
fel és bizonyitotta. A penicillin feltalalasa (1928) el6tt és a masodik vilaghabora évei alatt az
elsdsegélyladak egyik nélkiilozhetetlen tartozéka volt a szulfonamidok aktiv metabolitja, a
szulfanilamid, tabletta és por formajaban. Mindennemti fert6zések gyors ¢€s sikeres kezelésére
hasznaltak (Guthrie, 1958).

Manapsag és az elmult 6tven évben, széles kdrben alkalmazzak a szulfonamidok
csoportjat gazdasagi haszonallatok és kedvtelésbdl tartott allataink kezelésére. A
szulfonamidok olcsé ¢és konnyen hozzaférhetd kemoterapeutikumok. Széles spektrumu
bakteriosztatikus vegylletek, a Gram-pozitiv és a Gram-negativ aerob és anaerob
baktériumok ellen egyarant hatékonyak, a kokcidiumok és a Toxoplasma fajok okozta
megbetegedések kezelésekor is alkalmazzak. Sikeriiket a jol ismert hatasmechanizmusuknak
kdszonhetik; kompetitiv médon gatoljak a PABA kapcsolddasat a dihidropteroat-szintetaz
enzimhez. Igy megakadalyozzak a PABA beépiilését a folsavba.

A szulfonamidokat a baktericid hatds, a csokkent rezisztencia es a szélesebb
antibakterialis és antiprotozoas spektrum elérése érdekében 2,4-diaminopirimidinekkel
kombinaljak. Az egyiittes baktericid hatas ugy érhet6 el, hogy a 2,4-diaminopirimidinek a
folsavszintézis egy masik Iépését gatoljak; a dihidro-folsav-reduktdz enzimhez kapcsolodva
megakadalyozzak a dihidrofolsav atalakulésat tetrahidrofolsavva (Adams et al., 1995).

A baktériumok elleni védekezés ily formaja nagyon hatékony, mert a baktériumok

onmaguk termelik a folsavat, mig az emldssejtek a kiilvilagbol veszik fel azt.

2.4. A ketoprofen irodalma

A ketoprofen a nem szteroid gyulladascsokkentOk, azon beliil az arilpropionsav-
szarmazékok csoportjaba tartozik. A ketoprofen nem szelektiv COX-gétld, a ciklooxigenaz-1
(COX-1) és a ciklooxigendz-2 (COX-2) izoenzimeket egyarant gatolja, igy
gyulladascsokkentd, fajdalom- és lazcsillapitd hatassal rendelkezik. A ciklooxigendz enzim az
arachidonsav metabolizmuséaért felelds, amelybdl prosztaglandinok, prosztaciklinek és
thromboxéanok keletkeznek. A hizdsejtekbdl felszabaduld prosztaglandinok olyan lipidek,
amelyek vasodilatatiot okozhatnak, és felelések a laz és fajdalom kialakulasaért. A 14z

Kialakulasaért a prosztaglandin-E2 megnovekedett szintje felelés, amely a termoregulacio



kdzpontjat, a hipotalamuszt serkenti. A ciklooxigenaz enzim gatlasa miatt a prosztaglandin-
E2 szintje és igy a hipotalamuszra kifejtett serkent6 hatasa csokken (Boynton et al., 1988).

A ketoprofent a human gyogyaszatban a reumas arthritis kezelésére alkalmazzak,
bizonyitottan hatékony, akar csak az acetil-szalicilsav, a naproxen, az indomethacin, az
ibuprofen, a diklofenak és a piroxicam (Avouac - Teule 1988). Az allatgydgyaszatban izmok
és inak gyulladasanak kezelésére alkalmazzéak leggyakrabban, az ismertebb kezelt kdrképek
kozé tartozik a Varicella zoster virus okozta ,post-herpetic” neuralgia (herpesz utani
idegbantalom), a nervus ischiadicus gyulladasa és a fajdalommal jar6 ideggyulladasok
tobbsége. Megjegyzendd, hogy a ketoprofen kedvez6 hatasai mellett szamos
emésztoszervrendszeri problémakat okoz azoknal a pacienseknél, akik gyakran hasznaljak
(Gabriel et al., 1991).

2.5. A teratogén hatdéanyagok irodalma

Az altalunk vizsgalt szulfametoxazolon és ketoprofenen kiviil még szamos hatdanyag
rendelkezik bizonyitott teratogén hatassal. Ezek kozé tartoznak az allatorvoslasban is napi
rutinnal hasznalt kemoterapeutikumok, a kaptopril, enalapril, methotrexat, penicillamin és a
tetraciklinek (Bracken - Holford, 1981). Ezek a hat6éanyagok meghatarozott kériilmények
kdzott nem okoznak teratogén elvaltozasokat, de a magas dozis, illetve a kezelt beteg
érzékenysége, genetika hajlama a teratogén potenciallal bir6 hatoanyagok kifejez0dését segiti

elo.

2.5.1. A szulfametoxazol toxicitasanak irodalma

A szulfametoxazol halakra Kkifejtett mutagén és genotoxikus hatasat szamos
kisérletben bizonyitottak. Figyelemre mélt6 az olasz kutatok korében végzett vizsgalatok sora.
Isidori et al. (2005) hat antibiotikum (eritromicin, oxitetraciklin, szulfametoxazol, ofloxacin,
linkomicin és klaritromicin) vizi kdrnyezetben kifejtett 6kotoxikologiai hatasat ellenérizték
baktériumokon, algékon, pérgekarGakon és halakon. A vizsgalt anyagok egyike volt a
szulfametoxazol (1-100 mg/l-es koncentracidkban) is, amelynek mutagén tulajdonsagat
igazoltdk. Eredményeik alapjan arra kovetkeztettek, hogy a vizsgalt antibiotikumok, tehat a
szulfametoxazol is, ké&ros hatassal birnak a vizi kornyezetben ¢é16 allatokra. A halakon,
kiléndsen a zebradanién (Brachydanio rerio) végzett toxicitasi Kisérletek nagyon
megbizhatbak, ezt tAmasztja ala a 2011 szeptemberében publikalt portugal kisérlet. Madureira
et al. (2011) a Dour-foly6ban felhalmoz6dd xenobiotikumok zebradanio-embridkra Kifejtett

hatdsdt vizsgéaltdk. Az embridkat a természetes kornyezetben is el6forduld



gyogyszerhatdanyagok keverékével kezelték, amely szulfametoxazolt is tartalmazott. Az
eredmények alapjan elmondhat6, hogy a keverék, igy a szulfametoxazol is, gerincvel6i
deformitasokat, szikmirigy-6démat és a farok ndvekedésbeli csokkenését (3208+145 um-rél
3130+126 pum-re) okozta. A hasznalt keverék nem befolyasolta a mortalitast és a kelési aranyt
sem. Az eredményekbdl arra kovetkeztettek, hogy a keverék veszélyt jelent a vadon €16
¢lélényekre, allatokra. Tovabbi kisérleteket is végeztek zebradanié-larvakon, amelyekkel a
szulfametoxazol pajzsmirigymiikodésre kifejtett karositdé folyamatat igazoltak (Thienpont et
al., 2011). Ezt a hatast mar kordbban is vizsgaltdk Sprague-Dawley patkanyokon, és arra a
megallapitasra jutottak, hogy a szulfametoxazol a pajzsmirigy allomanyanak ndvekedését,
follikularis hyperplasiajat okozta (Cohen et al., 1980). Ugyanezt a megallapitast
alatdmasztotta kisérletében Swarm et al. (1973) is. Nemcsak CD patkanyokkal, hanem rhesus
makakokkal (Macaca mulatta) is szulfametoxazol-tartalma tapot etetett kiilonbozo
koncentraciokban. A patkanyokkal ellentétben, a majmokndl nem volt kimutathatd a
hatéanyag é&ltal okozott pajzsmirigy hyperplasia. Ugyanerre a megallapitasra jutottak
Takayama et al. 1986-ban.

A szulfametoxazol a felszini vizekben ng/l nagysagrendben talalhatd, jelenlétét az
ivovizekben is kimutattak. A viz dzonnal torténd fertStlenitésével karos hatasa csokkenthetd.
Az O6zon az egyilk legerG6sebb oxidalo- ¢és fertdtlenitdszer, ami a vizben 1évo
mikroorganizmusoktdl fiiggéen 600-3000-szer hatékonyabb, mint a klér. Az oxidalasi
folyamatok soran keletkez0 termékek (alkoholok, nitratok és fdleg szulfanilamidok) €16
sejtekre kifejtett hatasat Yargeau et al. (2008 ) vizsgaltak. Az eredményekbdl levonhatd, hogy
az 6zonnal torténd fertdtlenités soran keletkezd degradacios termékek nem jelentenek veszélyt
az €16 sejt szamara.

Patkanyokon vegzett kisérletekben kimutattak, hogy a szulfametoxazol idioszinkrézias
reakcidt okozhat. A kialakuld hiperszenzitivitas azzal magyarazhat6, hogy a szervezetben a
bioaktivacid és az azt kovetd oxidacié nitrozo-szulfametoxazol (SMX-NO) képzodését
eredményezi. A szervezet SMX-NO dependens 1gG molekulakkal reagal a képz6désére, ami
tulérzékenységi reakcid kialakulasahoz vezet (Gill et al., 1997).

A felsorolt €és roviden vazolt kutatéi munkakbol kitlinik, hogy a szulfametoxazol
toxikologiai hatasat tulnyomé tobbségben halakon és emlésokon végezték. A madarakon
veégzett kisérletekb6l nem taldltunk emlitésre mélté példat. A szakirodalom kevés
eredménnyel és informéacidval rendelkezik a kétéltiicken végzett kisérletekrol, igy az altalunk

leirt megfigyelések, eredmények jo alapot jelentenek a tudomanyos értekezések szdmara.
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2.5.2. A ketoprofen toxicitasanak irodalma

A ketoprofen toxikus hatasat leginkabb madarakon végzett kisérletek igazoljak. Awan
et al. (2011) a véletlenszeriien csoportokba osztott csirkéknek ketoprofent adagoltak 5 mg/ttkg
mennyiségben intramuscularisan. Publikalt adataikbol kovetkezik, hogy a ketoprofen nem
karos a csirke vesére. Megfigyeléseiket mar MacAllister et al. (1993) korabban leirtak,
miszerint ez a vegyllet nem okoz szdvetkarositd hatéast a vesében. Ezzel ellentétben Naidoo et
al. (2010) szerint a ketoprofen a vese tubulushdm-sejtjeinek karosodasat idézi el6. Tovabbi
tanulmanyok alapjan a ketoprofen nem okoz gyomor- és veseproblémakat. Azonban Swinkels
et al. (1994), Garcia (1998) és Alarcon et al. (2002) gyomorvérzés és/vagy gyomorperforacio
kialakulasanak lehetGségére hivtak fel a figyelmet. A csirkék santasaganak a ketoprofen 2
mg/ttkg-os dozisban torténd kezelése soran viselkedési zavarok kialakuldsat figyelték meg
(Hadipour et al., 2011).

A Kketoprofen teratogenitasat alatamaszté vagy cafold irodalmi adatokbdl kevés all
rendelkezésiinkre. A munkéaban bemutatott kisérletet abbdl a megfontolasbol vegeztik el,

hogy eredményeinkkel a szakirodalom ezen agat is gazdagitsuk.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Felhasznalt vegyiletek

3.1.1. Szulfametoxazol

A Kisérletben a kizardlag laboratoriumi célra gyartott Sulfamethoxazole S7507 (Fluka,
Olaszorszag) vegylletet teszteltik. A szulfametoxazolt az alabbi koncentracidkban
vizsgaltuk: 15, 50, 100, 150 és 250 mg/l. Oldoszeriink a FETAX-oldat volt, amely

ugyanakkor negativ kontrollként is szolgalt.

3.1.2. Ketoprofen

A Kkisérletben a kizar6lag laboratoriumi célra gyartott Ketoprofen K2135 (Sigma-
Aldrich, Kina) terméket teszteltik. A ketoprofent az alabbi koncentraciokban alkalmaztuk: 1,
5, 10 és 15 mg/I. Olddszeriink a FET AX-oldat volt, amely ugyanakkor negativ kontrollként is

szolgélt.

3.2. AFETAX (Frog Embryo Teratogenesis Assay- Xenopus)-modszer

A Kisérleti berendezések kialakitasat, a kisérlet pontos menetét és médjat az ASTM
(American Society for Testing and Materials) E1439-98 sz&mU standardizélt protokolljaban
leirtak alapjan végeztik. Az amerikai szabvanyositott eljarast kellett kdvetnink, ugyanis az
eurépai OECD (Organisation for Economic Co-operation and Development) iranyelvek
kdzott nem szerepel az afrikai karmosbéka felhasznalasa embrionalis toxicitasi vizsgalatokra.
A teszt mddszertana az északi leopardbéka (Rana pipiens) és az amerikai varangy (Bufo
americanus) alkalmazasat is javasolja az afrikai karmosbéka helyettesitésére. Szamos kémiai
vegylilet FETAX-teszttel igazolt teratogenitasi értékei az RATL (A Database of Reptile and
Amphibian Toxicology Literature) adatbazisaban konnyen elérhetok (Pauli et al., 2000). Az
adatbazis meg nem tartalmazza az &ltalunk vizsgalt ketoprofenre és szulfametoxazolra
vonatkoz6 adatokat.

A Kisérlet egyes pontjait, az eredményeket a munkanaploba jegyeztiik fel. Az altalunk
kovetett iranyelv a vizsgalt hat6anyagok békaembrio fejlédésére Kkifejtett toxicitasinak
jelenlétét igazolja, vagy céafolja. A teszt komplex kémiai vegylletek, hatdanyagok,
kereskedelmi készitmények tesztelésére szolgal; elénye, hogy emlésokre és mas fajokra is

extrapolalhaté eredményt ad viszonylag rovid idén beliil. A teszt az utédokban jelentkez6
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fejlodési rendellenességek indikélasara hasznalhatd, amely megmutatkozhat az embri6
pusztulasadban, gatolt ndvekedésében, valamint a fenotipusban is. Alkalmazésaval az
Okotoxicitas pontos elbrejelzése is lehetséges, hiszen a vizsgalt anyagok mar sokkal kisebb
koncentracidban hatnak a békaembriokra, mint a felnétt, kifejlett egyedekre, igy egy igen
érzékeny tesztrendszer hozhaté létre. Erzékenysége és gyorsasaga miatt a FETAX-eljarast a
teratogenitas sziirésére és kizarasara lehet a legjobban hasznalni, leginkdbb negativ eredmény
esetén. Ha viszont a vizsgalt anyag teratogenitdst mutat, akkor mas tesztekkel és
tesztorganizmusokkal is bizonyitani kell (Gruiz et al., 2001). A TDK munkémban vizsgalt két
hatdéanyag teratogén tulajdonsagat mas tesztekkel nem vizsgaltuk.

3.2.1. A sziiloparok kezelése és elhelyezése

A munkaban ismertetett kisérletet a Briinni Allatorvos-tudomanyi és Gyogyszerészeti
Egyetem Kozegészségligyi és Toxikologiai Intézetének laboratériumaban végeztik. A
kisérletsorozatainkban felhasznalt békaembridkat human choriogonadotropinnal (Pregnyl
1500, N. V. Organon, Hollandia) kezelt sziildparoktdl nyertiik. Az Intézet feln6tt egyedei
Franciaorszagban regisztralt tenyészetb6l (Xenopus Expres®) szarmaztak. A szulfametoxazol
és a ketoprofen teszteléséhez két-két sziil6partol szarmazd békaembridkat hasznaltunk fel. A
himeket 150 NE huméan choriogonadotropinnal, a néstényeket, pedig 300 NE humén
choriogonadotropinnal kezeltik a délutani érakban, egy nappal a Kisérlet kezdete el6tt. A
készitményt a békak dorsalis limfatikus zsakjaba injektaltuk (3. kép). Az injektalast kovetéen
az allatokat 25 liter Grtartalmi, FETAX-oldattal feltdltott mianyag tartlyokba helyeztiik. A
viz hémérséklete a protokollban leirtak alapjan 23+3 °C volt. A tenyésztéedény aljara egy
fémracsot helyeztlink, amely megakadalyozta a sziiléket, hogy a lerakott petéket letapossak,
elfogyasszak. A hormonalis kezelést kovetden a békéak coitusara, az un. amplexusra, 2-6 6ran
belul kertlt sor (4. kép), a peterakas, pedig 12 6ran beliil kezd6dott. Az egymast kovetd
hormonalis stimulaciok kozott eltelt idének, az n. nyugalmi periddusnak, 1-2 honapnak kell
lennie. Az ismételt teszt kivitelezésének megndvekedett hosszat, illetve korilményességét a
nyugalmi periddus betartasaval magyardzzuk. A néstények 2-3, a himek 3-5 évig fertilisek,
amennyiben a tenyésztési koriilmények megfelel6k, a stimulacié és a nyugalmi periddus
kozotti id6 hossza betartott (OECD 46, 2004).

A FETAX-oldat az alabbiakat tartalmazta az ASTM E1439-98 protokolljaban
leirtaknak megfeleléen: 625 mg NaCl, 96 mg NaHCO3, 30 mg KCI, 15 mg CaCl,, 60 mg
CaSO4x2H,0, 75 mg MgSQO,, 1000 ml desztillalt viz.
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3.2.2. A peték csoportositasa és kezelése

A peterakast kovetd napon a petéket milanyag Pasteur-pipettaval vettik ki az
edénybdl, és a mindségiiket binokuldris mikroszkop segitségével biraltuk el (5. kép). A
fejlodés egyes fazisait a Normal table of Xenopus laevis (Daudin) (Nieuwkoop - Faber, 1994)
tablazat alapjan hataroztuk meg. A kivalasztott embridkat a k6z¢éps6 blasztula (8. szakasz),
illetve a korai gasztrula (11. szakasz) fazisokban Ultettiik be a kisérletiinkbe (6. kép). A
csoportokat 25 embriobol alakitottuk ki, melyeket 10 ml FETAX-oldatot tartalmaz6 Petri-
csészékben 24+2 °C hémérsékleten, 12 6ras fotoperiddus idé mellett termosztatban taroltuk a
Kisérlet teljes hossza alatt.

Minden koncentraciénak megfeleléen két csészénk volt. Szulfametoxazol esetében
kétszer végeztik el a Kisérletet, a ketoprofen tesztelését csak egyszer tudtuk Kivitelezni,
ugyanis a sziildparok nem raktak megfeleld mindségii és mennyiségii petét.

A hatbanyagokat a 3.1.1 és 3.1.2 fejezetben megadott koncentraciokban ismételten, 24
oranként adagoltuk az embridkat és a FETAX-oldatot tartalmaz6 csészékbe. A tenyészeteket
24 oranként megvizsgaltuk és eltavolitottuk, ill. feljegyeztik az elpusztult embridkat, illetve

larvakat.

3.2.3. Kiértékelés

A larvakat 96 oOra utan széndioxid-tartalmu vizben exterminaltuk, majd 3%-0s
formalinban téaroltuk. A hatéanyagok okozta fejlddési rendellenességeket és a larvak
testhosszat szamitogéphez csatlakoztatott Olympus SZX9 sztereomikroszkoppal mértik és
értékeltlik. A rendellenességek tipusait és az elvaltozasokat az Atlas of Abnormalities: A
Guide for Performance of FETAX (Bantle et al., 1998) képes album alapjan hataroztuk meg.

Az eredményeinkbdl1 kiszamithaté adatok:

96-h LCyo, LCso (letalis koncentracié (Lethal Concentration), mely a
tesztorganizmus 10 vagy 50%-anak pusztulasat okozza a 96 Orés
tesztben)

96-h ECy, ECso (hatdsos koncentracid (Effect Concentration), mely a mérési
vagy vizsgalati végpont 10 vagy 50%-0s csokkenését okozza a 96 Oras
tesztben)

MCIG (Minimal Concentration Inhibiting Growth - a legalacsonyabb
koncentracid, mely a larvak novekedési gatlasat okozza)

TI (teratogenitasi index, 96-h LCso/96-h ECso hanyadosa).

15



3.2.4. Az adatok statisztikai elemzése

A munkaban kozolt 96 orara vetitett ECso és LCs, a szulfametoxazol esetében a 96
Oréra vetitett ECyo és LCyo értékeket az US EPA LCsy (http://www.epa.gov/nerleerd/
stat2.htm#probit) probit analizis program 1.5 verzioja segitségével szamoltuk Ki.

A testhossz  koncentraciotdl vald  fliggésének  Kimutatasara egytényezds
ANOVA-t, az egyes Kkoncentracioknak a  kontrollhoz  val6  hasonlitaséara
Dunnett-probat hasznaltunk. Az elemzést az R2.12.2 programmal végeztik.
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5. kép: A peték minGségi vizsgalata.

.-

6. kép: A peték k6zéps6 blasztula (8. szakasz) és korai gasztrula (11. szakasz) fazisokban
(Vrskova, 2005).
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4. EREDMENYEK

A szulfametoxazol és a ketoprofen ndvekedési gatlasat és teratogén elvaltozasokat
okozd hatasat vizsgald kisérletet a 3.1.1 és 3.1.2 fejezetekben megadott koncentraciokban, két
sorozatban (25-25, 6sszesen 50 embrion) végeztik el. A szulfametoxazollal végzett kisérletet
megismételtik, igy a két ismétlést dsszevetve, minden meghatarozott koncentracidban 100
embrid allt rendelkezésiinkre.

Az 1. tablazat és abra a szulfametoxazol békalarvakon kifejtett ndvekedési gatlasat
szemlélteti. A szulfametoxazollal végzett els6 kisérlet eredményei igazoljak, hogy a szer
ndvekedési gatlast okozott, ugyanis a békalarvak hossza a névekvé koncentracioval csokkent.
A hossz koncentraciotol valé fliiggése az ANOVA szerint is szignifikdnsan csokkent (p<0,05).
A szulfametoxazollal végzett masodik Kisérlet, sajnos, nem tamasztja ala az imént leirtakat. A
szer nem vezetett jelentds novekedési csokkenéshez, valamint az ANOVA szerinti csokkenés
sem volt szignifikans (p>0,05). A két kisérlet egyuttes elemzése soran ugyancsak érzékelhetd,
hogy a szulfametoxazol alig megfigyelhet6 novekedési csokkenést okozott a békaembridkban.
Az ANOVA szerint a hossz koncentraciotol valé fliggése szignifikansan nem csokkent
(p>0,05).

1. tablazat: A békalarvak koncentraciotol fiiggd névekedési csokkenése a szulfametoxazol kezeléseket
kovetden.

Vegyllet Koncentracid Embridk szdma Larvak atlagos hossza
(mg/l) (n) (mm = SD)
0 44 8,99+0,54
15 46 8,90+0,71
Szulfametoxazol 1 S0 0 -
100 47 8,90+0,75
150 46 8,79+0,94
250 44 8,49+0,57
0 50 8.12+1.05
15 49 8.37+0.60
50 49 8.22+0.99
Szulfametoxazol 2 100 8 821+0.75
150 47 8.17+0.93
250 44 8.20+1.11
0 94 8,52+0,95
15 95 8,63+0,71
50 49 8,22+0,99
Szulfametoxazol 1+2 100 95 8.55+0,82
150 93 8,48+0,98
250 88 8,34+0,89
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1. &bra: A szulfametoxazol hatasa az embriok hosszara.

Azt, hogy az elsé kisérletben a szulfametoxazol ndvekedési gatlast okozott és, hogy a

-7z

képest jelentds valtozast mutatott, igazoljak a Dunnett-prbabol kapott eredmények is. Ezeket
az értékeket a 2. tablazatban foglaltuk éssze.

2. tAblazat: A szulfametoxazollal végzett kisérletek eredményeinek statisztikai elemzése (Dunnett-proba).

Vegyulet Koncentracié | Csokkenés SE t-érték p-értek
(mg/l)
15 -0,08202 0,15167 -0,541 0,95293
50 - - - -
Szulfametoxazol 1 100 -0,08849 0,15088 -0,586 0,93811
150 -0,19506 0,15167 -1,286 0,50523
250 -0,50000 0,15335 -3,261 0,00483
15 0,24935 0,18465 1,350 0,529
50 0,10241 0,18465 0,555 0,975
Szulfametoxazol 2 100 0,09242 0,18562 0,498 0,984
150 0,05009 0,18663 0,268 0,999
250 0,07745 0,18988 0,408 0,993

A ketoprofennel végzett kisérletet nem tudtuk ismételten véghezvinni, ugyanis a
sziildparok nem raktak megfeleld mindségli €s mennyiségl petét.
Az embriok hossza a ketoprofen 1 és 5 mg/l koncentracioju kezelései sordn még nem
csokkent, azonban a 10 és 15 mg/l-es koncentracioknal mar jelentésen. A 3. tablazatban
osszefoglalt adatokbdl latszik, hogy a békaembridk atlagos hossza szignifikansan fligg a
koncentraciotol (p<0,0001). Az embriok koncentraciotdl fiiggd alakulasat a 2. abra mutatja
be.
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3. tablazat: A békalarvak koncentraciotdl fliggd novekedési csokkenése a ketoprofen kezelést kvetden.

Vegyllet Koncentrécid Embridk szdma Larvak atlagos hossza

(mg/l) (n) (mm = SD)

0 49 9,14+1,16

1 50 9,51+0,40

Ketoprofen 5 49 9,37+0,82
10 49 8,58+1,08

15 5 8,60+0,37
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2. abra: A ketoprofen hatasa az embriok hosszéra.

A 4. tablazatban lathat6 értékek alapjan megallapithato, hogy a ketoprofen 10 mg/l-es
koncentracija szignifikdns (p<0,05) ndvekedési csokkenést okozott. A 15 mg/l-es

koncentracid a kis elemszam miatt nem szignifikans.

4. tablazat: A ketoprofennel végzett kisérlet eredményeinek statisztikai elemzése (Dunnett-prdba).

Vegyllet Koncentrécid Csokkenés SE t-érték p-értek
(mg/l)

1 0,3712 0,1820 2,039 0,14384

Ketoprofen 5 0,2306 0,1829 1,261 0,55582

10 -0,5592 0,1829 -3,056 0,00964

15 -0,5388 0,4251 -1,267 0,55101

A teratogén vegyuletek hatésara az utddokban jelentkez6 fejlodési rendellenességek az
embridk pusztulasdban is mutatkozhatnak. A teszt protokollja szerint a kontrollcsoportban
eléforduld elhullas 5%-ig toleralt. A kontroll csoportban ennél joval magasabb, 12%-0s
elhullast figyeltink meg. Az 5. tablazatban 6sszefoglalt tovabbi adatok az embriok novekvo

crcr

kovetben.
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5. tdblazat: A szulfametoxazol és a ketoprofen okozta elhullasok és a rendellenes fejlédési formak eléfordulasa.

Vegyllet Koncentracid Mortalitas Malformaciok
(mg/l) (%) (%)
SMX | SMX | SMX | SMX1| SMX2 | SMX
1 2 1+2 1+2
0 12 0 6 22,72 10 16,36
soulf | 15 8 2 5 28,26 | 18,36 | 23,31
zulfametoxazo 50 - > 1 : 16.32 8.16
100 6 4 5 25,53 25 25,26
150 8 6 7 4565 | 14,89 | 30,27
250 12 12 12 63,63 | 20,45 | 42,04
0 2 12,24
1 0 8
Ketoprofen 5 2 51,02
10 2 81,63
15 90 100

A szulfametoxazol és a ketoprofen okozta malformaciok mértéke az 5. tdblazatban és a
3-4. dbran lathato, a malformaciok lokalizacidja, pedig a 6. tablazatban figyelheté meg. A
szulfametoxazol leginkabb axiélis deforméciok és 0démak kialakuldsdhoz vezetett.
Legnagyobb mértékben a 150 és 250 mg/I-es koncentréacidja okozott gerinc deformitasokat az
egyedek 17,39 és 32,95%-aban, valamint 100 mg/l-es koncentracidja 6démaképzédést
indukalt az embriok 12,54%-aban. Elenyészé szamban figyeltlk meg az arcorri tajék
deformacioit, szemfejlodési rendellenességeket, illetve pigment- ¢&s  bélfejlodési
rendellenességeket. Kuribzumként értékeltiik egy kétfejii embrié megjelenését a 250 mg/l-es
szulfametoxazol kezelést kovetden.. A ketoprofen 10 mg/l-es koncentréacidja 77,55%-ban, 15
mg/I-es koncentracidja, pedig 100%-ban 6démaképz6déshez vezetetett. Az egyes elvaltozasok
a 7- 10. képeken lathatok.
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3. abra: A szulfametoxazol hatésa az elhullasra és a fejlédési rendellenességek alakulasara.
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4. abra: A ketoprofen hatésa az elhullasra és a fejlédési rendellenességek alakulasara.



6. tablazat: A megfigyelt rendellenességek szervrendszerenkénti megoszlasa.

Vegydlet, Axialis Odémaképzodés Tobbszoros F E P/G/D
koncentracid | deformécio rendellenességek
Szulfametoxazol
0 11,09 3,14 2,14 - - -
15 7,54 12,58 2,18 1,09 | P1,02
50 2,04 4,08 1,02 1,02 - -
100 7,45 12,54 4,21 2,13 - -
150 17,39 8,58 3,24 - - G 1,07
250 32,95 5,68 2,27 - - P1,14
D114
Ketoprofen
0 2,04 4,08 6,12 - - -
1 2,00 2,00 - - - G 4,00
5 12,24 28,57 4,08 - - P 2,04
G 2,04
10 4,08 77,55 - - - -
15 - 100,00 - - - -

F- arcorri tajék deformécioi, E- szemfejlodési rendellenességek, P/G/D- pigmentképzési-,
bélfejlodési rendellenességek, kétfejliség

A szulfametoxazolnal az embriok 50%-anak pusztulasat okozd letalis koncentraciot
(LCso) és az embriok hosszanak 50%-0s csokkenését okozo hatdsos koncentraciot (ECsg) nem
volt célszerti értékelni a kisszami mortalitas és a nem jelentés novekedési gatlas miatt. Ezért a
96-h LC1p=200 mg/l és 96-h EC;,=132,85 mg/l értékeket adtuk meg. A ketoprofen
szignifikans novekedési csokkenést és elhullast okozott a békaembridkban, 96-h LCsp=12,1
mg/l és 96-h ECs0=5,67 mg/1 értékekbdl a tertogenitasi index (TI) és az embridk novekedési
gatlasat okozo6 legalacsonyabb koncentraci6 (MCIG) is meghatarozhatd, melyeket a 7.
tablazatban tuntettik fel.

7. tdblazat: Teratogenitési paraméterek.

Vegyulet 96-h LCyg 96-h ECyg TI MCIG
Szulfametoxazol 1+2 200 mg/I 132,85 mg/l 1,51 -
(mddositott)
96-h LCsg 96-h ECsg TI MCIG
Ketoprofen 12,1 mg/l 5,67 mg/I 2,13 10
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7. kép: Axialis deformacio, szemtajéki, pharyngealis, testiiri 6démaképzédés (KPF 10 mg/l).

8. kép: Arcorri tajék deformécidja a kontrollhoz (fent) viszonyitva (SMX 50 mg/l).
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9. kép: Kétfejii embridé (SMX 250 mg/1).

10. kép: Axialis deformécio, pharyngealis és testiiri 6démaképzbdés,
pigmentképzési zavar (fent) (SMX 250 mg/l).
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5. MEGBESZELES

A munkaban ismertetett Kisérletsorozat célja a szulfametoxazol és a ketoprofen biol6giai
szervezetre Kifejtett teratogén hatdsdnak megallapitasa volt. A leirt eredmények nagy
jelentéséggel birnak, ugyanis a human ¢és az allatorvoslasban hasznalt szerek nemcsak
kdzvetlen médon (a beteg egyed kezelésevel), hanem kdzvetett modon (a kdrnyezetbe kerlt
és felhalmozddott gydgyszerdegradacios termékek altal) is negativ hatdssal lehetnek az
emberre és az éllatra egyarant.

Az allatgyogyadszatban hasznalt antibiotikumok, foleg a haszonallatok korében
alkalmazott szerek, metabolitjaik, illetve degradaciés termékeik a tragyazas soran, vagy a
legeltetett allatok bélsardval, vizeletével a talajpa és a vizekbe kerilhetnek,
felhalmozddhatnak. Napjainkban a kutatas egyik f6 teriilete a haszonallatok és produktumaik
(bélsér, vizelet) altali kdrnyezetszennyezés (Kemper et al., 2008).

Az antibiotikumokkal kezelt gazdaséagi haszonallatok bélsaraval és vizeletével torténd
tragyazas, a legeltetett allatok iiriiléke a szivargas és az esdviz altali bemosas utjan kertl a
talajba, majd a talaj mélyebb rétegeibe. A talajba jutott antibiotikumok, metabolitjaik, illetve
degradacios termékeik a kornyez6 vizek szennyezéséért is felelések (Alder et al., 2001). Az
antibiotikumok egy része vizoldékony, igy a beadott gyogyszer 90%-a vizelettel, 75%-a,
pedig a bélsarral tiriilhet az allati szervezetb6l (Halling-Sgrensen, 2001). A szulfonamidok,
tetraciklinek és fluorokinolonok a leggyakrabban hasznalt antimikrobialis szerek az
allatgyogyaszatban. A hig tragyaban 91 mg/kg mennyisegben halmozddnak fel a
szulfonamidok (Martinez-Carballo et al., 2007).

Kemper et al. (2008) altal végzett kisérletek bizonyitjak, hogy a szulfametoxazol a
vizekben tartésan felhalmozodik. Eleven iszapos szennyviztisztitokban nem biodegradalhat6
(Bialk et al. 2005). A talajvizben 410 ng/l koncentracioban (Sacher et al., 2001), a felszini
vizekben 480 ng/l koncentraciéban (Hirsch et al., 1999), az ivovizben, pedig 66 ng/l
mennyiségben (Mlckter, 2006) mutathatd ki. Ugyanakkor a talajban is megtalalhatd, ahol a
biologiai Gton térténd lebomlasa nem igazolt. Az E6tvos Lorand Tudomanyegyetem Kémiai
Intézet altal mért adatok szerint a vegyllet 17 ng/l koncentracioban halmozddik fel a
kdrnyezetben (http://enfo.agt.bme.hu/drupal/node/2915). Ennek ellenére kis veszélyt jelent az
emberek és allatok egészségére (Hunter et al. 2003).

A ketoprofen a Duna budapesti szakaszabdl vett mintaban 1-5 ng/l koncentréciban
volt jelen (http://enfo.agt.bme.hu/drupal/node/2914). Jelenlétét a Budapesten tisztitott
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szennyvizekben 1000-1400 ng/l koncentracidban is kimutattdk. A szennyviztisztitokban e
vegyulet 50%-ban degradalodik (Suzuki et al.,, 2006). Az ugyancsak arilpropionsav-
szarmazékok csoportjaba tartozo ibuprofen kimutatasat a vizekb6l mar korabban leirtak. A
felszini vizek kozil a svajci folyokban és tavakban, illetve az Eszaki-tengerbdl szarmazé
mintakban az ibuprofen 8 ng/l koncentracioig volt jelen (Buser et al., 1999).

Az 5. dbra a human és az allatorvoslasban alkalmazott gydgyszerek metabolitjainak

szervezeten Kivili Gtjat szemlélteti (Diaz-Cruz et al., 2003).

Human medicine Veterinary medicine
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5. abra: A gyégyszerek metabolitjainak Gtja a szervezeten kivill (Diaz-Cruz et al., 2003).

Munkéankban a szulfametoxazol és a ketoprofen él6 szervezetre kifejtett kozvetlen
hatasait vizsgaltuk. A két hatéanyag teratogenitasat és noOvekedési gatlasat igazold
irodalombol kevés allt rendelkezésiinkre. A feltételezett ndvekedési gatlas csak a ketoprofen
10 mg/I-es koncentracidja esetén volt statisztikailag kimutathat6. A 15 mg/I-es koncentracio is
ndvekedés gatlast mutatott, de a 90%-os mortalitdsh6l adddd kis elemszam miatt az
eredményt el kellett vetniink. A ketoprofen ismételt tesztelése nem val6sulhatott meg, mivel a
békak rossz mindségli, kevés petét raktak tobbszOros probalkozéas utan. A ketoprofen elsd
kisérletbdl ad6do tulajdonsagainak igazoldsa szintén tovabbi vizsgalatokkal volna lehetséges.
A nem szteroid gyulladascsokkenték csaladjaba tartoz6 diklofenak fejlodési rendellenességet
okozd kéros hatéasat a zebradanié larvain vizsgaltak 0-2 mg/l koncentréaciéban. A 96 0Oras teszt

eredményei alapjan a felszini vizekben felhalmoz6dd diklofenak 0-2 mg/l koncentrécioban
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nem okozott fejlédési rendellenességeket, és a kontroll csoporthoz viszonyitva nem figyeltek
meg jelent0s halalozasi ratat sem (Hallare et al., 2004). A szivarvanyos pisztranggal
(Oncorhynchus mykiss) vegzett kisérletek kimutattdk, hogy a diklofenak 0,001 mg/I
koncentracidban a méj, a vesék, és a kopoltydk sejtjeinek strukturalis karosodasat okozta
(Triebskorn et al., 2004).

A szulfametoxazollal végzett kisérletek eredményei igéretes tendenciat mutattak a
novekedés gatlasaban. Ugyanakkor az elsé Kisérlet sordn az 50 mg/l-es koncentréacidban az
0sszes békaembrid elpusztult. A tévesen pozitiv 100%-0s mortalitds oka a gyenge, fejletlen
embridk kivalasztasa lehet. A kisérlet technikai hattere, a felhasznalt hatéanyag és a tapoldat
mindsége, illetve a iatrogén beavatkozas, manipulacio nem lehetnek az elhullas okai, hiszen a
tobbi koncentracid esetében nem érzékelhetd a tévesen pozitiv eredmény. Megfigyeléseinket
Koss et al. (2001) tapasztalatai is megerdsitik, miszerint az afrikai karmosbéka tenyésztese
soran kéaros-koros okokra nem visszavezethetéen, az embridk fejlédési visszaesését és nagy
mortalitasat irtak le. A kisérlet ismétlése alatdmasztja a leirtakat, hiszen a masodik sorozatban
mortalitas. A vegyulet tulajdonsagainak pontos meghatarozasa érdekében ugyanakkor tovabbi
vizsgélatok szikségesek.

Kisérletsorozatunk jelentés eredménye, hogy a szulfametoxazol és a ketoprofen okozta
fejlédési rendellenességek szazalékos gyakorisagat figyeltik meg és irtuk le. Az
eredményekbdl kitlinik, hogy a szulfametoxazol és a ketoprofen leggyakrabban axialis
torténd kezelés sordn egy kétfejli larva megjelenését is leirtuk. A sajat kisérletiink soran nyert
tapasztalataink megegyeznek a tébb irodalmi hivatkozassal, miszerint a Kkisérleti
elrendezésben hasznalt tesztallatokon kialakulé deformitdsok patogenezisét sokféle tényezo
befolyasolhatja. igy, pl. a felhasznalt viz mindsége, a benne oldott egyéb anyagok, de akér a
megvilagitas (fényprogram), az oldott gaztartalom, a sziirés mell6zése, a magas fesziiltségii
vezetékek térereje sth. szintén szerepet jatszhatnak esetleges deformaciok kialakulasaban.

A nehézségek ellenére a szulfametoxazol esetében a 96 Grara vetitett LCyo (200 mg/1)
és ECy0 (132,85 mg/l) értékeket meg lehetett hatarozni. A vegytlet ECsy értékét eddig csak a
Synechoccus leopolensis algan (ECso =0,03 mg/1/96h) és a Ceriodaphnia dubia vizi bolhan
(ECso =15,51 mg/1/48h) hataroztdk meg (Cunningham et al. 2006). A sajat ECsp és LCs
értékek hidnyaban nem tudtuk meghatarozni a legalacsonyabb koncentraciot, amely a larvak
ndvekedési gatlasat okozza (MCIG). Korabbi adatok a Pseudokirchneriella subcapitata algara
vonatkoznak, ahol az MCIG érték 7,5 pmol/72h (Yang et al., 2008). Osszehasonlitva a Vibrio
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fischeri baktériumokon végzett akut 6kotoxikoldgiai tesztekben kapott eredmények (ECso=
15,6 és 19,3 mg/l) alapjan elmondhat6, hogy a szer a baktériumra enyhén toxikus (Carlsson et
al., 2006). A ketoprofen 96-h LCs, értéke 12,1 mg/l volt. EImondhat6, hogy a vegyiilet nem
jelent veszélyt a kutya szdmara. Az irodalomban feltlintetett LCsp €rték ugyanis 2000 mg/kg
volt a kutya esetében (Susan et al., 2003). Nem szabad figyelmen kivil hagyni, hogy az akut
toxicitas mérésekor (ECio, LC1o, ECso s LCsp értékek meghatarozasa) a teszt révidsége miatt
a vizsgalt hatds a teszt lejarta utadn jelentkezhet, mint kés6i toxikus hatas. Ennek
kikiiszobolésére kronikus vizsgalatokat célszerii végezni, melyek az utdédokra gyakorolt hatést
is kimutatjak (Gruiz et al., 2001).

A békamodell alkalmazésa a teratoldgiai és 6kotoxikoldgiai vizsgalatokban viszonylag Uj
keletti. Eppen ezért fontos kihangsalyozni, hogy eredményeinket nem tudtuk sszehasonlitani
kordbbi adatokkal, mivel azok nem alltak rendelkezésiikre. Eredményeink helyességét,
megbizhatésagat még tovabbi kisérletekkel szandékozunk igazolni. Reméljik, hogy a
munkaban bemutatott modszer és adataink j6 alapot szolgdlnak a teratolégiai és

okotoxikologiai vizsgalatok kibdvitéséhez.

5.1. A 96 oras FETAX teszt hatranyai, hibai

A FETAX-tesztet az emlésmodellek mellett, mint alternativ Kkisérleti elrendezést
szerkesztették meg a teratogén ¢€s fejloddésbeli rendellenességet okozd vegyiiletek tesztelésére.
Az afrikai karmosbéka (Xenopus laevis) Kitiiné tesztallat, ugyanis tenyésztése és tartdsa
laborat6riumi koérilmények kozott nagyon kdnnyen megvaldsithatd. Fejlédésmenete pontosan
ismert. Az ASTM altal osszedllitott protokollban megfogalmazott kisérleti berendezések,
koriilmények kialakitasa egyértelmii, minden laboratériumban megval6sithat6. Ennek ellenére
a teszt kivitelezése kdzben tobb hidnyossagot és nehézséget figyelt meg Hoke and Ankley
(2005), amit kritikus Osszefoglalasukban szemléltettek. A tesztben eldirt viz és taplalék
mindsége mas és mas az egyes laboratoriumokban. A megfigyelt és az altalunk leirt fejlodési
rendellenességek hatterében nemcsak a vizsgalt hatbanyag teratogén hatasa allhat, hanem sok
esetben a FETAX-oldatban felhasznalt viz mindségi paraméterei okozhatjak az arcorri tajék
magyarézhaté (Tietge et al., 2000). A FETAX-oldatban elirt 620 mmol/l Mg?*-koncentrécié
a kontroll csoportban is 5,4%-0s malforméaciot okozott. Ugyanakkor mas szerzék szerint (Luo
et al., 1993) a Mg ?*-koncentrécié csokkentése (62, 6,2 és 0 mmol/l-re) a kontroll csoportban

a fejlédési rendellenességek ndvekedését (32, 100 €s 100%) idézte eld. Egyértelmivé valik,
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hogy a FETAX-oldat dsszetétele modositasra szorul, biztositva a fals pozitiv eredmények
csokkentését. A mddszer tovabbi hianyossaga, hogy a kévetelméenyek k6zott nem szerepelnek
a FETAX-tapoldatot alkot6 viz mindségi paraméterei, a viz keménységi foka, az oldott oxigén
mennyisége €s az ammonia koncentracidja. A Kisérlet soran felhasznalt viz kémiai
Osszetételét legaldbb naponta egyszer ellendrizni kéne, ami id6- és pénzigényes beavatkozas.
Emlitésre mélto, hogy a tartasi koriilményeknél eldirt hdmérséklet ingadozasa a malformaciok
szamanak novekedését eredményezheti.

Az afrikai karmosbéka oligotetraploid genommal rendelkezik, ennek hatranya a
genetikai jellemzOék szélesebb divergencidja szemben a diploid fajokkal. Ugyanakkor a
békamodell nem helyettesitheti teljes mértékben az emlésmodelleket, mert a teratogenitast és
fejlodési rendellenességeket okozo vegyiiletek a békak szervezetében egy meghatarozott fokig
metabolizalédnak, nem alakulnak at végleges aktiv metabolitokka.

A FETAX-teszt érzékenyebb a 96-h ECs; meghatarozasara, 6sszehasonlitva a 96-h
LCso érzékenységével. Ez varhatd, ugyanis megfigyeléseink szerint kevesebb a nem letalis
malformaciok megjelenése az €16 szervezetben, mint a tesztelt organizmusok 50%-anak

pusztulasa.

30



6. OSSZEFOGLALAS

A Briinni Allatorvos-tudomanyi és Gyogyszerészeti Egyetem Kozegészségigyi és
Toxikologiai Intézetének laborprofiljaban szereplé 6ko- és klinikotoxikoldgiai kisérleteinek
része volt a dolgozatban targyalt kisérletsorozat.

A vizsgalatunkban alkalmazott ketoprofen és szulfametoxazol toxikus, mutagén és
teratogén hatdsdt mar korabban is vizsgaltdk kiilonb6zd allatfajokon (halakon, békakon,
patkanyokon és majmokon). Ugyanakkor kevés szakirodalmi adat all rendelkezésre afrikai
karmosbekan (Xenopus laevis) végzett kisérletekr6l annak ellenére, hogy kivalo tesztszervezet
a teratogén hatasok tanulmanyozasara.

A Kisérleti berendezések kialakitasat, a kisérlet pontos menetét és médjat az ASTM
(American Society for Testing and Materials) E1439-98 szamu standardizalt protokolljaban
(96 Orés FETAX-teszt) leirtak alapjan végeztik el.

Eredményeink igazoltak, hogy a szulfametoxazol és a ketoprofen egyarant teratogén
hatasu az afrikai karmosbéka modellben. A vizsgalat soran a larvakban talnyomo tébbségben
axialis deformaciok és 6démaképziédések voltak megfigyelheték. A szulfametoxazol 150
mg/l-es koncentracidja a vizsgalt embriok 17,39%-aban, mig 250 mg/l-es koncentrécidja az
embriok 32,95%-aban gerincoszlop ferdiilést okozott. A ketoprofen 10 mg/l koncentracioban
0démaképz6édést idézett elé a kezelt embriok 77,55%-aban. Az arcorri tajék deformacioi, a
szem-, a bélfejlodési és pigmentképzési rendellenességek csak kis szamban fordultak eld. A
megjelenését is leirtuk.

A statisztikai szamitdsok alapjan a ketoprofen LCs értéke 12,1 mg/l, az ECsy pedig
alkalmazéasakor 90%-0s mortalitast figyeltink meg. A szulfametoxazol esetében az LCsy és
ECso értékeket az alacsony mortalitas miatt nem célszerli kiszamolni, értékelhetd
eredményeket csak az LCyo (200 mg/l) és ECyp (132,85 mg/l) szinteken kaptunk.

Adataink hozzajarulhatnak a kiilonb6z6 hatdéanyagok biztonsagosabb ¢és hatékonyabb
felhasznalasdhoz a gydgyaszatban, és reméljik, hogy eredményeink az élelmiszerbiztonsag
kérdéseihez is adatokat szolgaltatnak.

Tovabbi vizsgalatok sziikségesek az eredményeink igazolasara, féleg a ketoprofen
esetében, illetve Ujabb hatéanyagok bevonasaval folytatni kivanjuk a kisérletsorozatot.
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7. SUMMARY

The series of experiments discussed in this paper were undertaken as a part of eco- and
clinical toxicology listed in experiment profile of the Department of Veterinary Public Health
and Toxicology Laboratory at the University of Veterinary and Pharmaceutical Sciences in
Brno.

The objective of present research, the toxic, mutagenic and teratogenic effects of
ketoprofen and sulfamethoxazole, have been increasingly studied in various animal species
(fishes, frogs, rats and monkeys), there remains much to be concluded. In particular, not much
literature with research data is available on African clawed frog (Xenopus laevis), although it
is an important model organism for studies of the teratogenic effects.

The equipment and experiments were designed and conducted as described in American
Society for Testing and Materials (ASTM) E1439-98 (96-hour FETAX test).

Results from the present study demonstrate that ketoprofen and sulfamethoxazole have
equally a potential of teratogenic effects on model of African clawed frog. An overwhelming
majority of axial abnormalities and occurrences of edema were observed in larvae during our
research. At sulfamethoxazole concentrations of 150 mg/L and 250 mg/L a spinal curvature
was detected in 17.39 and 32.95% of tested frog embryos, respectively. At ketoprofen
concentration of 10 mg/L an occurrence of edema was found in 77.55% of frog embryos used
in these experiments. In small number of cases, the malformation of face, eye, gut and
pigment abnormalities have occurred. The treatment of frog embryos with sulfamethoxazole
concentration of 250 mg/L produced also a two-headed tadpole.

All statistical data were calculated with ketoprofen LCsy and ECs values (12.1 mg/ L and
5.67 mg/L) in 96-h FETAX. About 90% of mortality was reported, when using ketoprofen
concentration of 15 mg/L. Since 50% lethality was not observed even at the highest tested
doses of sulfamethoxazole, LC;o (200 mg/L) and ECyo (132.85 mg/L) values were estimated
as endpoints.

These data may contribute to safe and effective use of different active substances in
medicine. We hope that our findings will be used to provide baseline data for food safety
issues. Further studies are needed to confirm these findings, especially in the case of

ketoprofen, and we plan to continue in series of experiments involving new active substances.
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