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1. Bevezetés és célkitiizés

1.1 Bevezetés

Az ipar és a mezdgazdasag fejlodésével egyre tobbfele vegyi anyag jut a kdrnyezetbe,
amelyek kdzott szamos nagy mennyiségben kijutd, a hormonhaztartdst megzavar6 dsztrogén hatasu
anyag is talalhaté. A kikeriild szennyezdanyagok veszélyeztetik az érintkez0 €10 szervezeteket,
ezért kimutatasuk és hatdsuk vizsgalata nagy jelentdséggel bir.

A vér ¢és érrendszer a legfontosabb toxikologiai célszervek koz¢ tartoznak, mélyrehatobb
morfologiai vizsgalatuk csaknem minden esetben (kivéve vérvétel) a kisérleti allatok felaldozasaval
jar. A laboratoriumi allatokon végzett kisérletek tervezésekor azonban egyre inkabb kovetelmény a
vizsgalatok helyettesitése, csokkentése és finomitasa (3R stratégia).

A zebradanié (Danio rerio) évtizedek ota az egyik legaltalinosabban hasznalt laboratoériumi
modellallat. Embrioit és larvait a taplalkozo kor eléréséig az Eurdpai Unidban hatalyos allatvédelmi
szabalyok nem tekintik ¢é16 allatnak. Mivel ebben a stadiumban a larvak még atlatszoak, a
fluoreszcens fehérjét kifejezd transzgenikus vonalakban a jelolt célszervek jol lathatoak, igy
lehet6vé teszik azok in vivo vizsgalatat ugyanazon egyedben eltéré idépontokban, az allat

felaldozasa nélkul

1.2 Célkitiizés

Kisérleteink soran 0sztrogén hatdst anyagok hatdsat vizsgaltuk a vérben voros (DsRed) és
az érrendszerben z0Id (EGFP) fluoreszcens fehérjét kifejez0 transzgenikus zebradanio vonalakon. 4
napon at (3 napos korig) kezeltik a termékenyiilést kdvetden az embriokat és detektaltuk a
kialakulé rendellenességeket. A vizsgalat eld kisérlet, ezért a kornyezetben eléforduld
koncentracioknal nagyobb koncentracidkat hasznaltunk, hogy vizsgaljuk, a vonalak valdban
alkalmasak-e a kijelolt vizsgalatokra. A transzgenikus vonalat a késébbiekben a Halgazdalkodasi
Tansz¢k egyik kutatdsi munkdjahoz egy tobbszinli, Osztrogén hatdsti anyagokra érzékeny

transzgenikus zebradanié vonal létrehozasahoz kivanjuk felhasznalni.



2. Irodalmi attekintés

2.1 Kornyezetszennye zés, természetes vizekbe juté szennyezoanyagok

A kornyezetszennyezés régebben letezik, mint a civilizacid, amidta a Foldon megjelent az
ember azota termeliink fizikai és kémiai hulladékot, amely megvaltoztatja a természetes vizeink, a
levegd ¢és a talaj eredeti Osszetételét. Természetes vizeink védelme nagyon fontos az emberiség
szempontjabol, mert vizeink szennyezése nem csak az ott ¢l6 dkoszisztémat, hanem az emberek
tiszta ivovizhez jutasat is vesz¢élyezteti. (Markham 1994)

Foldiink édesvizkészletének kevesebb, mint 1%-a hasznosithatd kdzvetleniil ivovizként, és
igaz, hogy az édesviz megujuldo forrds, de a klimavaltozds és a mértéktelen szennyezés
kovetkeztében az ember szdmara hozzaférhetd tiszta viz mennyisége is folyamatosan csokken. A
természetes vizek szennyezése régre visszanyulod probléma, korabban azonban kozel sem volt ilyen
jelentdségli, mivel a kisebb mértéki szennyezést a természet még képes volt ,,semlegesiteni” fizikai
és/vagy kémiai folyamatok révén.

Ezen folyamatok sordn a szennyezdanyagok felhigulnak, kiiilepednek, majd a
mikroorganizmusok kdzvetleniil felhasznaljak, lebontjdk azokat. Mara azonban a varosok, a
mezdgazdasag és az ipar altal kdzvetleniil és kozvetve a vizekbe jutd szennyezés mértéke joval
meghaladja a vizek természetes Ontisztuld képességét. Egyes becslések szerint a fejlett ipari
orszagok 2-3-szor annyi vizet hasznalnak, mint amennyit a természetes vizkorforgas biztosit. Emiatt
fokozodd mértékben hasznositjadk a rétegviz tartalékokat, ami a talajviz szintjének csokkenésével
jar, és egyre nagyobb mértékben kell a vizhianyt szennyezett felszini vizek koltséges tisztitdsaval is
fedezni. (Szalai 1987)

A szennyezés egy része a haztartasokbol szarmazo kommunalis szennyvizzel, nagy része az
ipari és a mezOgazdasigi tevékenység révén jut a természetes vizekbe. A haztartasok altal
kibocsatott, foként a WC-k 0Oblitésébdl, mosasbdl, mosogatasbol és tisztalkodasbol szirmazd
kommunalis szennyviz szerves anyagokat és fertdz0 mikroorganizmusokat tartalmazhat. A
kiilonboz6 feliiletaktiv anyagokat tartalmazo mososzerek, de az olajszennyezEs is a vizek feliiletén
elteriilve megakadalyozhatjdk az oxigén beoldddasat. A kiilonbozo gyarakban és iizemekben
keletkez6 szennyviz szintén nagymértékben tartalmazhat mérgez6 anyagokat. A kibocsatott szerves
szennyezOkon kiviil szervetlen mikroszennyezoket, példaul f€meket tartalmazhat, amelyek vizbe
keriilése szintén komoly veszélyt jelent. Egyes f@mek kis mennyiségben szikségesek az élovilag
szdmara, ezeket esszencialis fémeknek nevezzik, ilyen példaul a bor, a cink, a mangan. Néhany (pl.
higany, kadmium) mar nagyon kis mennyiségben is toxikus ¢és feldusulhat a taplaléklancban. Az

esszencialis fémek az optimalist joval meghaladd koncentracioban, valamint a nem esszencidlisak



novekvo koncentracioban fokozottan mérgezoek. Mindezek mellett a hdszennyezés is komoly
problémakat okozhat, foleg atomerdmiivek ¢és ipari telepek mellett. A viz hémérséklete
megndvekszik, amelynek hatdsara a vizben az oldott oxigén koncentracioja csokken. Ez a kevésbé
oxigénigényes fajoknak kedvez, ami az 6koszisztéma felboruldsahoz vezet. (Vallner 2004)

A mez6gazdasagi tevékenység egyrészt a ndvények szamara tdpanyagot jelentd nitrogén €s
foszfor Kkibocsatasaval jelent veszEélyt, ami a tavak eutrofizacidjahoz vezet. Ennek soran a
fotoszintetizaldo novények (pl. algdk) elszaporodnak, majd bomlasuk soran elfogy a vizben oldott
oxigén, aminek kovetkeztében a halak elpusztulnak. Masrészt nagy veszElyt jelent a nagy
mennyiségben kipermetezett novényvédd szerek vizekbe szivargidsa, amelyek az ¢16
szervezetekben, igy az emberben is felhalmozddnak és tobb évtizedig mérgezdek maradhatnak
(Internet I.)

2.1.1 Természetes vizekbe keriil6, e ndokrin rendszert megzavaro anyagok (EDC-k)

Az EPA (Environmental Protection Agency) definicioja szerint: ,az endokrin diszruptor
anyagok beavatkoznak a homeosztazis fenntartdsaért, a reprodukcioért, az utédok fejlodéséért
kotddésébe, hatdsaba, vagy eliminacidjaba’.

A hormonokhoz hasonld hatast fejtenek ki, és ezzel megzavarjak az endokrin rendszer
normalis mitkkodését. Az EDC anyagok (Endocrine Disrupter Chemicals) a himivart egyedek
elndiesedéséhez vezethetnek, valamint karositjak az ideg- és az immunrendszert, illetve tobb
tumoros megbetegedés, igy a mell-, here- és prosztatarak kialakulasahoz is hozzajarulhatnak.
Szaporodast, immunrendszert, fejlodést befolydsold és gatld hatdsukat mar szamos allatfaj esetében
megfigyelték. (Juvancz2011)

Az EDC hatdst anyagok haszndlata olyan szEles korben elterjedt, hogy gyakorlatilag a
legtudatosabb ¢életmdéd mellett sem tudjuk elkeriilni, legfeljebb csokkenteni az ezekkel valo
¢érintkezést a mindennapi tevékenységeink sordn. Napjainkban egyre nagyobb mennyiségben
keriilnek ki a kdrnyezetbe, nagyrészt antropogén forrasokbol: mezdgazdasagi tevékenység soran
szennyezett takarmannyal vagy tragyaval, novényveéddszerek, rovarirtd szerek hasznilataval, ipari
tevékenység kovetkeztében, valamint a haztartasokbol gyogyszermaradvanyokkal, moso- és
moso gatoszerekkel, kozmetikumokkal, festékekkel és miianyag adalékokkal, korh4zi hulladékként,
szennyviztisztitokbol vagy ipari szennyviz révén (1. abra). Ezek az anyagok természetes vizekbe
jutva veszélyeztetik, karositjdk a vizzel érintkezd Okoszisztémakat és szervezeteket, az

vovizkészleten keresztiil pedig az embert is. (Petrovic et al. 2004)
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1.4bra: A vizbe Kkeriild, endokrin rendszert megzavaro6 anyagok forr asai
(http://www.potomac.org/site/SONR-2009/index. php)

Osztrogén hatasti anyagok lehetnek természete eredetii dsztrogének (mikodsztrogének,

fitodsztrogének, allati eredetli szexudlszteroidok) vagy mesterséges anyagok, Uin. xenodsztrogének

(gyogyszerek és gydgyszermaradvanyok, ipari eredetll szennyezok, novényvédoszerek). (Internet

IL.) A legfontosabb xenodsztrogének:

Alkilfenolok és szarmazékaik: samponnal vagy milanyagokkal valé érintkezEs soran jutnak a
kornyezetbe

Ftalatok: kozmetikai szerekkel, mosogatoszerekkel keriilhetnek a kornyezetbe

Biszfenol-A: antioxidansként, milanyagok gyartasanal adalékanyagként vagy akar
fogtomésekben is hasznalhatjak

PCB vegyiiletcsoport (poliklérozott bifenilek): hdatadé folyadékként, hidraulikus
rendszerekben,  kendanyagokként, ill.  festékekben, ragasztokban, tOmitd- és
szigeteldanyagokban, valamint lAgyito anyagként millanyagokban és vizallo anyagként,
portalanit6 szerként és NCR (nem széntartalmu) masold papirhoz is hasznaljak

Egéstermékek

Dioxinok

Rovarirtok

Gyogyszerek

Fémek és fémtartalmu vegyiiletek (nehézfémek)

Hozamnoveld szteroidok (élelmiszerek koziil a tej- és huskészitményekben taldlhatdak)



e lzoflavon vegyiiletek (szo6jabol késziilt termékek)

e Fijdalomesillapitok, gyulladascsokkentok, antibiotikumok, valamint a fogamzasgatlok (a
gyogyszerek hatbanyaginak viszont csak alig fele hasznosul a szervezetben, mintegy 40-
60%-a vizelettel vagy széklettel, szinte érintetleniil kilirlil a szervezetb6l, €s a szennyvizbe

jut) (Petrovic et ai. 2004)

Mivel az EDC-k felhalmozodhatnak a szervezetben, nem csak az ,elsddleges fogyasztokra”,
hanem a taplaléklanc tobbi tagjara is hatdssal vannak. Az eddigi kutatasok kimutattdk, hogy az
EDC-k hataséra az ¢l61énykozossé geken beliil eltolodhat a nemek ardnya a néstények javara. A vizi
¢lovilagban, igy példaul a halaknil vagy a békaknal is felborul a szaporodasi rendszer, ami
megvaltoztatja az egész taplalkozasi lancot. (Berrill 2003)

Az EDC hatast anyagok felismerésének tobb nehézsége is van. Egyesek csak bizonyos
fajokra hatnak. Gyakran csak bizonyos ¢letkorokban veszEélyesek: embrid, 0jsziilott, pubertds és a
terhesség idOszakdban. Tobb generacion keresztiil jelentkezik a hatasuk. Szamos koziilikk
perzisztens, biomagnifikdciora hajlamos.

Legkonnyebben észlelhetdek a kozvetlenlil nemi hormonokat érintd hatdsok, amelyek a
nemek atfordulasaban, abnormalis nemi viselkedésben és a nemek ardnydnak eltoloddsaban
jelentkeznek. Az Osztrogén hatdsi anyagok kis koncentrdcidoban csak vitellogenin termelést
eredményeznek, nagyobb koncentrdcioban azonban a himek mar ikrat is raknak. Ikra dllapotban és
ivarérett kor elott adott 0sztrogén a him halakt funkcionalis ndéstényekké vagy hermafroditakka
alakitotta. Madaraknal ¢és halakndl az endokrin rendszert karosito6 anyagok koros
pajzsmirigymiikddést okoztak. Csokkent termékenytild képességet madaraknal, halakndl, kigyoknal
¢s emlésoknél figyeltek meg eddig. Halaknal, madaraknal és tekndsoknél kelési sikertelenség
jelentkezett. Csigaknal, madaraknal és emlésoknél immunrendszer miikodési zavarokat okozhatnak

a karos vegyianyagok. (Dickerson et al. 2007, Crain et al. 2008, Anway et al. 2006)

2.1.1.1 Osztrogén

Az 6sztrogén, vagy tliszOhormon szteroid vegyiiletek kombinacidja. Az dsztrogénciklusban
van szerepe, valamint ez a legfontosabb néi nemi hormon. A petefészekben, a méhlepényben ¢€s a
herékben termelédik. Elsésorban ndéi nemi hormon, de csekély mennyiségben a férfiak
szervezetében is eléfordul, ahol a himivarsejtek érésében jatszik szerepet. Az Osztrogén legfobb
szerepe a masodlagos ndi nemi jellegek kialakitdsa és a reprodukcios ciklus szabalyozasa. Emellett
részt vesz a szervezet fejlodésével 6sszefliggd mas folyamatokban is, igy példaul a csdves csontok

érésében és novekedésében. Masodlagosan alacsonyabb koncentracidban, mas szovetekben, példaul



a mellékvesében, a majban és az emld sejtjeiben termelddik. Ezen feliil kis mennyiségben
termelddik 6sztrogén a zsirsejtekben, izmokban €s a csontszovetekben. Az 6sztrogén a véraramban
kering és megkoti az Osztrogén receptorokat. A szovetekben ezek a receptorok tobb helyen is
megtalalhatok. (Nelsonand Bulun 2001)

Az Osztrogént szajon at alkalmazhaté fogamzasgatlokban, menopauza utdni ndk
Osztrogénpotlasa céljabol és transzszexualis ndk hormonkezelése céljabol alkalmazzak. Mint
minden szteroid hormon, az 0sztrogén is atjut a sejtek membranjan és az Gsztrogén receptorhoz
kotodve fokozza egyes gének mikodését. Az 6sztrogén hormonok koz¢é harom hormon sorolhato:

az O0sztron, az 0sztradiol és az Gsztriol (2. abra). (Whitehead and Nussey 2001)

Osztron Osztradiol Osztriol

2.abra: A szervezetben el 6for dulé dsztrogének szerkezeti képlete

(http://hu.wikipedia.org/wiki/T% C3% B Csz% C5%91hormon)

Ezek az anyagok felgyorsitjdk az anyagcserét, csokkentik az izomtomeget, novelik a
zsirraktarozas mértékét, serkentik az endometrium novekedését, serkentik a méh novekedését és
ezaltal a méh fala is megvastagodhat, ndvelik a csontképzddést, morfikus valtozasokat okozhatnak,
novelik a majban elballitott fehérjék szamat, ndvelhetik az epében 1év6 koleszterint, csokkenthetik a
bél motilitasat, elosegithetik a szervezetben a rak megjelenését. (Fangetal 2001)

Az 0sztrogének lebontasa és kiliriilése a szervezetb6l hidroxilacids folyamatok révén valosul
meg, amelyért a P-450 enzim felel. Két bomlastermék keletkezhet: a 2-hidroxi-6sztrogén, valamint
a 16-hidroxi-6sztron. Ez utdbbi a szervezetre nézve karos. A két bomlastermék aranya jelentds
mértékben befolyasolja a hormonfiiggd daganatok kialakuldsanak kockdzatat. (Internet III.) A
bomlastermékek a szervezetbdl a vizelettel tirlilnek. A hormonhatast anyagok, igy az 6sztrogének is
minimalis mértékben, de oldédnak vizben. Hormonhatdst készitmények szedése esetén e
vegyliletek koncentracidja ndhet a vizeletben, és igy nagyobb mennyiségben is a kornyezetbe
keriilhet, ahol a mikroorganizmusok nem képesek lebontani Ezért az egyik legismertebb
vizszennyez6 az 6sztrogén. A kornyezetben tehat a szintetikus 6sztrogének mellett a leggyakrabban

az Osztriol és az Osztron fordul el6. A jelenlegi ivoviz-tisztitasi eljarasok még nem veszik



figyelembe a vizek 17-B-0sztradiol tartalmat. Bizonyos szennyezOdéseket a kozOsségi
szlir6berendezések nem képesek kitisztitani. (Wise et al. 2010)

Ivoviz fogyasztaskor kisebb vagy nagyobb mértékben hormonok is keriilnek igy az é16
szervezetbe, ami nemcsak az allati szervezeteket, de az embert is veszélyezteti. Halakban és mas
szervezetekben kimutattdk, hogy a kornyezeti 6sztrogén karos hatdssal van a szaporodoképességre,

Eurépaban a tisztitott szennyvizzel kikeriildé 17-B-0sztradiol és Osztron koncentracioja
néhany ng/l-t61 a tobb sziz ng/l-ig valtozik (Desbrow et al. 1988, Baronti et al. 2000), mig ez az
adat az USA teriiletén a kimutatasi kiiszob alatti mennyiségtl 3,7 ng/l-ig valtozik (Synder et al.
1999). Nagy-Britannia folydiban nem ritka, hogy a vizhozam kozel felét a bedmld tisztitott
szennyvizek teszik ki. Az elfolyd vizek gyakran 100 ng/l feletti Osztrogénkoncentracioval
rendelkeznek, a felszini vizekben kialakulo koncentracié fiigg a bedmlés helyétdl valo tavolsagtol, a
viz mikrobialis aktivitasatol, valamint kilonfele fizikokémiai jellemzOkt6l Foként az Osztradiol

felelds az angliai tisztitott szennyvizek 0sztrogén-aktivitasaért. (Desbrow et al. 1998)

2.1.1.2 Biszfenol-A
Biszfenol-A (BPA) egy két fenol csoportot tartalmazo szerves vegyiilet (3. abra).

CH;,

| =
OH(EZ Wt

CH;

Biszfenol-A

3.abra: A biszfenol-A szerkezeti képlete
(http://en.wikipedia.org/wiki/File:Bisphenol_A.swg)

A biszfenollA (BPA) szintetikus vegyiilet, amelyet foként polikarbonit miianyagok és
epoxigyantak, 10%-ban specidlis vegyszerek, példaul a langgatlo tetrabrém-biszfenol eldallitasdhoz
hasznalnak. A biszfenol-A termelés gyors emelkedésével a vilagon eldallitott mennyisége ma eléri a
2,5 milli6 tonnat. Polikarbonatokbol CD-ROM-ok, ablak- és szemiivegek, elektromos és
elektronikai késziilekek, szekrények késziilnek. (Burridge 2003) Az epoxigyantdk enyvek, lakkok,
bevonatok alapanyagai. A kornyezetbe kemény mianyagbdl készilt termékekbdl, példaul
cumisiivegekbdl, = miianyag  edényekbdl  (tdnyérok,  poharak,  kancsdk),  miianyag

csomagoldoanyagokbol, étel- és italtaroldo dobozokbol, flakonokbol (mlianyag kulacsok, ételhordok),


http://en.wikipedia.org/wiki/File:Bisphenol_A.svg

yratolthetd vizes és 1iditds palackokbol (példaul kiranduld €s sportpalackok), ivovizvezetékekbdl,
¢lelmiszeripari csomagoloanyagokbol vagy orvosi eszkdzokbdl (fogaszati anyagok, katéterek,
kaniilok) keriilhetnek. (CERHR Expert Report for Bisphenol-A 2007) A BPA ho hatasara,
mechanikai hatdsra vagy sav és lug hatdsara oldodik. Nagymértékli hasonlosagot mutat az dsztrogén
hormonokhoz, ezért a szervezetben megfeleldé hormonvalaszt indithat el: szervezetbe keriilve az
Osztrogén-receptorokhoz kotddik, és megzavarja a természete hormonegyensulyt. S mivel a nemi
hormonok sokféleképpen alakitjak a folyamatokat a szervezetben, pontos hatasok elére szinte
megjosolhatatlan.

Emberben férfiaknal csokkentheti a spermiumtermelést, nknél a sajat 6sztrogén termelését,
medddséget és id6 eldtti pubertast okozhat, gyermekkorban pedig befolyasolhatja a masodlagos
nemi jellegek kialakulasat. A BPA esetleg karosan befolyasolhatja az €16 szervezetek idegrendszeri
fejlodését. Mivel az agy minden mas szervnél érzékenyebb a nemi hormonokra, ezért a BPA
befolyassal lehet az agy szerkezetére és miikodésére. A nemi hormonok egyik fontos hatdsa, hogy
az idegsejtek kozotti kapcsolatok (szinapszisok) szamat szabalyozza. A BPA a szinapszisok
elpusztitasdval idegrendszeri rendellenességeket idéz eld. Kéros hatdssal van a szaporitd szervekre,
noveli egyes ivarszervi tumorok felndttkori kockazatat, kapcsolatba hozhaté egyes sziv- és
érrendszeri betegsé gekkel, valamint a cukorbetegség magasabb kockéazataval. (Internet I'V.)

A BPA nagyon kis mennyiségben is karos hatassal van az é16 szervezetre. Ezen feliil sok
mas Osztrogénszerli hormon-utdnzé anyaggal egyiitt felhalmozodhat az emberi, illetve allati
szervezetben, igy a kedvezitlen hatdsok Osszeadddhatnak. A BPA hatisa nem egyenes ardnyban
novekszik a koncentraci6 mértékével. Igen kicsi és a meglehetdsen nagy koncentraciokban joval

kifejezettebb, mint a kdzbiilsd tartomanyokba esé mennyisé¢ gek. (Haighton 2002)

2.1.1.3 Atrazin
Az atrazin (2-kloro-4-(etilamino)-6-(izopropilamino)-s-triazin) ~ s-triazin  hatéanyagot

tartalmazo gyomirtoszer (peszticid) (4. dbra). Szintelen, nedvesedd por.

Cl
“ng

N)\N/ N7
H H

3.abra Az atrazin szerkezeti képlete

(http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/7/7b/Atrazin.png)
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Az atrazin napjaink egyik legvitatottabb gyomirtdoszere, a fotoszintézis gatlasan keresztiil
elsésorban magrol keld kétszikii gyomok ellen hatasos. Evtizedek ota hasznaljak viligszerte a
kukoricaveteményekben, a cirok- és cukornadtermesztésben €s golfpalydk gyepén a gyomnovények
visszaszoritasara. Annak ellenére, hogy betiltottdk az Eurdpai Unidban még mindig a legszélesebb
korben hasznalt gyomirtoszerek egyike a viligon. (Ackerman 2007) Altaliban a mezdgazdasagi
eredetli szennyezések Onmagukban nem okozndnak kiugréan magas kornyezeti értékeket. Az
atrazin lebomlasa azonban csak nagyon lassan megy végbe (perzisztens), felezési ideje 13 és 261
nap kozott van, ezért az ¢l6lények szervezetében felhalmozddva (bioakkumulacio) mennyisége a
komyezetben folyamatosan nd. Hosszabb tavon az ¢élovilag veszElyeztetése mellett az
ivovizbazisokat is veszélyezteti.

Egyes baktériumok talajbol torténd kinyerésével és kontrollalt koriilmények kozott torténd
fenntartasaval az atrazin €s mas triazin tipust vegyliletek kornyezetre artalmatlan termékekke,
széndioxidda és anorganikus nitrogénvegyiiletekké alakithatok at.

Az atrazin bar kozvetleniil nem képes az 6sztrogén receptorhoz kétédni, mégis az dsztrogén
hatasu vegyliletek koz¢ tartozik. A hatds feltételezhetéen az aromatdznak (cyp 19a) kdszonhetd,
amely a szervezetben a tesztoszteron-osztrogén egyensulyt szabalyozza, de képes az atrazint
Osztrogén receptorhoz kothetd molekulava alakitani. Szdmos halakon, kétéltlieken és emlésokon
végzett vizsgalat kimutatta, hogy az atrazin karos hatdssal van a normal endokrin €s neuroendokrin,
valamint az immunrendszerre. Kétéltliekben rovid tdvu (48 orés), kis koncentracidoban alkalmazott
(0,1-25 mg/1) atrazin kezelés is jelentésen ndvelte az ,,interszex” egyedek kialakulasi valoszintisé gét
(Hayes et al. 2002, Hayes et al. 2003), valamint gatolta az ivarszervek fejlodését (Tavera-Mendoza
et al. 2002). Az atrazin tesztoszteron szintet csokkentd €s ivarszervek fejlodését befolyasold hatasat
halakon (Moore et al 1998), aligdtorban (Crain et al. 1997) és patkanyokban (Friedman et al. 2002)
is kimutattadk. Bizonyos tanulmanyok szerint az atrazin tesztoszteron szintcsokkentd hatésa testsuly-
¢s étvagycsokkentd hatasabol adodhat, mivel himekben és ndstényekben egyarant beleavatkozik a
neuroendokrin rendszer jelatviteli folyamataiba. (Eldridge et al. 1999) Mésok szerint a testsulytol és

hormonszintt61 fliggetleniil az atrazin gatolta az emlomirigy fejlodését. (Rayner et al. 2004)

2.2 Toxikus anyagok vizsgalata

A toxikoldgia egy vegyszer, fizikai vagy kémiai dgens €l0 szervezetre ¢és az élovilagra
gyakorolt karos hatasainak tanulmanyozasa. Azon a mar a 16. szazadban is ismert elven alapul,
miszerint egy bizonyos mennyiség f616tt barmilyen anyag lehet mérgezo.

Napjainkban foként a fejlédd orszagokban mar térvények ¢és rendeletek szabadlyozzak a

gyogyszerhatoanyagok, vakcindk, élelmiszer adalékok, ndvényvéddszerek, ipari melléktermékek és
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mas potencialisan vesz¢lyes anyagok termelését és kibocsatasat. Ezek a szabalyozasok eldirjak az
adott anyag toxikologiai vizsgalatat egy meghatarozott rendszerben, amelynek eredményei alapjan
megallapitjdk, hogy az anyag ipar, mezdgazdasag vagy haztartdsok szempontjabdl elonyos

sajatsagait feliilmuljak-e annak a kdrnyezetre vagy az emberre gyakorolt kdros hatésai.

A kockézatbecslési folyamat harom 6 fazisra bonthato:

e Veszlyességi vizsgalat: Toxikologiai vizsgilatok segitségével felmérik az anyag 4ltal
hordozott potencidlis veszElyt (pusztulas, irritdcid, fejlédési rendellenességek, rakkeltd hatas
stb. felmérése). Az eredmények alapjan vizsgaljdk a hatdsok (ha van) és az alkalmazott
koncentraciok és kitettség Osszefliggését (dozis-hatas vizsgalat) €s meghatarozzdk azt a
legalacsonyabb koncentraciot, amelyben az anyag karos hatast mar nem valt ki (NOAEL-no
obseved adverse effect level).

e Expozicios (kitettségi) vizsgdlat: Az anyagnak mar kitett populdciok azonositidsan ¢és
vizsgalatan alapszik, melynek soran felmérik az expozicid mértékét, idOtartamat, tipusat,
gyakorisagat stb. és azaddig jelentkezd hatasokat.

e Kockazatjellemzés: Az el6z0 két vizsgalat Osszetett elemzése soran megallapitjak az adott

anyag altal hordozott valds egészségi vagy kornyezeti kockazatot.

A toxikologiai tesztelés tehat egy meglehetdsen 6sszetett folyamat. Az elmult évtizedekben
ezért szamos vizsgalati modszert fejlesztettek ki a minél szEélesebb korii tanulmanyozis érdekében.
A legtobb moédszerhez konszenzus tesztelési protokollokat is kidolgoztak (nemzetkdzileg érvényes
OECD protokollok, az adott orszigra jellemzd szabvanyok).

Bizonyos tesztelési eljarasok az adott anyagra jellemzd altalanos toxikus hatasok (akut,
szubkronikus, kronikus), masok a specifikus hatdsok felmérését célozzik (szaporodasi, fejlodési
rendellenességek, immunrendszerre gyakorolt hatasok, genotoxicitds, karcinogén hatasok
vizsgalata). Kordbban nem vizsgalt anyagok esetén els6ként akut toxicitas vizsgalatot végeznek,
azaz vizsgaljak, hogy az adott anyag ro vidtavu kitettsé g esetén milyen karos hatadsokkal rendelkezik
¢s meghatarozzak az adott iddtartamra jellemzd félhaldlos dozist vagy koncentraciot (LDsg, LCsp,
half lethal dose/concentration). Ezt kdvetden hosszabb idOtartamu, a vizsgalt szervezet teljes
¢lettartamandl rovidebb (szubkronikus) vagy a teljes életciklust magaba foglalo, folyamatos
kitettséget modellezd (kronikus) kezelések sordn meghatarozzidk az adott anyagra jellemzd
specifikus hatasokat és azok dozisfliggését.

A specifikus hatdsok tanulmanyozisara alkalmazhaté médszerek tarhaza szEles, a vizualis

megfigyeléstdl a szovettani vizsgalatokon at a molekularis biologiai moédszerekig szamos eszkoz all
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a kutatok rendelkezésére. Az, hogy ezek koziil melyik megkozelitéseket valasztjak, mindig az adott
cél alapjan dol el. A vizsgalatok soran hasznalnak szamitogépes becslést (in silicio megkdzelités),
kémiai elemzéseket, sejtvonalakat, azonban ezek nem képesek az €16 szervezetben lezajlo komplex
folyamatok modellezésére. A toxikologiai tesztelés sordn tehat mindig sziikség van €16 szervezetek

vizsgalatara is. (Abbott 2005, Monosson 2007)

3.2.1 Modellallatok szerepe a biolégiai vizsgalatokban

A biologiai kutatdsokban a tudomanyos modszer- és ennek részeként a modellalkotas- ma
altalanos érvényi. A modellalkotas két alapvet6 formaja az in vitro (mesterséges kérnyezetben, szo
szerint ,,livegben” vagy lombikban) és az in vivo ,£16ben” (vagyis magaban az é16 szervezetben)
kialakitott modell. Ezek a modellek tokéletesen alkalmasak szdmos biologiai kérdés
megvalaszolasara, és értékes adatokat szolgaltathatnak. (Boros 2007)

Az éllat modellalkotdsnak az allatkisérletekben természetesen szamos korlatja van. Talan a
legfontosabb, hogy a modellallatokon kapott eredmények nem minden esetben, vagy csak kdzvetve
hasznosithatok human koriilmények kozott. Az adatok jelentdsége sokszor bizonytalan (kiragadott
példa lehet az 50%-o0s halalos dozis (LCsp) eltérd értékei allatokban és emberekben), €s a fajok
kozo tti 6sszehasonlithatdsdg mindig kérdéses lesz.

Ma minden kutatonak a ,3R” alapjan, vagyis az allati fajdalom és szenvedés csokkentése, a
kisérletekben felhasznalt allatok szdmanak csokkentése a lehetdségek hataraig és az allati modellek
helyettesitése mas modellekkel elvei szerint kell megtalalni a legalkalmasabb megoldast, a legjobb
modellt. A leghevesebb vita természetesen a helyettesitésrél, annak mértékérdl és feltétereirdl szol.
(Boros 2007, Bachmann 2002)

Az idedlis modellallatok hasonloak egymashoz, méretikk szinte egyforma, szaporitasuk
konnyt, élettartamuk elegendd a vizsgalatok elvégzéséhez, kezelhetdségiik egyszer, tartasuk olcso,
a vizsgalatokat egyszerli rajtuk megismételni. A modellallatoknal alapvetd igény, hogy egyértelmii

kovetkeztetéseket tudjunk levonni, és tobb paraméter is tanulményozhaté legyen az allatokon.

(Boros 2007)

Az allatmodellek f6 alkalmazasi teriiletei:
e Allati viselkedés kutatasa (etologiai vizsgalatok)
e Azallatfaj reakcidinak vizsgalata
e Toxicitasi vizsgalatok (nem gyogyszerészeti készitmények tesztelése)
e Gyogyszeres tesztek elvégzése

e Kozmetikai tesztek
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e Altaldnos orvostudomanyi vizsgalatok
e Oktatas

e Biologiai kutatasok

A modellallatok lehetnek gerinctelen vagy gerinces allatok. A gerinctelenek koz¢ tartoznak
az ecetmuslincak (Drosophila melanogaster), amelyek a genetika, az élettan, és az evoluciobiologia
klasszikus, maig leggyakoribb modellszervezetei. A leggyakrabban haszndlt a gerinces modellallat
az egér, a patkdny, a nyul és a tengerimalac. Egyre gyakoribb a halak modellallatként torténd
vizsgalata is (pl. zebraddnio, paradicsomhal, szivarvanyos guppi, aranyhal, nilusi tildpia stb.). A
toxikologiai vizsgalatokhoz hasznalt modellallatok az 4ltalanos laboratoriumi gyakorlatban is
ismertek, de tobbségiik a fent felsoroltaknal kevésbé népszerti. Viztoxikoldgiai vizsgalatokhoz
leggyakrabban édesvizi gerinctelenek koziil d4gascsapu rakokat, gerincesek ko ziil a mexikoiaxolotl,
karmosbékat ¢és halakat (zebraddnido, medaka, édesvizi gombhal, szivarvanyos pisztrang)

hasznalnak. (Boros 2007)

2.2.1.1 A zebradanio (Danio rerio), mint toxikologiai modell

A zebradanio (Danio rerio) 6shazaja El6-India. Tropusi eredetli haziasitott halfaj, amely a
pontyfélék csaladjaba tartozik. 6 centiméter nagysaglra nd meg és nagyjabol 5 évig él. Kiilonfele
szinezetli és uszoformaju fajtak ismertek, hatuk olajbarnas arnyalatti, az oldalak és a has alapszine
sargasfehér. (Horn 1983)

A zebradanié (Danio rerio) napjainkban az egyik legnépszeribb modellallat szamos
tudomanyteriileten (fejlédésbiologia, genetika, toxikologia). Egyre tobb zebradanioval foglalkozo
labor épiil a vilagon, és az ott zajlé kutatasok nagy eredményekkel rendelkeznek, a kutatok évente
tobb konferenciat is tartanak, szamtalan cikk jelenik meg neves szaklapokban, melyekben az
elvégzett kutatasok eredményeirdl tajékoztatnak. A tudomany szamara a magyar szarmazasu, de az
Egyesiilt Allamokban ¢15 Streisinger Gyorgy fedezte fel ezt a fajt.

A laboratoriumi vizsgdlatok és a toxikologiai tesztelés szempontjabol szamos eldnyos
tulajdonsdggal jellemezhetd. Laboratoriumi koriilmények kozott konnyen tarthatd, kis testi
csapathalak. Kis helyigényiiknek és méretiknek kdszonhetden a vizsgalatok sordn hasznalt anyag
mennyisége (a kis térfogat miatt), a kibocsatott veszEélyes hulladék mennyisége és igy a vizsgalatok
koltsége toredékére csokkenthetd. Parzas alkalmaval a ndstények 20-200 ikrat helyeznek el.
Gyorsan fejlddnek, az embridknak 24 oras korukra az 0sszes létfontossagu szervik kifejlodik, 72
oraval a termékenyiilés utan kikelnek a larvak, majd ezt kdvetéen 2-3 nap alatt elisznak, €s az 5.

nap kornyékén megkezdik 6nallo taplalkozasukat. 3-4 honap alatt ivaréretté valnak. A zebradanio
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ikrahéj, valamint egy adott fejlodési allapotig a larva is atlatszo, igy az embriod €s azon beliil az

egyes szervek fejlddése mindenféle beavatkozas nélkiil mikroszkdopos vizsgalatok soran jol nyomon

kovethetd. (Hill et al. 2005)

Teljes genomi szekvencidja ismert, az élettani €s molekularis biologiai folyamatok
nagymértékli hasonlosdgot mutatnak mas emldsokkel és az emberrel. Kari és mtsai. (2007)
vizsgalatai alapjan a zebraddnion végzett toxikologiai vizsgalatok eredményei jol korreldlnak a mas

emlosokon végzett vizsgalatokkal (5. dbra).

Comparative drug toxicity
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5.4abra: A zebradani6 embriokon végzett toxicitas vizsgalatok dsszevetése mas eml 6s modellekkel. Az
abralogaritmikusan abrazolja a zebradanion (X tengely) és az emlds modelleken (Y tengely) kapott ere dmé nyek
(LCsp értékek) osszefiiggés ét. A zebradanié embridkat 18 anyaggal kezelték: (1) geladanamycin, (2) didemnin B,
(3) merbarone, (4) Fujisawa fehér je, (5) tritiofén (6) 4-ipomeanol, (7) etanol, (8) doxorubicin, (9) cetaminophe
A (10) cetamin, (11) cetamino, (12) aszpirin, (13) dexametazon, (14) cetaminophen, (15) koffein, (16)
takrin, (17) dikloér-ecetsav, (18) poliklorozott bifenilek. A piros, kék és zold kor 6k az egéren, patkanyon és

nyulon kapott eredményeket mutatjak.

Fontos kihangsulyozni a halembriokon torténd tesztelések allatvédelmi jelentdségét is. A
Német Allatvédelmi Torvényben, mely az EU allatvédelmi torvényén alapul és koztudottan nagyon
szigorl, a halembridkon torténd kisérletez€s nem mindsiil allatkisérletnek amennyiben az nem

taplalkozo larva elotti stadiumon torténik. (Nagel 2002)
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2.2.1.2 Transzgenikus zebradanié vonalak

A mai géntechnologia mar lehetdvé teszi barmely ¢l6lénybdl szirmazd, esetlegesen
mesterségesen is modositott, vagy teljesen szintetikus eredetli DNS szakasz beliltetését mas
¢lokények sejtjeibe. Az idegen eredetli DNS a fogadd szervezet genomjaba beépiil, és ott
orokletesen fennmarad. Akkor beszélhetiink transzgenikus €¢10lényrdl, ha a beiiltetett DNS szakasz
egy vagy tobb mikddoképes gént tartalmaz, vagy folyamatosan megvaltoztatja a gazda szervezet
barmely génjének mitkodését.

A transzgenikus allatmodellek az elmult évtizedben a toxikologiai vizsgalatok hatékony
eszkozeivé valtak. Segitségiikkel lehetdség nyilik egy adott élettani folyamat genetikai hatterének
mélyrehatobb tanulményozasira ¢és az egyes faktorok szerepének megértésére. Alkalmasak
mutagén, karcinogén hatdsok felderitésére ¢és széleskorli vizsgalatara, ezaltal nagy segitséget
nyUjtanak egy anyag toxikologiai kockazatbecslésében. (Boverhofet al. 2011)

A transzgén technikdk fejlédésével, valamint az emldsokon alkalmazhatdo technikak
adaptalasaval szamos a zebradaniora is alkalmazhatd transzgén eljarast dolgoztak ki Ennek
koszonhetéen napjainkban szamos mutins és transzgenikus zebradanid vonal 1étezik szerte a
vilagon.

A transzgenikus vonalak alkalmazisidval a molekularis hattér felderitése mellett lehetdség
nyilhat bizonyos szervek, szervrendszerek, sejtek fejlodésének behatobb vizsgalatara. Az adott szer
hatdsara bekovetkezd fejlddési rendellenességek detektdlasdra olyan vonalak vizsgalataval,
amelyekben a f6 toxikologiai célszervek (maj, vese, vérsejtek, érrendszer, idegrendszer)
valamelyike fluoreszcens fehérjével jelolt. Mivel a fluoreszcens jel jol lathatova teszi a célszervet, a
kialakul6 rendellenességek in vivo tanulmanyozhatoak az allat felaldozasa nélkil.

Kisérleteink soran egy vérsejt (gata-1: DsRed, Long et al. 1997) és egy vérér (fli-1: EGFP,
Lawson és Weinstein 2002) transzgenikus zebradanié vonalat vizsgaltunk.

A GATA-1 (globin transcription factor-1) fchérje az erithroid sejtek, eozinofil granulocitak
¢s hizosejtek fejlodéséhez (terminalis differencidcidjahoz) elengedhetetleniil szikséges
transzkripcios faktor. Kulcsfontossagli szerepe miatt a kiillonbozo fejlodési stddiumokban a
vérsejtképzésben résztvevd szervek azonositdsanak egyik legfontosabb eszkdze. A transzgenikus
vonalat olyan konstrukcioval hoztak Iétre, amelyben a GATA-1 transzkripcidés faktor promoter
segitségével jol vizsgalhatd a kiilonb6z0 anyagok vérképzd szervekre és vérsejtekre gyakorolt
hatdsa. Mivel zebradanidban embriondlis korban a sziv, felnétt korban a vese egy részében
képzoédnek az erithroid sejtek, ezért a vonal segitségével az ezekben a szervekben bekovetkezo

elvaltozasok is megfigyelhetok. (Long et al. 1997)
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A Fli-1 (Friend leukemia integration site-1) a hemopoetikus (vérképz6) szovetekben
(embrionalis korban ICM) ¢és szervekben (vese, csecsemOmirigy, sziv) és az endotelidlis sejtekben
(érfal) magas expresszios szintet mutatd transzkripcios faktor. A transzgenikus vonalat olyan
génkonstrukcid segitségével hoztak 1étre, amelyben a zold fluoreszcens fehérjét kodold gént (GFP)

a Fli-1 gén transzkripcios start helye elé épitették. (Lawson és Weinstein 2002)
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3. Anyag és modszer

3.1 Felhas znalt allatok

Munkéank sordn vérér és ér transzgenikus vonalakat haszndltunk. A halakat a Szent Istvan
Egyetem Halgazdalkodasi Tanszékének Tecniplast zebradanids haltartd rendszerében tartottuk ivar
szerint sz&étvalogatva. Egy 3 literes medencében 15 egyed keriilt elhelyezésre. A halakat 25,5°C-on,
allandd vizmindségi paraméterck mellett, 14/10 oras sotét/vilagos ciklusban tartottuk. A halak
ctetése szaraz haltappal tortént (SDS), amelyet hetente két alkalommal frissen kikelt sorak larvakkal

(Artemia salina) egészitettiink ki.

3.2 Zebradanié embridk nyerése

A kisérletek megkezdése elotti napon a zebradani6é sziildparokat szaporitd edényekbe
helyeztiik, a parok itt toltotték az éjszakat egymastol elvalasztva. A szoba és eziltal a viz
hémérsékletét 27 °C-ra emeltilk. Masnap reggel keriilt sor a himek és néstények 6sszeengedésére,
ezutan tortént meg az ivas. A szilok eltavolitasa utan az ikrakat 10 cm-es Petri-csészékbe helyeztiik

at, innen tortént atvalogatasuk a termékenyiilés ellen6rzése utan az 5 cm-es Petri-csészékbe.

3.3 Zebradanié embridk kezelése dsztrogén hatiasu anyagokkal

A kezelések megkezdése elott az5 cm-es Petri-csészékbe a termékenyiilés napjan (0 dpf= 0
days post fertilization) 25 db termékenyiilt ikraszemet helyeztiink ki, mindegyik koncentraciobol 2
parhuzamost (2db Petri-csészét) allitottunk be. Miutan az ikrakat leszamoltuk és a Petri-csészéket
feliratoztuk, minden csészét felto tottiink a megfeleld koncentracioju oldattal. Ezt kovetden a Petri-

csészéket 27,5 °C hdmérsékletii inkubatorba helyeztiik.

3.3.1 Osztrogén (17-8-osztradiol)

Az els6 kezelést Osztrogénnel (17-B-Osztradiol) végeztik 6 koncentracioban. Ezek a
kovetkezok: 200 ng/l, 100 ng/l, 50 ng/l, 25 ng/l, 12,5 ng/l, 6,25 ng/l. Elsé 1épésben 1 mg/l-es
torzsoldatot készitettiink (1 pl 1 g/l 17-B-0sztradiol + 999 ul etil-alkohol). Ezt kovetden
elkészitettiik a 200ng/l-es oldatot, és ebbdl higitottuk ki a tobbi koncentraciot, majd a Petri-
csészekbe 15ml megfeleld koncentracidji oldatot mértiink. Negativ kontrollként rendszervizet (a
zebraddnids haltartd rendszer vizét) és oldoszeres kontrollt (a legnagyobb koncentracidju dsztrogén

oldattal megegyez6 koncentracidban: 1 % etil-alkohol) hasznaltunk.
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3.3.2 Atrazin

Az atrazinos kezelésnél hirom koncentraciot alkalmaztunk: 20 mg/l, 10 mg/l, 5 mg/l
Minden koncentracional két parhuzamos kezelést végeztiink. Eldszor elkészitettik a 15 g/l-es
torzsoldatot (15 mg atrazin 1 ml acetonban oldva), majd a 20 mg/l-es koncentracidt, amelybdl
kihigitottuk a masik két koncentraciét. A Petri-csész¢kbe belemértiink 15-15 ml megfeleld

crer

% aceton) kontrollt hasznaltunk.

3.3.3 Biszfenol-A

A biszfenol-A esetében az 6sztrogénhez hasonloan 6 féle koncentraciot hataroztunk meg
(100 mg/l, 50 mg/l, 25 mg/l, 12,5 mg/l, 6,25 mg/l, 3,125 mg/l). A kezelés befejeztével a toményebb
koncentracidkban sok elhullast tapasztaltunk, ezért a legkisebb koncentracio alatt meghataroztunk
tovabbi négy koncentraciot (1,55 mg/l, 0,75 mg/l, 0,375 mg/l, 0,165 mg/l) és ezekkel
megismételtik a kezelést. Mindkét kezelésnél eldszor elkészitettiink 1 g/l-es torzsoldatot 1%
dimetil-szulfoxidban (DMSO). Mindkét kezelésnél elészor a legtoményebb koncentraciot
készitettiikk el, majd ebbdl higitottuk ki a sor tobbi tagjat. Mindkét kezelésnél rendszervizes €s
oldoszeres (0,1 % DMSO) kontrollt hasznaltunk.

3.4 Mikroszkdpos vizsgalatok

Az embriokat 3 napos korig (3 dpf) tartottuk a kezeldoldatokban. A kezelés megkezdését
kovetd elsé ¢és masodik napon fénymikroszkoép (Olympus) alatt vizsgaltuk a fejlodési
rendellenességeket, torzulasokat, valamint meghataroztuk az elpusztult és életben maradt embriok
szamat. Elébbieket eltavolitottuk a Petri-csészEkbol Az eredményeket tablazatban ro gzitettiik.

A fnymikroszkopos vizsgalatokat a harmadik napon is elvégeztiikk, valamint fluoreszcens
mikroszkop (Leica M205 FA) (6. abra) alatt a vér- és érrendszerben megfigyelhetd elvaltozasokat is

detektaltuk és ezeket a mikroszkophoz tartozo szoftver segitségével (LAS) fényképen is ro gzitettiik.
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6.abra: A fluoreszcens mikroszkép (Leica M205 FA)

Minden esetben rogzitettiink egy teljes testet mutatd felvételt (40x nagyitas), majd nagyobb
nagyitadson (100x) kiilon a fejet, a test kozépsd részét valamint a farki részt is lefotoztuk. A
megfeleld fluorszcens sziirdt (a vords fluoreszcens fehérjéhez RFP, a zold fluoreszcens fehérjéhez
esetén mindig alacsonyabb, a testrél késziilt felvételek esetén mindig magasabb exponalédsi idovel
dolgoztunk.

A fenyképek kiértékelése vizudlis alapon tortént. A kiértékelés soran az eredményekhez
elegendd a fejrol és a farki részrél késziilt fényképek értékelése, mivela teljes test és a test kozépsd

részérol késziilt felvételeken ugyanazok a rendellenességeket lathatoak.
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4. Eredmények és értékelés

Kisérleteink sordn hiarom 6sztrogén hatdst anyag, az 6sztrogén (17-p-0sztradiol), az atrazin
¢s a biszfenol-A fejlodésre, pigmentaltsagra és a kardiovaszkularis rendszerre gyakorolt hatdsait
vizsgaltuk transzgenikus (vér és érrendszer) zebraddnid vonalon. A vizsgilatok eldkisérletként
szolgalnak egy tobbszinl, 0sztrogén hatasu anyagok vizsgalatara alkalmas transzgenikus zebradaniéd
vonal létrehozésdhoz. Hogy felmérjikk, a vizsgalt vonalak valoban alkalmasak-e olyan fejléddési
rendellenességek detektalasara, amelyeket a normal, fénymikroszkdpos vizsgalatok nem tesznek
lehet6vé, a kornyezetben eldforduld koncentracioknal nagyobb, az irodalmi adatok alapjan biztosan
¢lettani hatast kivaltd koncentraciokat haszndltunk.

Kontrollként minden esetben a zebradanios haltartd rendszer vizét és az anyag legnagyobb

crer

rendszervizes kontrollto] jelentésen nem tértek el, ezeket egy fejezetben targyaljuk.

4.1 Kontroll egyedek

AL

7. abra: Kontroll egyedrdl késziilt nor mal meg vilagitasi fel vétel (40x-es nagyitas)

Az 7. dbran egy kontroll 3 napos transzgenikus zebradanido embriordl késziilt kép lathato
(normal megvilagitas). Az egyed a koranak megfelelden fejlett, torzulasok nem lathatoak a testen. A
test és a szem normal pigmentaltsagl, a torzs egyenes. Odéma sem a sziken, sem a szivburkon nem

figyelhetd meg. A szelvényhatarok jol elkiilonithetdek.
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8. abra: Kezeletlen, vérsejt tarszgenikus embrié fe jérdl késziilt flureszcens kép

(RFP sziiré, 100X) (Roviditések: SZ: sziv, Ki: kopoltyiiiv, NGYV: nagy gyiijtévéna)

Az 8. abran egy kontroll GATA-FLI transzgenikus zebradaniéo embrio feji részerdl késziilt
fluoreszcens mikroszkopos felvétel lathatd (RFP szlird). A képen jol latszik, hogy a vordsvérsejtek
nagy része mar az erekben 4ramlik, a szik €és sziktomld felszinén csak elszortan talalhatoak meg.
Véromlenyek nem lathatoak a feji részen. A sziv és a szivburok normalméretii. A nagy
gylijtdvénaban ¢és a kopoltylivekben taldlhatd erekben is szépen aramlik a vér, zartak, nincsenek

benniik sem elzar6dasok sem tagulatok.

9. abra: Normal tarszgenikus embrié fejérdl késziilt flureszcens kép (GFP sziird, 100X)

(Rovidités: KI: kopoltyiiv)
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Az 9. abran ugyanazon embrid feji részeérdl késziilt fluoreszcens mikroszkopos felvétel
lathaté (GFP sztrd). Jol megfigyelhetéek a kopoltytivek erei, melyek az embrid koranak

megfelelden fejlodtek, rajtuk sem elhalas, sem torzulas nem figyelhetd meg.

10. abra Normal tarszgenikus embrio fark arol késziilt flureszcens kép (GFP sziiré, 100X) (Roviditések:

SZKE: szelvények kozotti ér, FA: farok artéria, FV: farok véna)

A kontroll embrié farokrészérdl késziilt felvételen (10. dbra) megfigyelhetd, hogy a
szelvények kozotti erek szépen formaltak, jol kdvetik a szomitdk hatarait, sem koros tdgulatok sem
szikiiletek nem figyelhetéek meg rajtuk. A farok artéria és a farok véna az embrid fejlodési

allapotnak megfeleld fejlettségii és jol elkiilonithetd egymastol.

11. 4bra: Normadl transzgenikus embri6 farkar 6l késziilt flureszcens kép

(RFP sziir6, 100X) (Roviditések: SZKE: szel vények kozotti ér, FA: farok artéria, FV: farok véna)
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Az 11. abran jol latszik, hogy a kontroll egyed ereiben a vér akadalytalanul tud dramlani. A

farok véna ¢és a farok artéria jol elkiilonithetdek egymastol

4.2 Osztrogén kezelés eredményei

A kisérletben 6 Osztrogénkoncentraciot allitottunk be, a normal (vizes kontroll) ¢és
oldoszeres kontroll (alkoholos kontroll) mellett (1. tdblazat). A koncentraciok kivéalasztisanal az
irodalmi adatokban szereplé mar biztosan élettani elvaltozasokat okozd koncentracid mellett (100

ng/l) a kdrnyezetben is el fordulé mért mennyiséget (6,25 ng/l) vettiik alapul.

Koncentraciok Elpusztult* Kelések* Szik- vagy Egyéb*
perik. 6déma*
vizes kontroll 12% 100% 0% 0%
alkoholos kontroll 10% 96% 0% 0%
200 ng/l 32% 82% 5,8% 8,8%
100 ng/l 28% 69,4% 0% 8,3%
50 ng/I 32% 91% 5,8% 0%
25 ng/l 46% 77,7% 0% 3,7%
12,5 ng/l 34% 100% 0% 9%
6,25 ng/l 36% 96,8% 0% 6,5%

1. tablazat: Az osztrogénkezelés eredményeinek dsszefoglalé tablazata.

*: A Kkisérlet végéig életben mar adt egyedek aranyaban

A kapott eredmények alapjan elmondhatdo, hogy az Osztrogénnek, a vizsgalt
koncentraciokban, tobb negativ hatasa is volt az embriokra. Mar igen alacsony koncentracioban is
megemelte az elpusztult egyedek aranyat a kontrollokhoz képest. Hatasa volt a kelési idore,
valamint az egyedek pigmentaltsagira és a vér €s érrendszeri fejlodésére. A fobb fenotipusos

elvaltozasokat a ko vetkez6 abrakon mutatjuk be:
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12. abra: Osztrogén kezelés hatasara bekovetkezé fenotipusos el valtozasok I.

(Roviditések jegyzéke: VO: véromleny S ZKE: szelvények kozotti ér: SZ: sziv,
Ki: kopoltyiiiv, NGYV: nagy gyiijtévéna)

Az Osztrogénkezelések egyik legszembetlindbb hatdsa a pigmentdltsdg csokkenése
(fnymikroszkopos felvételek), valamint elsésorban a feji részen, a kiilonb6z0 véromlenyek
megjelenése volt az egyedek egy részEben (RFP felvételek, 12. dbra). Megfigyelhetd volt tovabba,

hogy a vorosvérsejtek jo része a testben elszortan helyezkedett el és nem az erekben mozgott.
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13. abra: Osztrogén kezelés hatasara bekovetkezo fenotipusos el valtozas ok I1.

(FA: farok artéria, FV: farok véna, SZKE: szel vények kozotti ér, SZ: sziv,
Ki: kopol tytiv, NGYV: nagy gyiijtévéna)

Megfigyelhetd volt tovabba, hogy néhany egyednél a szelvényezettség és az érrendszer
kialakuldsaban is jelentds zavarokat okozott az anyag. Az 13. dbrdn az embrio farkdrdl készilt
képen jol latszik, hogy a szelvényhatarok nem parhuzamosan futnak egymassal, illetve a szelvények
alakja nem a normal ,,V”’ mintazatot adja (U shape). Tobb egyeden észleltiik a farokrész torzulasat
is. A szelvények torzult lefutasat jol kovetik a szelvények kozotti erek is (RFP, GFP felvételek). A
fluoreszcens felvételek tovabbi vizsgalatabol az is megallapithato, hogy egyes erek kialakuldsa nem
(SZKE) vagy csak részlegesen, illetve torzan ment végbe (NGYV, FV, FA), tobb helyen lathatoak
rajtuk elzarodasok, illetve kioblosodések. A vér keringését biztosito sziv is fejletlen volt az egyedek

egy részEnél.
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4.3 Atrazin ke zelés eredményei

A kisérletben 3 atrazin koncentraciot vizsgaltunk, a normal (vizes kontroll) és olddszeres

kontroll (acetonos kontroll) mellett (2. tdblazat). A kisérletben csak olyan koncentraciokat

hasznaltunk, amelyek mar biztosan okoznak ¢lettani rendellenessé geket.

Koncentraciok Elpusztult* Kelések™ Szik- vagy Egyéb*
perik. 6déma*
vizes kontroll 12% 100% 0% 0%
acetonos kontroll 6,6% 50% 0% 7,1%
20 mg/I 23,3% 17,4% 0% 17,4%
10 mg/I 16,6% 28% 8% 12%
5 mg/l 23,3% 52% 0% 13%

2. tablazat: Az atrazin kezelés eredményeinek osszefoglald tablizata.

A kapott eredmények alapjan elmondhatd, hogy az atrazinnak, a vizsgalt koncentraciokban,
tobb negativ hatdsa is volt az embridkra. Mar az alacsony koncentrdcidban is megemelte az
elpusztult egyedek aranyat a kontrollokhoz képest. Hatasa volt a kelési idore valamint az egyedek

pigmentaltsagara, a vér és érrendszeri fejloddésére, valamint tobb esetben farok torzulast idézett elo.

*: A kisérlet végéig életben maradt egyedek ar anyaban

A fobb fenotipusos elvaltozisokat a ko vetkezd abrakon mutatjuk be:
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14. abra: Atrazin kezelés hatasara bekovetkezé fenotipusos elvaltozasok L

(FA: farok artéria, FV: farok wna, SZKE: szelvények kozotti ér, S Z: sziv,
Ki: kopoltyiiv, NGYV: nagy gyiijtévéna)

Alacsony koncentracioval kezelt egyedeken tobb esetben is megfigyeltik a csokkent
pigment termelést az egyedek egész testfeliiletén (BF képek), illetve a sziv fejletlensége is tobb
esetben eldfordult. Annak ellenére, hogy az erek viszonylag jol fejlettek voltak az alacsony dézisu
kezelés mellett, a nem megfeleld szivmiikodés miatt a vér csak gyengén aramlott az embridk

szervezetében. (14. dbra)

28



15. abra: Atrazin kezelés hatasara bekovetkezo fenotipusos el valtozasok 11

(FA: farok artéria, FV: farok véna, SZKE: szel vények kozotti ér, SZ: sziv,

Ki: kopoltyiiiv, NGYV: nagy gyiijtévéna)

A magasabb atrazin-koncentracioval kezelt embridkon nagy szamban fordultak elé a
kiilonb6z0 nagysagi véromlenyek, elsdésorban a feji részen. A vérOmlenyek nagysdga és szdma
meghaladta az Osztrogénkezelés soran tapasztaltakat, a vérsejtek jelentds része az ereken kiviil
helyezkedett el. A 20mg/l-es kezelésben a farok artéria és a farok véna fejletlensége, illetve a
szelvénykozi erek részleges hianya is jellemz6 fenotipusos elvaltozas volt (15. abra). Az atrazin
hatdsara a tuléld egyedek kozel negyede mutatott valamilyen torzuldsos rendellenességet a
faroktajékon, illetve szinte minden esetben megfigyelhetd volt a csokkent pigmenttermelés is.

Néhany esetben kezd0dd perikardialis 6démat is megfigyeltiink.
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4.4 Biszfenol-a kezelés eredményei

A kisérletben 10 Biszfenol-A koncentraciot allitottunk be, a normal (vizes kontroll) és
oldészeres kontroll (DMSO kontroll) mellett (3. tablazat). A koncentraciok kivalasztasanal az
irodalmi adatokban szerepld mar biztosan ¢élettani, ndvekedési rendellenességeket okozo

koncentraciokat vettiik alapul, illetve ezeket jelentdsen meghaladé mennyiségeket is hasznaltunk.

Koncentraciok | Elpusztult* Kelések™ Szik- vagy Egyéb™
perik. 6déma*
vizes kontroll 12% 100% 0% 0%
DMSO kontroll 14% 97, 7% 0% 2,3%
100 mg/I 100% 0% 0% 0%
50 mg/I 100% 0% 0% 0%
25 mg/l 100% 0% 0% 0%
12,5 mg/l 68% 0% 0% 0%
6,25 mg/I 18% 48,7% 0% 0%
3,125 mg/I 8,8% 80% 0% 0%
1,55 mg/I 20% 42,5% 17,5% 5%
0,75 mg/I 42% 86% 3,4% 6,9%
0,375 mg/l 26% 48,6% 16% 5,4%
0,165 mg/| 32% 70,6% 5,8% 14, 7%

3. tablazat: A biszfenol-A eredményeinek 6sszefoglalé tablazata.

*: A kisérlet végéig életben maradt egyedek aranyaban

A kapott eredmények alapjan elmondhato, hogy a biszfenol- A-nak a vizsgalt koncentraciok
mindegyikében tobb negativ hatdsa is volt az embridkra. Mér igen alacsony koncentracidban is
megemelte az elpusztult egyedek szamat a kontrollokhoz képest. Jelentds hatdsa volt a kelési idOre,
minden koncentracidban meghosszabbitotta a keléshez sziikséges id6t (16. abra), valamint
csOkkentette az egyedek pigmentaltsdgat és negativ hatdsa volt a vér €és érrendszeri fejlodésére is. A

fobb fenotipusos elvaltozasokat a ko vetkezd abrakon mutatjuk be:

16. abra: Biszfenol-A hatasara bekovetkezo fenotipusos el valtozasok 1.

A képeken 72 6ras még ikrahéjban 1€ vé e mbriok lathatok.
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17. abra: Biszfenol-A hatasara bekovetkezé fenotipusos elvaltozasok II. (FA: farok artéria,

FV: farok véna, SZKE: szelvények kozotti ér, SZ: sziv, Ki: kopoltyuiv, NGYV: nagy
gylijtdvéna)

A biszfenol-A egyik legszembetiinébb hatasa a farok torzulasa illetve az uszokezdemények
deformaltsdga volt, melyek mar az alacsony koncentracidkkal torténd kezelésekkor is
megnyilvanultak (17. abra). A torzult farokrészben az erek torzulasa is megfigyelhetd volt, a farok
artéria és a farok véna azonban jol elkiilonithetd volt egymastol, koros sziikiiletek nem, tagulatok
viszont megfigyelhetdek benniikk. A sziv mérete tobb esetben is kisebb volt a normal egyedek

szivméreténél.
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18. abra: Biszfenol-A hatasara bekdvetkezo fenotipusos el valtozasok I11.

(FA: farok artéria, FV: farok véna, SZKE: szelvények Kozotti ér, S Z: sziv,
KIi: kopol tyiiiv, NGYV: nagy gyiijtévéna)

Az egyedek egy részénél, a masik két anyaghoz hasonléan, megjelentek a véromlenyeket az
embriok feji részén. A fénymikroszkopos felvételen jol latszik, hogy a farokrészben taldlhatod
szelvények morfologidja eltér a normal fejlodésiitdl, a szomitdk U alaktiak (U shape). A szelvény

kozotti erek lefutasa koveti a szelvényhatarokat, igy alakjuk szintén eltér a normalist6l. (18. abra)

4.5 Kovetkeztetések és javaslatok

A vizsgalt anyagok mindegyike okozott fejlddésbeli rendellenességet a vizsgalt vonalakon.
Minden esetben megfigyelhettiink a pigmentdltsagra és a vér- és érrendszerre kifejtett karos hatast
is. Ez utdbbiak jO része normal, fénymikroszkopos vizsgalatokkal nem figyelhetd meg. A
vizsgalatok eredményei alapjan tehat a vonalak valéban felhasznalhatoak lesznek a tervezett
tobbszinlii vonal létrehozidsdhoz, valamint mas anyagok teszteléséhez, azonban tovabbi, a
kornyezetben eldforduld koncentraciok vizsgalata javasolt.

Megfontolandd lehet a transzgenikus vonalak alkalmazasa és beépitése a toxikologiai
vizsgalatok soran eddig hasznilt OECD protokollokba is. A vizsgalatok jol megfelelnek a ,3R
stratégianak”, mivel a kisérleti allatok felaldozdsa nélkiil, ugyanazon 4&llatban kiilonbozo

idépontokban van lehetdség olyan rendellenességek kimutatasara, amelyekre korabban csak invaziv
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eljarasokkal vagy az embrio fixdlasat kovetd festési eljardsok alkalmazasaval volt lehetdség.
Emellett a szivmiikodés mélyrehatobb tanulmanyozésat is lehetdvé teszi, valamint a vérkeringésbeli

eltérések jobb megfigyelését biztositja.
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5. Osszefoglalas

Az ipar és a mezbgazdasag fejlodésével egyre tobbféle vegyi anyag jut a kornyezetbe,
amelyek kozott szamos nagy mennyiségben kijutd, a hormonhaztartast megzavarod osztrogénhatasu
anyag is talalhatd. A kikeriild szennyezbanyagok veszélyeztetik az érintkezd €16 szervezeteket,
ezért kimutatasuk és hatdsuk vizsgalata nagy jelentdséggel bir.

A vér és érrendszer a legfontosabb toxikologiai célszervek kozé tartoznak, mélyrehatdbb
morfologiai vizsgalatuk csaknem minden esetben (kivéve vérvétel) a kisérleti dllatok feldldozasaval
jar. A laboratoriumi allatokon végzett kisérletek tervezésekor azonban egyre inkabb kovetelmény a
vizsgalatok helyettesitése, csokkentése és finomitasa (3R stratégia).

A zebradanié (Danio rerio) évtizedek ota az egyik legaltalanosabban hasznalt laboratoriumi
modellallat. Embrioit és larvait a taplalkozo kor eléréséig az Eurdpai Unidban hatdlyos allatvédelmi
szabalyok nem tekintik €16 4llatnak. Mivel ebben a stddiumban a larvak még atlatszoak, a
fluoreszcens fehérjét kifejezd transzgenikus vonalakban a jelolt célszervek jol lathatoak, igy
lehet6vé teszik azok in vivo vizsgalatat ugyanazon egyedben eltéré idépontokban, az allat
felaldozésa nélkiil

Vizsgalataink sordn célunk Osztrogén hatasti anyagok vizsgalata volt a vérben és az
érrendszerben z0ld (GFP) és voros (RFP) fluoreszcens fehérjét kifejezd transzgenikus zebradanio
vonalakon.

Az embridkat 4 napon at kiilonb6z6 koncentracioju 6sztrogén (17-B-6sztradiol), atrazin és
biszfenol-a oldatokkal kezeltik. Naponta vizsgaltuk az életben maradast, a kelést és a
fenymikroszkop alatt megfigyelhetd fejlodési rendellenességeket. A 4. napon fluoreszcens
mikroszkop alatt a vér- és érrendszerben megfigyelhetd elvaltozasokat is detektdltuk. Az
elvaltozasokat f¢nyképeken ro gzitettik.

Kimutattuk, hogy a kezelt larvakban a vizsgalt anyagok hatdsara szamos elvaltozas alakul ki
az érrendszer fejlddésében és a keringésben (erek Gsszendvése, hianya, rendellenes szivmiikodés,
vérsejtek szétszorddasa a testben). Igazoltuk, hogy a transzgenikus zebraddnié vonalak valdéban jol
alkalmazhatoak toxikoldgiai vizsgalatokhoz és kitlind alternativat jelenthetnek a koltségesebb
vizsgalatok eldkisérleteihez, vagy azok kivaltdsahoz Segitségiikkel lehetdség nyilik olyan fejlodési
rendellenességek megfigyelésére is, amelyek a vad tipust larvak vizsgalataval in vivo rejtve

marad nak.
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6. Koszonetnyilvanitas

Koszonetlinket szeretnénk kifejezni konzulenseinknek, Bakos Katalinnak és Dr. Csenki
Zsoltnak a vizsgalataink sordn és a dolgozatunk Osszedllitdsdban nyujtott segitségéért. Szeretnénk
még megkoszonni Dr. Urbanyi Béla tanszékvezetének, valamint a Halgazdalkodasi TanszEék

minden dolgozdjanak a munkankhoz nytjtott segitségét. Valamint Bencsik Doranak és Kovacs
Robinak.

A dolgozat a TAMOP-4.2.1.B-11/2/KMR-2011-0003 , Az oktatis és kutatas szinvonalinak

emelése a Szent Istvan Egyetemen” c. palyazat timogatasdval valosult meg.
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