Tudomanyos Diakkori Dolgozat

Készitette: Pelyhe Csilla

2011



Szent Istvan Egyetem
Mezbgazdasag- Es Kornyezettudomanyi Kar,
Kornyezet- és Tajgazdalkodasi Intézet
Halgazdalkodasi Tanszék

A nanoeziist hatdsainak vizsgélata zebradanion (Danio rerio)

Készitette:
Pelyhe Csilla
Okotoxikologus MSc II. évf.

Bels6 témavezetok:
Dr. Csenki Zsolt Imre, tanszéki mérnok
Dr. Hegyi Arpad, tudomanyos segédmunkatars
Bakos Katalin, tanszéki mérnok

Tanszékvezetd: Dr. Urbanyi Béla

Godollé
2011



Tartalomjegyzék

1

4

Bevezetés, CEIKitlUzEs €S hiPOTEZISEK ....cciuviiiiiiiiee e et e e sbae e e e 3
1.1 BOVEZELES ... ettt ettt h e bbb s he e e he e ea et et eab e e b e e bt e bt eeeaneeanes 3
1.2 CBIKITUZAS ...ttt ettt b e b e b e s bt s he e sab e st s bt e bt et e e bt e s beenbeens sareeneenne 4
1.3 [ LT o T 1 =T A=) U 4

TgeTe 1 [a g1 § A X=] 4L =PSRN 5
2.1 EzUst, NATEENINTOIMACIOK ..vvvveieeiieiieeeee et e e e e e e e e e atabe e e e e e eeeaaraaaeeeeens 5

2.11 EZUSt - AlAlAN0S LOXICIEAS «...v.veveveeececveteieeeececae ettt sae st eeae st esenaeae st sessesaesesesnaees 6

2.1.2 EZUST = OKOTOXICIAS ..vcueveveviviietetesiiete ettt ettt et et s st s b e b e s as et setese s s beseas s eneseaens 7
2.2 F N oY o 1=y 0 Iy d =Y 1 1= o Vo | PSPPI 7

2.2.1 A nanoezist hatdsai baktériumokra, gombdkra és virusokra .........ccccceoveciiiiiiiiiiccciieeee e 10

2.2.2 A nanoeziist hatdsai emIBsOk SZervezetére........cocuiiiiiiiiiiiiieeec e 11

223 A nanoeziist hatdsai @ halak SZErVEZEtEre.......coovuii i 12
2.3 A halakon torténé tesztelés fontossdga €5 elONYei......ccueeieiceiiiiiii e 14
2.4 Mérgezések hatdsa a halak SZEIVEZELEIE .........uiviii i rrae s 15
2.5 A ZEDIAGANIG ...ttt b e b e she e st e s ae e s at e saee st en e ns 16
2.6 Az anyai hatas DIOIOZIAJA .....ccoccuiie it e e et e et e e e e e bte e e e arae e e anees 17
2.7 A zebraddanié embrié fejlédésének fébb |épései - kiilonos tekintettel az idegrendszer, vese és
vérerek, VErképz8 szervek KialaKUIASAra ..........oeiiciiiii it e et e e e e e nreeeeas 18
2.8 SZOVETLANT I AIASOK...eiiiitiiiiiiiiee ettt e et e e et e e e et e e e e s tb e e e e e abte e e e abeeeeaabaeeeartaeeeaarees 21

2.8.1 I T WY |- T [ SRR 22

F N NV T T g Yo Ly =T RPN 23
3.1 A kisérleti allomany és a vizsgdlatok elvégzésének helye ..........ccoocvveeeiiiieeicciiee e 23
3.2 A felhasznalt NAN0EZUST I@IMASA ...c.veevieiiieiieiieeee et st 23
33 A kisérletekben hasznalt zebradanid vonalak jellemzése ..........cooovvvieiiiiiiiicciiie e 23
3.4 A nanoezist hatasanak vizsgalata a zebradanid szaporoddsara (anyai hatds vizsgalat)................. 24

341 A nanoeziist tartalmu oldat készitésének Menete.......cccovvvieriiiiieiiieieeeeeee e 24

3.4.2 A kisérleti allomany tartdsa és SZaporitdsa .....ccveeevcieeeiiiiie e 25

3.4.3 Anvyai hatds vizsgalatdra irdnyuld Kisérletek.......ccovieiiioiii e 25
3.5 SZOVETEANT VIZSBAIATOK...ceii it e e re e e e e e e s rr e e e e e e e e nbraraeeaeeeennes 26

3.5.1 A PAS-festés menete: (tobblépcsGs KUvettasorozat) .......cceeeeecveeeeciiieeeeciiee e 26
3.6 Az ikrahéj barrier hatdsdnak vizsgalata .........ceeeiiiiiiiiii e 27

3.6.1 Transzgenikus zebraddnio embriok NYEréSe .........ocvviieeiei e 27

3.6.2 Az embridk és egyes szervek fejl6dési rendellenességeinek vizsgdlata.........cccceeevnnnennnenn. 27
3.7 Alkalmazott statisztikai MOASZErEK .....c..eovuiiiiiiiiiiie e 29

Vizsgalati eredmények és MegVitataSuK........cceiiiiiii i et 29



4.1 ANYAI NatAS VIZSZAIAT...cci i e e e e e ae e e e arae e e narees 29

4.2 Anvyai hatds vizsgalat — ikrdk szdma és termékenyilési ardny értékelése.........ccccvvrvviiniiiiennnnnnn. 29
4.3 Az embridk morfologiai értékelésének eredmeEényei......coeeeeceiiiiiiiii e 31
4.4 SZOVELLANT EIEMZES: ... e sttt e e e ar e s re e e ne e nnre s 32
44.1 FAN oY ] 1 o] | IolYoT o o] o R SRR 32
4.4.2 A 0.5 ppmM-€5 NANO0EZUST CSOPOIT ...ttt et e e e et e s e e e s e e ebaaeseeaaaes 33
4.4.3 Az 1 ppmM-€5 NANOEZUST CSOPONT ..uuiiiiiiiiiiiiiiee et e e e e et e s e e e e e e eaareeeeaaees 35

4.5 A nanoezist hatasa a fejl6d6 embridkra, és az ikrahéj barrier hatdsdnak vizsgalata..................... 37
45.1 A héjas €MDBIIOK TUIEIESE .......c..veiiieeee e e e eetee e e e ate e e e e bee e e enees 37
45.2 A héjazott emMDBIiOK TUIBIESE..........ccceieee ettt ete e e e e ba e e e e e raeaeeanes 38
4.5.2.2 Avizsgalt kezelések kozotti 6sszehasonlitdsok eredmeényei .......cccuveeeeciieeiiciieecccieec e 38
453 Az ikrahéj barrier hatdsanak vizsgalata ..........ccueviiiiiii i 39

4.6 Az embridk MorfolOgiai ErtKEIESE .......cocuviiiiiiiiei e e 40
4.6.1 Morfoldgiai rendellenességek vizsgdlata a héjas és a héjazott csoportokban........................ 40
4.6.2 Az embridk fluoreszcensen jeldlt szervben fellépé rendellenességek értékelése................... 40
4.6.2.2 A nanoeziist hatdsai az idegrendszer feJlGAESEre ........ccovviviiieiiicieiicciee e e 43
4.6.2.3 A nanoeziist hatdsai az érrendszer és vérképz6 szervek fejl6désére - farok ........cocveevenneeennes 45
4.6.2.4 A nenoezlst hatasai az érrendszer és vérképzd szervek fejl6désére - tOrzs.......covvvvrnvrnnnnnnns 47
4.6.2.5 A nanoeziist hatdsai az érrendszer és vérképzé szervek fejl6désére - fej.....covrrrvvniiiiinnnnnnnns 49

5 HIpOtEzZiSEK MEGDESZEIESE. .....eeiieeieee e et e e st e e st b e e e e ar e e e e araeeeearaee s 51
6 KOVEtkeztetések, JaVasIatoK ......c.eiiiiiiiii et e e s te e e e sbreeeean 52
6.1 ANYAI Natds VIZSZAIAT...cci i e e e e bee e s ara e e e earees 52
6.2 A nanoezist hatdsa a fejl6d6 embridkra, és az ikrahéj barrier hatdsanak vizsgalata..................... 52
6.3 KOVEtKEZEETESEK OSSZEEZESE ....ceeeiiteeee ettt e e e e e et r e e e e e e s e s aata s e e e e e e esanbraaeeaaens 53

A 013 2= oY= { = - TS 54
I (e 17 Ze ] 01101771 LV T oY1 = PR 55
1S B (oo -] [oT 0 gV [=T =4V <] PSR SURN 56



1 Bevezetés, célkitizés és hipotézisek

1.1 Bevezetés

A tégazdasagi termelés nélkiilozhetetlen technoldgiai eleme az indukalt halszaporitds. Az
atfoly6 vagy recirkulacios rendszerekben egyarant a leggyakrabban eléforduld ikrakarositok a vizi
penészgombak (Achlya sp. Saprolegnia sp). Az elhalt, nem megtermékenyitett ikrdkon jo taptalajt
talalnak, és igen gyorsan felszaporodnak. A kialakult gombafonalakhoz, €16, megtermékenyitett
ikrak is hozzaragadnak, majd a fonalak késébb azokat is behaldzhatjak. Az ilyen Osszetapadt ikrak
oxigénellatottsaga nem egyenletes, a fejlédé embridk torzulhatnak, rosszabb esetben egy-egy

Zuger-liveg egész tartalma is elpusztulhat.

A leggyakrabban alkalmazott vizpenész elleni szerek a malachitzold valamint a formalin,
ugyanakkor az Eurdpai Parlament €s Tanacs 1907/2006/EK rendeletének 31. cikke alapjan készitett
biztonsagi adatlapok szerint mindkét szer er6sen mérgezo a halakra €s vizi szervezetekre, mutagén
hatasu, karcinogén hatasuk pedig korlatozott mértékben, de bizonyithato. Az Eurdpai Unio
egyértelmil torekvése ezen szerek betiltdsa, azonban ma még nincs olyan szer, ami kivalthatna

hasznalatukat.

A nanotechnologia az utdébbi években mindennapjaink részévé valt. Egyre tobb termék
késziill a mnanotechnologia alkalmazasaval, igy a kiilonb6z6 nanoanyagok alkalmazésa

megfontoland6 alternativa lehet a fenn emlitett probléma megoldésara.

A Szent Istvan Egyetem Halgazdalkodési Tanszékén az elmult idészakban tobb hatéanyagot
illetve ezek kombinacioit vizsgaltdk mar a malachitzold lehetséges utddjat keresve, amire a
nanoeziist tinik az egyik leginkabb esélyesnek az eddigi eredmények alapjan. Ahhoz azonban, hogy
az ikrak nanoeziisstel torténd kezelése beépithetd legyen a togazdasagi haltenyésztés

crer

soran ezekbe a vizsgalatokba kapcsolédtam be.



1.2 Célkituzeés

Vizsgalataink soran célul tlztiik ki a nanoeziist hosszitavi hatdsdnak vizsgalatat az

anyahalak szervezetére, 0,5 ppm ¢és 1 ppm koncentracioji nanoeziist kitettség esetén. Tovabbi

célunk volt megallapitani, hogy milyen hatasokat fejt ki anyailag az utddokra a hosszutava kezelés.

Transzgenikus zebraddnid vonalak segitségével vizsgélni kivantuk, hogy van-e barrier hatdsa az

ikrahéjnak a nanoeziist szemcsékkel szemben illetve milyen hatést fejt ki a fejlodé embridk ideg- ér

¢s keringésrendszerére és a vese fejlédésére a kezelés.

1.3 Hipotézisek

0]

0]

A nanoeziist expozicio csokkenti a zebradanid ndstények altal letett ikrak szamat.

Az ikrasok nanoeziist kitettsége csokkenti az ikrak termékenyiilési aranyat.

Az anyahalak nanoeziist kitettsége ndveli az embriok morfologiai
rendellenességének aranyat.

A nanoeziist kitettség morfologiai elvaltozasokat okoz az ikrasok bérében.

A nanoeziist kitettség morfologiai elvaltozasokat okoz az anyahalak kopoltyujaban.
A nanoeziist kitettség morfologiai elvaltozasokat okoz a zebradanié ndstények
majaban.

A nanoeziist kitettség morfoldgiai elvaltozasokat okoz az ikrasok veséjében.

A nanoeziist kitettség morfologiai elvaltozasokat okoz az anyak idegrendszerében.

A nanoeziist kitettség morfologiai elvaltozasokat okoz a zebradanié ndstények
petefészkében.

Az ikrak nanoeziis kitettsége csokenti az embridk talélését.

Az ikrak nanoezist kitettsége morfologiai elvaltozasokat okoz a fejlodé embridkban.

Ervényesiil az ikrahéj barrier hatdsa a nanoeziisttel szemben.



2 Irodalmi attekintés

2.1 Eziist, hattérinformaciok

A bolygonkat felépité alapvetd elemek egyike az eziist, vegyjele: Ag (latinul: argentum, az
»arg” sz jelentése ,sziirke”, ,fényes”), rendszdma 47, relativ atomtomege 107,87, surlisége
10,49 kg/m3. A fehéren csillogd nemesfém, a természetben elemi allapotban is eléfordul,
leggyakrabban szulfidasvanyokban. Valamivel keményebb, mint az arany, konnyen hajlithat6,
formalhato. A fémek kozott a tiszta eziistnek van a legnagyobb elektromos és hdvezetd képessége,

valamint a legkisebb ellenallasa (NORDBERG ES GERHARDSSON 1988).

Levegdbe vagy vizbe jutasat természetes folyamatok, példaul kézetek erozidja, vagy emberi
tevékenységek, példaul kohészat, ércek feldolgozdsa, cementgyartds, fényképészeti eszkdzok

gyartasa ¢és eliminalasa vagy fosszilis anyagok égetése okozhatjak (WHO 2002).

Az eziist négy kiilonbdz6 oxidacios allapotban létezik: Ag’, Ag™, Ag™™ és Ag’". Az elsé kettd
gyakoribb, az utobbi kettd vizi kornyezetben instabil (SMITH ES CARSON 1977, WHO 2002). A
vizi kornyezetben az eziist szabad eziist ionként (Ag") talalhato meg, vagy komplexebb formaban

részecskék feliiletén kototten (ATSDR 1990, WHO 2002).

Az eziist, mint fém vizben oldhatatlan, de a fémes sok, példaul az eziist-nitrat vagy az eziist-

klorid vizben jol oldodnak (WHO 2002).

Az eziistot régota hasznaljak a legkiilonfélébb célokra. Mar az okori civilizacidk is tisztaban
voltak az eziist baktericid tulajdonsagaval (HILL ES PILLSBURY 1939). Sebészeti protézisek és
sinek készitésére, pénzverésre, de gombadld szerként is alkalmaztak. A kiilonb6zé oldhatod
ezlstvegyiileteket, példaul az eziist-sokat mentalis betegségek, epilepszia, nikotinfliggdség,
gyomor-bélhurut és fert6zd betegségek, koztik a szifilisz és a gonorrhoea kezelésében is
alkalmaztak (MARSHALL ES SCHNEIDER 1977; SHELLEY et al., 1987; GULBRANSON et al.,
2000).

Napjainkban az eziistot igen széles korben, valtozatos célokra hasznaljak. Tobbek kozott
ezlist vegylleteket alkalmaznak akkumulatorok, tiikrok, katalizdtorok, gyogyszerek,
novényvédoszerek gyartasa sordn, valamint galvanizaldsi folyamatokban és uszodak, termalfiirddk
¢s az ivoviz higiénidjanak fenntartasara. Eziistot és Otvozeteit ékszerek, étkészletek készitésére,
elektromos alkatrészek, forraszok, keményforrasztd 6tvozetek, szupravezetd, csapagyak, pénzérmeék

készitése céljabol hasznéalnak fel (WIINHOVEN et al., 2009).

1964-2000 kozott a vilag eziist termelése 7,4-rél 15,5 millio kg-ra emelkedett (SILVER
INSTITUTE 2007). Az eziist kereslet varhatéan tovabb emelkedik az eziist Gjabb felhasznalasi
5



teriiletein (kiilondsen a textil-, milanyag-, és gydgyaszati ipar) novekvd felhasznalas miatt

(WIINHOVEN et al., 2009).

SMITH ES CARSON (1977) vizsgalatai szerint 150.000 kg eziist jut a kornyezetbe évente
az ipari tevékenység hatasara. A vilag eziist termelése 2000-ig majdnem megkétszerezodott, €s
azota is emelkedik. Az eziist kornyezeti hattér-koncentracioja 0,01 pg. L™ tiszta vizekben (WHO
2002). Bar az eziist kornyezeti szintje elsére magasnak tlinhet az antropogén eredeti kibocsatasok
miatt, valojaban csak egy kis mennyisége elérhetd bioldgiailag. Az eziist konnyen kotédik vas-
vegyiiletek, agyagasvanyok, stb. feliiletéhez, tovabba a kicsapddas is csokkenti az oldott eziist
mennyiséget a vizes fazisban, igy a koncentracioja egyre nagyobb az iiledékben, a vizes fazishoz

hasonlitva (WIJNHOVEN et al., 2009).
2.1.1 Eziist - Altalanos toxicitas

Mivel a leggyakoribb forma az elemi eziist (0 oxidécios allapot) és a monovalens eziist ion,
a legtobb toxikoldgiai adat az eziist e két kémiai formdja vonatkozik. A meglévo kornyezeti és
human vizsgalatok alapjan az eziist némely formadja, kiilondsen azok, amelyekbdl szabad eziistionok
(Ag") szabadulnak fel, sokkal mérgezébbek, mint masok (WHO 2002). Bar az eziist toxicitasarol
korlatozott informacié all rendelkezésre, a fém eziist valosziniileg minimalis kockazatot jelent az
egészségre, azonban az oldhatd eziist vegyiiletek konnyebben felszivodnak és kedvezotlen

hatasokat is kifejthetnek (DRAKE ES HAZELWOOD 2005).

Az eziist széleskorii felhasznalasi teriilete lehetdvé teszi annak kiilonbozd utvonalakon
keresztiil a szervezetbe keriilését. A lenyelés az elsddleges utvonal az eziist vegyliletek és a kolloid
ezlist szamara (SILVER 2003). Eziisttartalmi por vagy flist belégzése altalaban munkahelyi
kornyezetben fordulhat el6, ipari lizemek vegyi eziist feldolgozoipar részlegein (pl. eziist por, eziist-
nitrat, ezilist-oxid, eziist-klorid, eziist és kadmium por), ékszerkészités, és étkészletek készitése soran
(DRAKE ES HAZELWOOD 2005). Bérrel valo érintkezés szintén munkahelyi kornyezetben
(ATSDR 1990), valamint égési krém alkalmazasa (WAN et al., 1991) vagy ékszerekkel vald
érintkezés (CATSAKIS ES SULICA 1978) soran torténhet.

A leggyakoribb kronikus kitettséggel Osszefliggd egészségiligyi hatds a bor permanens
sziirke vagy kékessziirke elszinezddése (argyria), elsdsorban a napfénynek kitett régiokban és a
szem kornyékén (argyrosis) (ATSDR 1990; DRAKE ES HAZELWOOD 2005). Eziistsok tartos
okozza (VENUGOPAL ES LUCKEY 1978). Az oldodé eziist-vegyiiletek hossza tavil expozicio
utan képesek kis mennyiségben felhalmozédni az agyban és az izmokban (FUNG ES BOWEN
1996).



Az eziist nem mindsiil mérgez6 anyagnak (CHEN ES SCHLUESENER 2008), mivel a
kiilonb6z6 formadit nem taldltdk karosnak az immunrendszerre, sziv-és érrendszerre, idegrendszerre
¢és a szaporodasi szervrendszerre (ATSDR 1990), valamint nem mindsiil rakkeltd hatdsu anyagnak

(FURST ES SCHLAUDER 1978).
2.1.2  Eziist — Okotoxicitas

Kutatasok kimutattdk, hogy az érzékeny vizi szervezetekre és a rovarok (Imsecta), a
pisztrangfélék (Salmonidae) és a lepényhalfélék (Pleuronectidae) szervezetére mar 1-5 pgL™”
(0.001 - 0.005 ppm) koncentracio letalis lehet (BRYAN ES LANGSTON 1992, WOOD et al.,
1994). Tovabba mar alacsony koncentracid esetében is karos hatasa van a névekedésre (EISLER

1997).

Az eziist bioakkumulaciés készségét tobb vizsgalatban vizsgaltdk. SANDERS ES ABBE
(1987) Gigy talalta, hogy tengeri algdk mar 2 pgeziist L' (0.002 ppm) koncentracid esetében is
jelentés mennyiségli eziistot halmoztak fel. Tengeri kagylok az algdkhoz képest nagyobb mértékben

halmoztak fel testiikben az eziistdt, valamint egyes puhatestliek iiledékbdl is képesek felvenni az

eziistot (WIJNHOVEN et al., 2009).

A kagylok (Bivalvia), csigdk (Gastropoda), és izeltlabuak (Arthropoda) mind képesek
bizonyos mértékben felhalmozni testiikben az eziistot, melynek mennyisége fligg az eziist bioldgiai
elérhetdségétdl. A bioakkumulaciot befolyasolja az dallatok kora, mérete, neme, reproduktiv
allapota, altaldnos egészségi allapota és a szervezetiik anyagcseréje, tovabba a vizhdmérséklet,

sotartalom, oldott oxigén tartalom, zavarossag, ¢s mas vegyiiletek jelenléte.(PRESLEY et al., 1990).

Korabban ugy veélték, hogy az eziist felhalmozas a szabad eziist-ion biologiai elérhetdségétol
figg, azonban REINFELDER ES CHANG (1999) kimutatta, hogy az AgCl jelenléte az a faktor,
amely hozzajarul az eziist felvétel novekedéséhez (FORTIN ES CAMPBELL 2000).

2.2 A nanoeziist jellemzo6i

A nanotechnologia gylijtdnév az alkalmazott tudomany és technika széles teriileteit fedi le,
ezek legfobb kozos vondsa az anyag tulajdonsidgainak meghatarozasa, illetve eszk6zok készitése
100 nanométernél kisebb 1éptékben. E multidiszciplinaris teriileten olyan tudomanyéagak miikddnek
egyiitt, mint a kolloid-kémia, a félvezetd-tizika, vagy a szupramolekuléris-kémia. A nanosz gorog

eredetii sz0, jelentése torpe. Egy nanométer 10~ ° méter (ASTM INTERNATIONAL, 2006).

A kolloidok olyan oldatok, amelyekben igen apré méretli, 1-500 nanométer méretl
szemcsék vannak oldva, diszpergdlva. A kolla gorogil enyvet, a kolloid enyvszerit jelent

(internet1).



Annak ellenére, hogy a természetben az eziist koncentracidja jelenleg nem ¢éri el azt a
szintet, hogy kockazatot jelentsen, a nanoeziist olyan fizikai és feliileti tulajdonsagokkal
rendelkezik, amelyek veszélyt jelenthetnek az emberi szervezetre és a kornyezetre egyarant (LEE et
al., 2007). Azonban épp ezen 1j tulajdonsagok miatt, sokféle célra alkalmazzak, példaul ¢lelmiszer-
technoldgia (¢élelmiszer-feldolgozd berendezések, csomagoldanyagok, ¢€lelmiszer téarolasara),
textilipar (antimikrobialis ruhdzat). Kiilonb6z6 orvosi alkalmazdsok (pl. sebkezeld termékek,
beiiltethetd orvostechnikai eszk6zok) soran is felhasznaljak és ezen a terlileten még tovabbi
lehetéségek rejlenek (pl. diagnosztika, gydgyszer vivOanyagok, képalkotdsi diagnosztika). Egyre
sz¢élesebb korben torténd felhasznaldsa miatt veszélyt jelenthet a kornyezetre. Nanoeziistot
alkalmaznak példaul vizsziirdk és mosdgépek hatékonysaganak novelésére, kihasznalva az eziist
antibakterialis hatdsat, ahonnan szintén bejuthat a vizi kornyezetbe és az itt ¢l6 éldlények
szervezetébe. Kiilonosen az a lehetdség ad okot aggodalomra, hogy a nanoeziist partikulakbol nagy

mennyiségli ion szabadulhat fel (WIJINHOVEN et al. 2009).

A nanoeziist kornyezetbeli és szervezetbeli sorsat és viselkedését befolyasolo tulajdonsagok:
a méret, feliilet, g6znyomas (fontos a folyadékok esetében), kicsapddas és az aggregacio, valamint a
kémiai Osszetétel (beleértve a bevonatokat és a tisztasagot). A nanoeziist eltérd fizikai-kémiai
tulajdonsagai és biologiai aktivitasa, valamint fokozott reakciokészsége (nagy feliillet) miatt a

hagyomanyos eziisth6z viszonyitva toxikusabb lehet.

Osszességében nagyon kevés informacio 4ll rendelkezésre a nanoeziist specifikus kdrnyezeti
hatésairol, a kornyezetbeli sorsarol és az €16 szervezetekre kifejtett hatasairol (WIINHOVEN et al.,

2009).

Kiilonb6z6 moédokon allitanak eld nanoanyagokat. Az egyik lehetdség a Bottom — Up
gyartasi modszer, mely soran kisebb 0OsszetevOkbdl, atomokbodl, molekuldkbol allitanak eld
komplexebb nanoanyagokat, amelyet példaul DNS nanotechnolégia, klasszikus kémiai szintézisek,
szupramolekulasris kémia, és nanolitografia terliletén alkalmazzak. A legtobb nanoanyag
eldallitasara hagyomanyosan Top-Down mddszereket alkalmaznak, melyek soran nagyobb méretli
anyagokbol, partikulakbol, dmlesztett anyagokbol, hoznak 1étre nano méretli anyagokat kiilonb6z6
fizikai eljardsok segitségével (daralas, Orlés, egyéb apritasi eljarasok), pl szilicium alapu
mikroprocesszor gyartas, nanoelektromechanikai rendszerek 1étrehozasa. A nanorészecskék végsod
mérete igen széles tartomanyon beliil taldlhato, ami fiigg az alkalmazott technologiatol és

eljarasoktol (internet 2, NISSENSON 2009, EIJKEL et al. 2006).



Kiilonb6z6 formaja (gémb, palcika alakt, csonka haromszog alaku) eziist nanorészecskéket
lehet szintetikusan eldallitani. A csonka haromszog alaka eziist nanopartikuldkat talaltdk a

legerdsebb antibakterialis hatasunak (WILEY et al., 2005).

A mesterségesen eléallitott nano méretii ezlistpartikulakat kiilonb6z6 bevonatokkal latjak el,
az aggregacid megeldzése céljabol, példaul az Aldrich Materials Science megvételre kinalt eziist
nanoszemcsékre egy eljards soran citrat-stabilizalt feliiletet alakitanak ki. Ez a citrat alapt anyag
gyengén kapcsolodik a nanorészecskék feliiletéhez, és igy biztositja a hosszl tdvu stabilitast. Ha a
nanorészecskék oldatba keriilnek, a feliiletiikkel molekuldk kapcsolodnak Gssze és 1étrehoznak egy

kétrétegli toltést, ami stabilizalja a részecskéket, €s megakadalyozza az aggregaciot (internet 3).

LABAN et al. (2009) megallapitotta, hogy a Sigma Ag <100 nm nanorészecskék
mérettartomanya igen széles (21-280 nm), a mért részecskék tobb mint fele 21-60 nm-es
mérettartomanyba esett 96 draval a szonikalas utan (1. dbra). A NanoAmor (35 nm) vizsgélata soran
megallapitotta, hogy a részecskék 29-100 nm kozotti mérettartomanyban talalhatok, €s a partikuldk
tobbsége 31-50 nm kozé esett 96 oraval a szonikélast kovetden. Az ultrahangos szonikalas az
aggregatumok kialakulasanak csokkenését eredményezte az egyszerii Osszekeveréshez képest, a

nanorészecskék méretétodl fliggetleniil.

Az eziist nanorészecskék méretének azonositasa transzmisszids elektronmikroszkoppal
(TEM) tortént. Osszesen 50 Ag nanorészecskét mértek le, digitalis képek elemzésével (Sigma
Scan). A tesztoldatokbol a szonikdlds és keverés utan 96 oraval vették a mintdkat, melyekrdl a

fényképek késziiltek. A fényképek um 1épték mellett késziiltek.
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2.2.1 A nanoeziist hatasai baktériumokra, gombakra ¢és virusokra

A nanoeziist hatékonyan elpusztitta a Gram-negativ (pl. Acinetobacter, Escherichia,
Pseudomonas, Salmonella, Vibrio és. Acinetobacter fajok) és a Gram-pozitiv (pl. Bacillus,
Clostridium, Enterococcus, Listeria, Staphylococcus, Streptococcus fajok) baktériumok széles korét
(BURRELL et al., 1999; YIN et al., 1999), antibiotikum-rezisztens torzseket is beleértve (pl.
methicillin-rezisztens és vancomycin-rezisztens Staphylococcus aureus és Enterococcus faecium)
(WRIGHT et al.,, 1998; PERCIVAL et al.,, 2007). Azt is megéallapitottdk, hogy az eziist
nanorészecskék (atlagosan 22,5 nm) fokozzak a kiilonbozd antibiotikumok antibakterialis hatésat
(SHAHVERDI et al.,, 2007). Az eziist nanorészecskék méret fliggd (atméré 1-450 nm)
antimikrobidlis hatasardél szamoltak be Gram-negativ (BAKER et al., 2005; MORONES et al. 2005;
PANACEK et al. 2006) ¢és Gram-pozitiv baktériumok (PANACEK et al, 2006) esetében egyarant.
A nanorészecskék nagy feliilete hatékonyabb antibakterialis eszkozt biztosit még nagyon alacsony
koncentracioban is. A méreten €s a koncentracion kiviil alak-fliggd is az eziist nanorészecskék

antibakterialis hatasa (PAL et al., 2007).

Az eziist ionok ismert tulajdonsdga tobbek kozott a tiol csoportot tartalmazd enzimek
gatlasa, valamint hogy a tiol csoportot tartalmazé aminosavakhoz konnyen kotdédnek. Ez a tiol
csoportokkal valdo kolcsonhatas valdsziniileg alapvetd szerepet jatszik a baktériumok
elpusztitasaban, azonban még nem tisztazott, hogy ez dnmagaban felelds-e a 1égzési lanc és az
oxidativ foszforilaci6 szétkapcsolasaért és a citoplazma membranon a protonpumpa miitkodésének

Osszeomlasaért (LIAU et al., 1997).

A nanoeziist hatékony és gyors, széles spektrumu gombadlé szer, elpusztitja tobbek kozott
az Aspergillus, Candida és Saccharomyces fajokat (WRIGHT et al., 1999). Tovabba kisérletekben
megallapitottak, hogy az eziist nanorészecskék (4tméré :13.5 nm) hatékonyan elpusztitjak a

szarvasmarha mastitis mintakbol izolalt élesztot (KIM et al., 2007).

Az eziist nanorészecskék gatoljak a HIV-1 virus replikaciojat (SUN et al., 2005). Erdekes
megfigyelés, hogy az arany nanorészecskék (atlagos atmérd 10 nm) viszonylag alacsony anti-HIV-1
aktivitdsdhoz (6-20%) képest az eziist nanorészecskék aktivitisa 98%. Ezen kivill az eziist
nanorészecskék méret-fliggd antivirdlis hatdsa bizonyosodott be a HIV-1 virus vizsgalata soran
(ELECHIGUERRA et al., 2005). Kizarolag az 1-10 nm-es tartomanyban mutattak ki kdlcsonhatast

a nanorészecskék és a HIV-1 virus kozott.
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2.2.2 A nanoeziist hatasai emlosok szervezetére

Tobb emlds fajon végzett in vitro €s in vivo toxicitasi vizsgalatban kimutattdk, hogy az eziist
nanorészecskék képesek belépni a sejtekbe €és sejtkarosodast okozni (HUSSAIN et al., 2005; JI et
al., 2007).

Elhullds: Patkanyokon végzett kisérletek soran megéllapitottak, hogy rovid tavon csak
magas dozisu eziist kitettség okoz elhullast (intravénas adagolas (LDso: 67 mg.kg"') SCHMAEHL
ES STEINHOFF 1960, ismételt oralis expozicié 1680 mg Ag.kg" nap'-négy nap, ATSDR 1990).
Vemhes patkanyokon végzett kisérletek soran, az alkalmazott magas Ag+ koncentracid
(250 mg/kg AgCl/nap) megzavarta az embridk fejlodését ¢és az Gjsziilottek pusztulasat
eredményezte (SHAVLOVSKI et al., 1995).

Akkumulécio: Inhalécios kisérletek soran kimutattdk. hogy eziist nanorészecskéknek kitett
patkanyok majaban, orrjarataban, tiidejében és agyaban eziist halmozédott fel (TAKENAKA et al.,
2001; JT et al., 2007, OBERDORSTER 2004).

Idegrendszer: Ragcsalokat vizsgalva megéllapitottak, hogy az eziist valtozdsokat okoz az
embriok idegrendszerének fejlodésében (RUNGBY et al.,, 1987). Egy idegrendszer fejlodését
modellezd in vitro kisérletben, megallapitottak, hogy az Ag™ ionok karos hatdssal vannak a sejtek

osztodasara ¢€s €letképességére (POWERS et al., 2010a).

Légzdszervrendszer: SUNG et al. (2008) egy 90 napos inhalacids patkanykisérletet végzett,

18 nm-es eziist nanorészecskékkel, melyben a 1égzésfunkciok csokkenését allapitottak meg, 1égzési
térfogat, perctérfogat és a maximalis belégzés aramlas csokkenést, valamint gyulladésos
morfoldgiai elvaltozasokat figyelt meg a tiidében. Vizsgalatok kimutattdk, hogy a nano méreti
ezlist partikulak olyan elvaltozasokat okoznak a tiidoben, melynek hatisara csokken az oxigén
transzport (LAM et al., 2004), valamint az immunsejtek a partikuldk koré gylilnek, ami akar
fulladést is okozhat, mivel igy elzarjak a horgdk jaratait (WARHEIT 2004).

Szdvettani vizsgalatok: Patkdnyok maj szdvettani vizsgalata soran mindkét nem esetében

citoplazmatikus vakuolum képzddést figyeltek meg. Ezen kiviil tobb esetben is gocokban a m4;j
elhalésa volt lathaté a magas dozisu csoportban (JI et al., 2007). 60 nm-es eziist nanorészecskék 28
napos ismételt dozisu oralis vizsgalata sordn a patkanyok majkarosodasa mellett az ALP (alkalikus
foszfatdz) szint novekedését és szovettani elemzések sordn a centralis véna tagulasat, az epe-
csatorna megvastagodasat és megnovekedett gocokat figyeltek meg (KIM et al., 2008). Egy masik
kisérletben kolloid eziist intravénds beadasat kdvetden a patkdnyok tiid6-6déma miatt pusztultak el,
valamint a majon, 1épen és a vesén barna elszinezédés jelentkezett (SCHMAEHL ES STEINHOFF
1960).
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Vérparaméterek: Patkdnyok ismételt oralis toxicitds vizsgalata soran 60 nm-es eziist

nanorészecskék hatdsidra valtozasokat allapitottak meg a voOrdsvértestek vizsgalata soran
(emelkedett vorosvértest szam, hemoglobin €s hematokrit érték) és a véralvadasi paraméterekben is

(KIM et al., 2008).

Bér: Egerek esetén 1%-0s nanoeziist krém (96,1% <50 nm) alkalmazisa gatolta a
dinitrobenzol okozta allergias kontakt dermatitis kialakulasat (BHOL ES SCHECHTER 2005).
Hasonl6 gyulladascsokkentd hatast allapitottak meg tengerimalacok esetében (BHOL et al., 2004),
valamint sebgyogyulast vizsgald sertés modellek segitségével kimutattdk, hogy a seb nanoeziist
tartalmu krémmel t6rténd bevonasa eldsegiti a sebgyogyulast (WRIGHT et al., 2002), azonban nagy
dozist nanoeziist részecske helyi gyulladasos reakciokat valthat ki (SUNG et al., 2008).

Karcinogenitds: Kronikus subcutan vizsgalatok soran patkdnyok a kolloid eziistot (1,75-

2,5 mg hetente) viszonylag jol toleraltak, eltekintve az argyria kialakulasatél, valamint a vizsgalt 26
patkanybol 8 (31%) esetében, rosszindulati daganatok alakultak ki. Ezek koziil 6 4llat esetében a
daganat a subcutan injekcio helyén keletkezett (FURST ES SCHLAUDER 1978).

2.2.3 A nanoeziist hatasai a halak szervezetére

Kutatasok soran megallapitottak, hogy az eziist az egyik legmérgezébb fém az édesvizi
halak szervezetére. Az eziist ionos formaja kiilondsen toxikus a kiilonb6z6 édesvizi fajok
szervezetére. LCs értékeket 0,01 - 70 pg/L (0,0001 - 0,007 ppm) ko6zott allapitottak meg kiillonb6zo
fajok esetében (NEBEKER et al.,, 1983; LEBLANC et al, 1984; LUOMA et al.,, 1995;
HOGSTRAND ES WOOD 1998; ZHU et al., 2006, DETHLOFF et al., 2007, NADDY et al.,
2007). GRIFFITT et al., (2008) altal adult zebradaniora (Danio rerio) megallapitott LCs értéke az
ezlist nanorészecskékre 7.07 mg Ag/L, mig CHOI et al (2010) 24 oras LCsy értékként 250 mg/L
allapitott meg. Zebradanid embridk esetében 72 6ras és 120 6ras LCsy értékeket a 25-50 mg Ag/L
(ASHARANTI et al., 2008) és 10-15 mg Ag/L (BAR-ILAN et al., 2009) kozott allapitottdk meg.

crer

1982; NEBEKER et al., 1983; BIANCHINI et al., 2002). Régbta ismert, hogy az eziist-ionok
gatoljak a Na" és CI ionok transzportjat a halak kopoltyajan (MORGAN et al., 1997). Szivarvanyos
pisztranggal (Oncorhynchus mykiss) végzett kisérletek soran kimutattak, hogy az eziist felvétel a
kopoltyt natrium-ion csatorna apikalis membranjan keresztiil torténik (BURY ES WOOD 1999).
Néhany tanulmany kimutatta, hogy a halak kopoltyui kiilondsen érzékenyek a nanorészecskék
hatasaira. BILBERG et al., (2009) csaposiigéren (Perca fluviatilis) végzett kisérletei soran
megallapitotta, hogy respiracios zavarokat okoznak a nanoeziist részecskék (300 pgL™, atlagosan

81 nm). BILBERG et al., (2009) kisérletei soran megallapitotta, hogy a nanoeziist csokkenti a
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zebradanio Uszasi aktivitasat, amit valdsziniileg a csokkent 1€gzés okoz. GRIFFITT et al., (2009)
vizsgalatai soran megallapitotta, hogy a nanoeziist felhalmozodott a kopoltyu szévetében 48 oOrés
kitettség utdn, valamint azt is megallapitotta, hogy a nanoeziist szignifikdnsan nagyobb

mennyiségben kotddott a kopoltyt szovetéhez, mint az oldhatd eziistsok.

HOGSTRAND et al., (1996) szivarvanyos pisztrangon (Oncorhynchus mykiss) végzett
kisérletei sordn megallapitotta, hogy a majban felhalmozodott eziist toxicitasat csokkentette a
metallothionein (fémeket megkoté fehérje) (WHO 2002). CHOI et al., (2010) az eziist
felhalmozodasat és morfologiai elvaltozasokat figyelt meg a maj szdveteiben a nanoeziistel kezelt
zebradaniok (Danio rerio) esetében. Szamos cellularis valtozas alakult ki, tobbek kozott a majsejtek
kozotti sszekottetések valtozasa, DNS toredezettség, és kromatin kondenzacid volt megfigyelhetd.
Eziist-nanorészecskék felhalmozodasat figyeltek meg medaka (Orizias latipes) embriok esetében az

agyban, herében, majban, és a vérben (KASHIWADA, 2006).

Zebradanio (Danio rerio) halfajon végzett kutatasokban megallapitottdk, hogy az eziist
nanorészecskék befolydsoljadk az embridk korai fejlédését és tulélését, novelik a keringési és
fejlddési rendellenességek eléfordulasat, és a késleltetett kelést okoznak (LEE et al., 2007, YEO ES
KANG, 2008, ASHARANI et al., 2008; BAR-ILAN et al., ET AL., 2009; GRIFFITT et al., 2008).
Alacsony koncentracidban nincsenek karos hatdssal a fejlodésre vagy a talélésre, bar a larvak uszasi
aktivitasat csokkentik (POWERS et al., 2010b). YEO ES KANG (2008) altal 10-20nm-es
nanoeziistel, 10 ¢és 20 ppt koncentraciokban végzett vizsgalatokat, melyek sordn fejlodési
rendellenességeket (rendellenes notochord fejlédés (rovid és csavart), fej €s szik méret, szem
hianya, gyenge szivverés, 6démak megjelenése) figyelt meg a kezelt zebraddnié embridk esetében,
valamint a kelési ardny és bizonyos gének expresszidjanak csokkenését figyeltek meg. LABAN et
al., (2009) Sigma (<100 nm) nanoeziist hatdsait vizsgéltdk flirge cselle (Pimephales promelas)
embriok talélését és fenotipusos torzulasait megfigyelve, egy 96 6ras statikus tesztben. Kiilonb6zé
fejlodési rendellenességeket figyeltek meg az embridkon (tobbek kozott a halak tszohdlyagjanak
hidnya, perikardialis- ¢és szikodémak megjelenése, test megcsavarodasa és kiillonbozd bevérzések
megjelenése). Ebben a vizsgélatban azt is megallapitottdk, hogy a nanoeziist hatdsai fliggetlenek a
nanopartikuldk méretétdl, bar mas vizsgalatokban azt allapitottdk meg, hogy a toxicitas forditottan

aranyos a mérettel (FUITIWARA et al., 2008; CARLSON et al., 2008).

Mas vizsgélatokban kimutattak, hogy eziist nanorészecskék kromoszoéma rendellenességet €s
DNS-karosodast okoznak és képesek sejtproliferaciot indukdlni zebradénid sejtvonalakban
(ASHARANI et al. 2007). WISE et al., (2009) eziist nanopartikulak genotoxikus hatdsat allapitotta
meg medaka sejtkultarat vizsgalva. Megallapitottdk, hogy 30 nm-es eziist nanorészecskék

kromoszoma aberraciot okoztak a medaka sejtekben.
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valamint megvaltoztathatja fejlédési gének kifejezédését (ASHARANI et al.,, 2008; YEO ES
YOON, 2009).

2.3 A halakon torténo tesztelés fontossaga és elonyei

Sok tudoméanyteriilet korabban kizarolag emldsoket hasznalt fel a kutatdsok modellezéséhez.
Altalaban egyes vegyiiletek hatasvizsgalatat csak egy bizonyos rendszertani csoportba tartozé
allatokon végzik el, mivel a fejlesztok csak a célcsoportra gyakorolt hatasra kivancsiak (MUKHI et
al., 2005) azonban az okotoxikologia fontos feladata, hogy ezen anyagok hatasait megallapitasa a

veliik kapcsolatba keriilé non-target szervezetekre is.

A hal, mint taxondémiai csoport az egyetlen kizarolag vizben ¢l6 gerinces ¢és ezért
nélkiilozhetetlen része az integralt toxikologiai és 0kotoxikoldgiai vizsgalatoknak (BRAUNBECK
ES LAMMER 2006). A halak mar régota a vizminéséget jelzé indikator szervezetek és a
tovabbiakban is, bar mas moddon, de 6rzdi lehetnek ivoviz bazisunknak (BRAUNBECK ES
LAMMER 2006).

Mara mar nemzetkozi szinten is felismerték, hogy a hal az egyik legjobban hasznalhat6 vizi
szervezet a kornyezeti terhelések vizsgalatdhoz. Az OECD (Gazdasagi Egyiittmikodési és
Fejlesztési Szervezet— Organisation for Economic Co-operation and Development) irdnyelveknek
megfelelden a halakat hasznaljak tesztallatként az akut toxicitds vizsgélatoknal (OECD 203), a
korai életszakaszban torténé mérgezéses (OECD 210), az embrion végzett rovid hatasideji (OECD

212) valamint fiatal egyedek ndvekedésére irdnyulo toxikologiai vizsgalatokhoz.

Masrészrél az animal welfare mind inkdbb nagyobb hangsilyt kap az Okotoxicitési
vizsgélatokndl, ¢és ez arra Osztonzi a kutatdkat, hogy Uj utakat keressenek és/vagy tovabb
finomitsak, kidolgozzak egy elsddleges és allando halbdl szarmazo sejtvonal, valamint halembriok

vizsgalatara alapozott médszereket (BRAUNBECK ES LAMMER 2006).

Fontos kihangstlyozni a halembridkon torténd tesztelések allatvédelmi jelentdségét is. A
Német Allatvédelmi Torvényben, mely az EU allatvédelmi torvényén alapul és koztudottan nagyon
szigoru, a halembriokon torténd kisérletezés nem mindsiil allatkisérletnek amennyiben az a nem
taplalkozd larva elotti stadiumon torténik (NAGEL, 2002). Ez érdekes joghézag, mely sok

tekintetben megkonnyitheti a kutatok munkajat.

MCKIM (1977) vizsgalatai soran arra a koOvetkeztetésre jutott, hogy a hosszi tavia
toxikoldgiai vizsgélatok soran 80%-ban jol detektalhaté eredményeket kapunk korai életstadiumban

1évo halakat alkalmazva. Az altala elvégzett 56 vizsgalat soran, melyeket a kiilonb6zo
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¢letszakaszokban végzett mintegy 34-féle szerves €s szervetlen vegyiilettel, azt tapasztalta, hogy
legérzékenyebb korosztily az embrio és a larva korosztalyok voltak. Tobb tanulmany foglalkozott
azzal, hogy mely fejlddési stadium a megfeleldbb az akut toxikologiai vizsgalatokhoz. CASTANO
et al., (1994) vizsgalatukban zebradanié embridk és egy RTG-2 nevil szivarvanyos pisztrangtol
(Oncorhynchus mykiss) szarmazo sejtvonal akut toxikologiai vizsgélatanak eredményeit
hasonlitottak Ossze és azt talaltdk, hogy az embriok sokkal érzékenyebben reagaltak a kezelésre.
Mas kisérletek is sikerrel alkalmaztdk a zebraddnié embriokat Okotoxikoldgiai vizsgalatokban

(NAGEL, 2002).

BRAUNBECK et al., (2005) megallapitottdk, hogy az OECD altal kiemelt fajok koziil a
zebradanio az, melyre a legnagyobb eséllyel lehetne egy mitkdddképes rutin toxikologiai tesztet
kialakitani. Ennek oka részben abban keresendd, hogy ennek a fajnak az embrionalis fejlédése a

legismertebb a tobbi faj koziil.

Bar az embridkon torténd tesztelés igen kivalo lehetdségeket kinal a kutatok szamara,
azonban nem szabad megfeledkezni arrél, hogy az ikrahéj nagymértékben csdkkentheti a vizsgalt
anyag felszivodasat. Erre megoldast jelent az embridk ,héjazésa”, melyre tobb moddszer is
rendelkezésre all. A héjazasra abban az esetben nincs sziikség amennyiben a vizsgalt vegyiilet

lipofil (BRAUNBECK, 2005).
2.4 Meérgezések hatasa a halak szervezetére

Vizi életformajukbol adodoan a halak teljes borfeliiletiikkel és kopoltyujukkal kdzvetleniil
érintkeznek a vizbe keriilt mérgez6 anyagokkal. Ezeken a szerveken at jutnak be a méreganyagok a

szervezetbe, illetve mar itt kifejtik kéros hatdsukat.

A kiiltakar6 védi a halat a kiils6, karos hatasoktol, surlédascsokkentd szerepe van és
ingerfelfogo szervként is miikodik. Két rétegbdl all: feliil a hamréteg, alatta az irharéteg talalhato. A
felsd rétegbe agyazva szdmos egysejtii mirigy mukodik, a legfontosabbak a nyalkat termeld
kehelysejtek (HORVATH, 2000). A borén kialakuld mérgezd hatas megjelenhet bérirritacio
formdjaban, rendellenes hamlasban, és a nyalkatermelés talzott megndvekedésében, illetve

ellenkez0 esetben akar teljes megsziinésében is.

A kopoltyt morfolédgiai és élettani egységet alkot (a gazcserében ¢€s az ionszabalyozasban
van szerepe), tovabba a gazcsere igen nagy feliileten zajlik a lemezkék 2-4 pm vastagsaga
hamsejtjein keresztiil (HORVATH, 2000). E jellemzoék is mutatjdk a kopoltyli sériilékenységét,
illetve indokoljak a vizsgalatdt. A szOvettani vizsgalatok soran megfigyelték a légzéham
elburjanzasat, értagulatot, vérbdséget, 6démat €s nekrozist is a kopoltyuban, illetve az adatokbol

arra kovetkeztettek, hogy m4j lehet a masodik legérintettebb szerv (MONTEIRO et al., 2005).
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Mind a boron keresztiil, mind a kopoltyun &t torténd felszivodas utan a toxikus anyag a
vérbe keriil. Majd a maximadlis koncentracio elérése utdn, fokozatosan csdkken a vérplazméban
talalhatd mennyisége, ahogy az eloszlasa folytatddik a test kiilonb6zd részeiben. Ezen az tton a
méreganyagok eljutnak a majba is. A maj legkisebb mitkddési egységei, a majsejtek (hepatocytak)
végzik a négy {6 ¢élettani funkciot: az anyagcsere folyamatokat, a szekréciot, az epekivalasztast és a
méregtelenitést. Ha toxikus anyagok keriilnek a majba, a kédros hatds kompenzalasaként beindul a
detoxifikéalast végzé enzim indukcidja, mely sordn a méjsejtek bels§ membranrendszerének ¢és
mitokondriumainak taguldsa, a mdaj tomegnovekedése (hipertrofia) kovetkezik be. Ezenkiviil
gyakran megindul a sejten beliil raktarozott anyagok (lipidek, glikogén) mennyiségi ndvekedése is.
A lipidmennyiség megemelkedése zsiros degenerdciot okoz. Egyre stlyosbodd, irreverzibilis
degenerativ valtozasok nekroézishoz is vezethetnek, ezt a folyamatot hepatotoxicitdsnak nevezik

(KISS, 1997).

2.5 A zebradanio

A zebradani6 (2. 4&bra) napjainkban az egyik legkedveltebb modellallat szdmos

tudomanyteriileten.
A zebradanio (Danio rerio) 6shazaja El6-India. Elterjedési teriilete igen sz¢€les.

Hata olajbarna, az oldalak és a has alapszine sargésfehér. Torzsén a kopoltyufed6tol a
faroktiszd végéig tobb sotét acélkék sav htizodik. A csikozottsag a farok alatti uszora is kiterjed. A
hatiszé alapszine sargasbarna, kék szegéllyel, mely kiviil fehéren szegélyezett. A kopoltyufedod kék,
fehér foltokkal tarkitott. A ndstény sokkal teltebb, szinei kevésbé ¢lénkek. A him karcsu, alapszine

aranysarga, csikjai sotétebbek. Testhossza atlagosan 4,5 cm. (HORN, 1983).

Laboratoriumi koriilmények kozott is konnyen tarthatd, kis testii csapathalak, melyek a viz,
illetve a taplalék mindségére kevéssé érzékenyek, helyigényiik kicsi. A halak 3-4 hoénap alatt
vallnak ivaréretté, a néstényektdl akar hetente lehet viszonylag nagy mennyiségti ikrat nyerni. Az
embriok fejlédése ex utero zajlik igy konnyen nyomonkovethetd az atlatszo ikrahéjon keresztiil. Az
embridknak 24 oras korukra az 6sszes 1étfontossagu szerviik kifejlodik, 72 éraval a termékenyiilés
utdn kikelnek a larvak, majd ezt kovetden 2-3 nap alatt elusznak ¢és megkezdik ©nallo

taplalkozasukat.

Amennyiben nem a megfeleld koriilmények kozott tartjdk Oket, legeldszor a
szaporodasbiologiai paramétereik valtoznak kedvezOtlen irdnydba, hiszen az éallatok az energidjuk
nagy részét a kellemetlen kornyezeti hatdsok kompenzalasara forditjak, és nem ivarsejttermelésre
(WOOTON 1998). A zebradaniok laboratéoriumi szaporitdsa a természetben €10 egyedek ivasi

szokasainak megfigyelésén alapul. A zebradaniok ivéasat erésen befolyasolja a fotoperiddus. A
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természetben és laboratoriumi koriilmények kozott is a napkelte/vilagitds bekapcsoldsa utani elsd

par oraban torténik az ivas (SELMAN et al. 1993; SPENCE et al. 20006).

A tudomany szamara a magyar szarmazasi, de az Egyesiilt Allamokban é16 Streisinger
Gyorgy fedezte fel ezt a fajt, mely ugyan nem rendelkezik olyan tulajdonsagokkal, ami
egyediilallova tenné a tobb tizezer ismert halfaj kozott, mégis megkérddjelezhetetlen érdemeket

szerzett ezeknek a halaknak a tudoményos életben.

Ma mar nem csak a fejlédésbiologiaval fogalakoz6 tuddsok figyelme fordul e halfaj felé. A
biotechnoldgiai kutatasoknak koszonhetéen, ma mar elkésziilt a zebradanio teljes genomjanak
térképe tovabba tobb ezer mutans vonal létezik a kiilonbozd laborokban. A legtobb emlésokon
végezhetd manipulacids eljaras is adaptdlva van mar rdjuk, igy megnyilt az Gt szdmos mads
tudomanyteriilet eldtt is, hogy kisérleteinek alanyaul ezt a halfajt valassza. Az ¢l6 szervezetben
lejatszodd folyamatok, az oOregedés, a rdk, a vérképzorendszeri, illetve a kiillonb6z6 szervi
rendellenességek ¢és betegségek genetikai meghatarozottsagdnak értelmezése, vizsgalata, ma mar
részben a zebraddnion végzett vizsgalatoknak koszonhetd (CSENKI et al.2006). Széleskdrben
hasznaljak fejlédésbiologiai és genetikai (EISEN 1996; GRUNWALD ¢és EISEN 2002),
gerontologiai, (GERHARD ¢és CHENG 2002), tumorbioldgiai (LIESCHKE és CURRIE 2007),
keringési- (NEMTSAS et al. 2010), illetve idegrendszeri betegség (KABASHI et al. 2010),
viselkedésbioldgiai, (ENGESZER et al. 2004; SPENCE ¢és SMITH 2005), és okotoxikologiai
vizsgalatokhoz (ANKLEY ¢és JOHNSON 2004; FENSKE et al. 2005; HILL et al. 2005; SANTOS
et al. 2007).

2. abra: Zebradanid (Danio rerio) him

2.6 Az anyai hatas biologiaja

A halaknal, a termékenytiléstdl a blasztula stddiumig, az embrionalis sejtek genomja inaktiv
¢és ebben a korai iddszakban az embri6 fejlédését az anyabol szarmazd anyagok (a petesejtben
jelenlévé RNS-ek, fehérjék, és mitokondriumok) szabalyozzak, melyek az oogenezis soran

szintetizaldédnak és halmozddnak fel az oocytdban (BALLY-CUIF et al. 1998). Az anyabdl
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szarmaz6 szabalyozé faktorok irdnyitasa alatt a sejtosztédasok gyorsan €s szinkronizaltan zajlanak

le az embrioban (NEWPORT ¢és KIRSCHNER 1982; KANE ¢és KIMMEL 1993).

Ezt a korai szakaszt kdveti a midblasztula d&tmenet (az angol kifejezésbdl elterjedt roviditése:
MBT), amit az id6ében elnyulo, ciklikussagukat elvesztd sejtosztodasok és a transzkripciod kezdete
jellemeznek (GERHART 1980), ez az idépont egybeesik a gasztrulacid kezdetével (NEWPORT ¢és
KIRSCHNER 1982).

Az anyai hatds az embridgenezis folyamatdban nem szlinik meg az MBT-nél, hanem
tovabbra is a kulcsfontossagu fejlodési folyamatok nélkiilozhetetlen szabalyozd eleme marad
(DOSCH et al. 2004; WAGNER et al. 2004), beleértve a dorzo-ventralis tengely kifejlodését
(GORE et al. 2005; FLORES et al. 2008), az ivari red0k antero-poszterior tengelyének kialakuldsat
(GRITSMAN et al. 1999; LUNDE et al. 2004), a gerincveld és az Osivarsejtek fejlodését
(PELEGRI, 2003). Az anyai hatast géntermékek hozzajarulnak az embrionalis fejlédéshez a szervi
differencialodas késdi szakaszaban is. Erre utal, hogy az anyai géntermékeket még 3 nappal a
termékenyiilés utan is megtalaltdk a zebradanio larvakban (RYU et al. 2005) és késobb is

befolyasoltak a zebradanié fejlodését.

2.7 A zebradanio embrio fejlodésének fobb lépései - kiillonos tekintettel az

idegrendszer, vese és vérerek, vérképzo szervek kialakulasara

Zigbta idoszak (0 — 3/4 h)

Zigbta periddus alatt az Gjonnan termékenyiilt ikrat ill. embriot értjiikk, de csak az elsé

osztodas bekovetkezéséig

Barazdalodas iddszak (3/4 - 2 Va h)

A fejlédés ezen stadiumaban, a sejtek vagy blasztomérak elsé 7 osztodasa kovetkezik be, ez

az osztodas szinkronizaltan ¢és gyorsan zajlik le.

Holyagcsira allapot (2 ¥ - 5 V4 h)

Az embri6 megkezdi a midblastula allapotba torténd alakulast (midblastula transition, MBT)
¢s megkezdddik az epibdlia folyamata is, amely majd a gasztrulacid soran fejezddik be. A mitozis
folyamata a blasztula periddus elején ugynevezett ,metaszinkronizalt”, tehat az osztodas
hullamszertien megy végbe. A sejtciklusok idétartamanak megnyulédsa jelzi a midblasztula

atalakulas kezdetét. Az MBT kezdete nagyjabdl a tizedik osztodasra tehetd.
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Gasztrulacio id6szaka (5 ¥ - 10 h)

A gasztrulacid soran egyes teriiletek befordulasa kovetkezik be, mig mas teriiletek
novekedésnek indulnak. A befordulds az 50%-os epibolia allapotaban indul meg és meghatarozza a
gasztrulaci6 egészét. Nem sokkal a gasztrulaci6 meginduldsa utdn, egy marginalis
megvastagodasbol kialakul az .n. ,,germ ring” mely 6vszertien fogja korbe az embridt. A ,,gytirti’”
belsejében megkezdddik két sejtréteg szétvalasa, az alsod réteg a hypoblaszt, mig a felsd réteg az
epiblaszt. A gasztrulacid végeztével az epiblaszt rétegbdl alakul ki az ektoderma, a hypoblaszt

rétegbdl pedig a mezoderma és az entoderma.

A hypoblaszt erételjes akkumulacioja torténik az embrid hatkézépvonalaban, a tengely
mentén. Igy a gasztrulacio végére jol elkiiloniil a paraxialis és az axialis hypoblaszt. Az axialis
hypoblaszt fogja képezni a gerinchirt és az entodermat. 90% epibolia allapotban (9 h) a DEL sejtek
egy része a 16. sejtciklusban van, masok pedig mar postmitotikus allapotban vannak. Ezekbdl a
sejtekbdl alakulnak ki a késdbbiekben a gerinchurt alkoto sejtek, a szomitalis izomsejtek valamint

sok specialis sejt az agy hatulso teriiletén.

A szegmentacid (10-24 h)

A szegmentacid folyaman fontos morfoldgiai valtozasok kovetkeznek be, megjelennek a
szomitak ¢s az elsddleges szervek kezdeményei valamint feltiinnek az elso testrészek is. A szomitak
kialakulasédval megjelenik az elsé izomfonal, mely a szomatikus ephiteltdl indul és a szomiték hat-
hasi kozépvonalan végightizodd gerinchurhoz kotédik. Ez egy kiilonleges V alakzatot mutat
oldalnézetbdl. Késébb a horizontalis myoseptum is ebben a pozicidban alakul ki. Egy masik utodja

a szomitaknak a sclerotoma, melybdl a késébbiekben a gerinc porcai alakulnak ki.

Az eldvese paros kezdeményei, a harmadik szomita kérnyékén alakulnak ki. A gerinchur
differencidlodéasa fej-farok iranyban indul meg, egyes sejtek vakuodlizdlodnak, megduzzadnak,
ezekbdl alakulnak ki a strukturdlis elemek, mig mas sejtek a késObbiekben gerinchur hiivelyét
fogjak alkotni, mely egy egysejtes réteg. A szegmentdcio alatt megtorténik a veldlemez veldcsoveé
torténd zarddasa, mely a farki végen és a torzsben a gerincvel6t fogja alkotni. Ugyancsak ekkor
torténik, hogy egyes sejtek az agy és gerincveld kezdeményekbdl elvandorolnak, valamint az els6
neuronok elkezdenek axonokat ndveszteni. A hdrom els6 neuromer nagyobb a tobbinél, ezekbdl
alakul ki a diencephalon valamint a telencephalon melyek az eléagy részei, a harmadik neuromerbdl

a mesencephalon alakul ki. A tobbi hét egységbdl rhombomerek fejlédnek.

20-szomitas allapotban (19 h) az eldvese vezetéke a torzs egész hosszaban kialakul és

teljesen koriilfogja a sziket. Ez mutatja meg hol is taldlhatd az embri6 anusa, mely egyben a farok
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¢€s a torzs hatéra is, valamint a mezenhima felhalmozddik a farok ventralis részén, itt fognak majd

kialakulni a vérszigetek.

26-szomitas allapotban (22 h) a vérszigetek jol lathatoak és elkiilonithetéek az ott folyo

vérsejt differencialodas miatt.

Pharyngula id6szak (24-48 6ra)

Ebben a periddusban megjelennek az elsé pigmentsejtek. A sziv elkezd dolgozni és
megindul a vérkeringés. A sziv a Prim-5 allapot (24 h) sordn valik eldszor lathatova, alakja egy
egyszerl kupra emlékeztet, mely a szem eliilsé vonalaban, a szik felett talalhato, elotte pedig egy
precardialis zsak lathatd. Még ebben a ciklusban elkezd verni a sziv, ritmusa azonban akadozé. A
vérsejtek a vérszigetekben talalhatdak, majd a 24-25. dra koriil atvandorolnak a szik és a gerinchtr
hatarara ahol, majd az els6 erek alakulnak majd ki. A Prim-15 allapot (30 h) sordn az egyenes
csovet formald sziv Osszehuzodasai egyre erdteljesebbek lesznek. A pharynx ¢€s a farok kozott egy
egyszeru aortaiv valamint egy komplex artériarendszer talalhaté melyben lassan cirkulal a vér. Egy
kicsit tobb mint fél Uton a farok felé, talalhatdo egy labirintusra emlékezetd rendszer, mely
Osszekottetést jelent a farki artéridval és véndval. A Prim-25 allapot (36 h) alatt a vér aramlésa
felgyorsul. A korabban egyenes csdre emlékeztetd sziv kissé meghajlik. A vérkeringésbe
bekapcsolddik a farki artéria €s véna, mely mar a farok hosszanak, haromnegyedére kiterjed. A
torzsbe a vér a sziken keresztiil tér vissza, ez az ut a f6 vénan, hatulso farki vénan és a farok vénan
at torténik, mely egy jol kifejezddott csdvezeték. High-pec allapot (42 h) sordn a percenkénti
szivverések szama eléri a 180-at. Mind a testet, mind a farkat behal6zzak az erek. Az ércsatornak

mélyen benyomulnak a myotomak kozé.

A kelés (48-72 h)

A kelés az embriondlis fejlddés utolso 1épesdje, utdna mar larvanak nevezziik a fiatal allatot.
Attol fiiggetleniil, hogy az embrid kikelt vagy sem a fejlddése nem all le, tehat azok az egyedek,
melyeknél a kelés késobb kovetkezik be nem fejletlenebbek. Ebben az utolsé periddusban az

embriok hosszanti novekedése folytatddik és ehhez egyre tobb sziket hasznal fel.

Long-pec allapot (48 h) soran mind a hallokapszuldban, mind az oldalvonalkezdemény
mentén megjelennek a specialis idegsejtek (hair cells). A szivverések szama koriilbelil 2,5
masodpercenként, mely jol nyomon kdvethetd az egymas mellett elhelyezkedd pitvaron és kamran.
A periddusban mar mind az 5 par aortaiv megfigyelhetd, am még nem mindegyik szallit vért. Az
elsd aortaiv egy hatsé aga fut keresztlil az operculum kezdeményen. A véraramlas erdteljes. A
melliszé kezdemény vérellatasa az 54. 6rdig nem alakul ki. A vitellinvénanak a jellegzetes legyez6
alakja jol megfigyelhetd ebben a periodusban.
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Pec-fin allapot (60 h) soran a sziv masodpercenként haromszor huzédik 6ssze, ez a késObbi
periddusok soran sem valtozik. Az eléreugr6 szdj megjelenésének stadiuma (72 h) soran Kialakul a

kopoltyu vérkeringése (KIMMEL et al.1995).
2.8 Szovettani eljarasok

Szovettani technika (hisztotechnika) azokat az eljardsokat foglalja Gssze, melyek
segitségével az emberi vagy allati szervezetbdl eltavolitott szervrészleteket alkalmassa tessziik
mikroszkopos vizsgalatra. A sejtstruktira vizsgéalatanak egyik f6 problémaja a sejtek kis méretébol,
¢s transzparens (fényateresztd) képességiikbol ered. A mikrotechnikai feldolgozés elsé 1épése a
vizsgalati anyagok rogzitése (fixaldsa), mely nélkiil szerkezetiikk kiszaradas, enzimhatds vagy

rothaszté baktériumok okozta bomlas kovetkeztében megvaltozna (KOMAROMY, 1989).

A szoveteket felépitd vegyliletek sokfélesége miatt nem rendelkeziink olyan altalanos
rogzitészerrel, amely minden szovetalkotorészt egyarant fixalna. A rogzitoszer megvalasztasakor
figyelembe kell venni, hogy milyen szdvetelemet, milyen modszerrel kivanunk vizsgalni. Ugyanis
egyes festési eljarasok csak bizonyos rogzités alkalmazasa utdn alkalmazhatok sikeresen

(KRUTSAY, 1980).

Leggyakrabban a formalint alkalmazzak rogzitdszerként. Elonye olcsosagan és fertdtlenitd
hatasan kiviil, hogy a rogzitéfolyadék sulymérés nélkiil elkészithetd, vegyhatasa kozel semleges, a
lipoidokat nem oldja, és egyes enzimek aktivitasat is meg0Orzi. Formalinrogzités utan a legtobb

festés sikerrel kivitelezheté (KRUTSAY, 1980).

A fixalas utan az anyagot alaposan ki kell mosni, majd a szervdarabokbdl fokozatosan ki
kell vonni a vizet. Ennek célja, hogy a fixalas soran kialakult tomoéttebb struktirat még fokozni kell,
masrészt a mintdk beadgyazasa altalaban a vizzel nem elegyedd paraffinba torténik. A viztelenités
un. felszalld alkoholsorban zajlik, a higabbdl a tdéményebb alkoholba helyezziik az anyagunkat, a
legutols6 alkohol a sorban az abszolut alkohol. Az alkoholos viztelenités utdn olyan anyagot
hasznalunk, amely az alkohollal elegyedik és a paraffinnak oldoszere. Ilyen Un. kozti (intermedier)
anyag pl.: a xilol. A bedgyazas végso célja, hogy olyan jol metszhetdé mintadkat nyerjiink, amelyben
a bioldgiai anyag a lehetd legkevesebb torzuldst mutatja az ¢l6hoz képest. A miivelet soran a
vizsgaland6 anyagot folyékony beagyazoszerekkel atitatjak, és végiil ezt a kdzeget megszilarditjak.
A kikeményitett, bedgyazoszerrrel atitatott és koriilvett anyagot nevezik blokknak. A blokk
mechanikai tulajdonsagai olyanok mar, hogy beléle megfeleld vékonysagii metszetek készithetdk.
Festés elott mar csak a metszetkészités van hatra, ez a blokk felszeletelése a vizsgalat céljatol fiiggd

vastagsagban (KOMAROMY, 1989) (3. abra).
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3. dbra: Az él6lények mikroszkopos vizsgalatanak lehetséges folyamata, (MOLNAR et al. 2001).

2.8.1 Festési eljaras

A sejtek ¢és a szovetek a szokasos metszetvastagsagban szintelenek, fénytorésbeli
kiilonbséglik csekély, ezért finomabb részleteik elkiilonitésére szinbeli eltéréseket kell

létrehoznunk, melyre a metszetek festése kinal megoldast.

2.8.1.1 PAS- (periodic acid-Schiff) festés:

Malaprade ismerte fel 1934-ben, hogy a polialkoholok perjodsavval a szénlanc hasadasa
mellett aldehidekké oxidalhatok. Ezt a reakciot és a keletkezett aldehidek Schiff-reagenssel torténd
kimutatasait McManus vezette be a szdvettani technikdba 1946-ban. A perjodsav az etilénkotéseket
¢s azon szénatomok kozti kotéseket hasitja, melyek szabad hidroxilcsoportokat vagy hidroxil- és
aminocsoportot hordoznak (1,2-glikolok, 1,2-aminoalkoholok, 1,2-alkil-aminoalkoholok). Paraffin-
metszetben ezek a kotéstipusok foként szénhidratokban (glikogén, mukopoliszacharidok,

mukoproteinek) fordulnak elé6 (KRUTSAY, 1980).

Elokészitése: rogzités formalinban, illetve glikogén kimutatasara pikrinsav-ecetsav-

alkoholban, majd bedgyazas paraffinba.
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A makromolekularis szénhidrat komponenseket festi meg. Eredménye, hogy a glikogén,
fibrinoid, hamnydk, porcalapallomény, amiloid, kolloid, celluléz, bazalis membranok, racsrostok, a
hipofizis bazofil sejtjei és a gombak ibolyasvordsre, a kollagénrostok halvanyvorosre, és a

sejtmagok kékre szinezddnek (KRUTSAY, 1980).

3 Anyag és modszer

3.1 A kisérleti allomany és a vizsgalatok elvégzésének helye

A Kkisérleti alloméanyt a SzIE Mezégazdasag- és Kornyezettudomanyi Kar, Kornyezet- és
Té4jgazdalkodasi Intézet Halgazdalkodasi Tanszéke biztositotta, a kisérletekre szintén itt keriilt sor a

zebradanios laborban.

Kisérleteink soran az egyre nagyobb teret hoditd és széles korben alkalmazott nanoeziist
hosszutavii hatdsat vizsgaltuk az anyahalak szervezetére. Vizsgaltuk tovabba, hogy milyen
hatasokat fejt ki anyailag az utdédokra a hosszutava kezelés, illetve hogy van-e barrier hatdsa az

ikrahéjnak a nanoeziist szemcsékkel szemben.
3.2 A felhasznalt nanoeziist leirasa

Az altalunk vélasztott anyag a Sigma-Aldrich Silver 576832 - nanopowder, <100 nm
szemcseméretll, 99.5% tisztasagl, kereskedelemben beszerezhetd nanoeziist. A por kisebb, mint
100 nm-es eziist partikulakbol all, ellenallasa 1.59 pQ-cm, 20°C-on, feliilete 5.0 mz/g, olvadasi
pontja 2212°C (lit.).

3.3 A Kkisérletekben hasznalt zebradanio vonalak jellemzése

AB: Vad tipust, rovidiiszoji vonal, az adllomany a Streisinger Gyorgy altal hasznalt halak
utodaibol all. A vonalat tobb kiilonb6z6 specialis keresztezési eljaras révén mentesitették a letalis

mutacioktol, igy kifejezetten alkalmassa valt a kiillonb6z06 laboratoriumi vizsgalatokhoz.
Transzgenikus vonalak:

A GATA-1 (globin transcription factor-1) fehérje az erithroid sejtek, eozinofil granulocitak
¢s hizosejtek  fejlodéséhez  (termindlis  differenciacidjahoz) elegedhetetleniil — sziikséges
transzkripcids faktor. Kulcsfontossagu szerepe miatt a kiillonbozo fejlodési stddiumokban a vérsejt
képzésben résztvevd szervek azonositasanak egyik legfontosabb eszkdze. A transzgenikus vonalat
voros fluoreszeens fehérjét (DsRed) kddold gén elé épitették. A transzgenikus vonal segitségével jol
vizsgalhatdo a kiilonb6zo anyagok vérképzd szervekre és vérsejtekre gyakorolt hatasa. Mivel

zebradanidoban embriondlis korban a sziv, felndtt korban a vese egy részében képzddnek az erithroid
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sejtek, ezért a vonal segitségével az ezekben a szervekben bekdvetkezd elvaltozasok is

megfigyelheték (YAQOOB et al., 2009).

A Fli-1 (Friend leukemia integration site-1) a hemopoetikus (vérképzd) szovetekben
(embrionalis korban ICM) és szervekben (vese, csecsemOmirigy, sziv) €s az endotelidlis sejtekben
(érfal) magas expresszids szintet mutatd transzkripcios faktor. A transzgenikus vonalat olyan
transzgén konstrukcio segitségével hoztak 1étre, amelyben a zold fluoreszcens fehérjét kodolo gént

(GFP) a Fli-1 gén transzkripcios start helye elé épitették (LAWSON ES WEINSTEIN 2002).

A neurogenin-1 az idegszovet fejlodése soran kulcsfontossagl, szovetspecifikusan
kifejez0do fehérje. Az idegi lemez kialakulasa sordn az elsddleges neurogenezis, a primer neuronok
differencidloddsanak helyét jelzi, halakban komplex mintdzatot mutat. A transzgenikus vonal
létrehozasa soran zold fluoreszcens fehérjét kodolo szakasz elé épitették a neurogenin-1 gén eldtti
8,4 kb hosszusagu régiot az alkalmazott konstrukcioban. Ez a szakasz magéaban foglalja a gén
atirodasat iranyito promoter régiot €s szabalyozd szekvenciakat. Ezt a konstrukciot injektaltak
zebradanid embridkba, majd a felndtt halak koziil a homozigota egyedekbdl alakitottak ki a vonalat.
Ezzel parhuzamosan létrehoztak egy vords fluoreszcens fehérjét hordozd vonalat is, melynek
kialakitasdinak menete megegyezik az el6zdvel. Tenyésztési eljarasok utjan kialakitott, a két
fluoreszcens fehérjét egyidoben hordozé vonal is 1étezik. Mivel a transzgenikus vonalban a voros
¢és/vagy z06ld fluoreszcens fehérje az idegszovetben fejezddik ki, jol haszndlhatd toxikus anyagok

idegszovetre kifejtett karos hatasainak in vivo vizsgalatira (BLADER et al., 2002).

A Wilm’s tumor szupresszor gén WT1 egy cink-finger transzkripcios faktort kodol, amely
szervek, elsdsorban a vese fejlédésében jatszik fontos szerepet. A WTI1 és WT2 szabalyzo
régiokhoz kapcsolt zold fluoreszcens fehérje segitségével vese-specifikus transzgenikus vonalat
hoztak létre. A vonal segitségével a vesében bekdvetkezd elvaltozasok figyelhetok meg (BOLLIG
et al., 2009).

3.4 A nanoeziist hatasanak vizsgalata a zebradanio szaporodasara (anyai hatas
vizsgalat)
3.4.1 A nanoeziist tartalmu oldat készitésének menete

Hetente készitettiink Falcon — csébe nanoeziistbdl 30.000 ppm-es térzsoldatot. A nanoeziist
port taramérleggel mértikk ki, a higitd vizet méré henger segitségével, majd ultraszonikalo
berendezés segitségével homogenizaltuk a szuszpenzidt (2x2 perc, 20%, 40 C). A 3 literes
medencékbe automata pipettaval mértiilk be a kellé6 mennyiségii térzsoldatot és alakitottuk ki a

végleges 0.5 ppm-es és 1 ppm-es oldatokat (CHOI et al 2010. kisérletei alapjan).
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3.4.2 A Kkisérleti allomany tartasa és szaporitasa

crer

tartottuk 5 héten at és az utddaikon az anyai hatasbol kdvetkezé fenotipusos valtozasokat kovettiik
nyomon. A kisérlet hosszat CSENKI et al. (2010) oocyta transzplantacioval kapcsolatos kisérletei

alapjan hataroztuk meg.

3.4.2.1 A Kkisérleti Allomany tartasa a kisérlet elott

A kisérletet megeléz6en a szaporitdsra szant allatokat a Halgazdalkodasi Tanszék,
Tecniplast zebradanios haltartd rendszerében tartottdk, ivar szerint szétvalogatva. Egy 3 literes
medencében 20 egyed kertilt elhelyezésre. A halak a kisérletet megel6zden rendszeresen, hetente
ivtak. A sziil6k recirkulacids rendszerben, 24-25°C-on 550+25 uS-es vezetoképesség és 6,5+0,2 pH
mellett, allandé vizmindségi paraméterek mellett, 14/10 6ras sotét/vilagos ciklusban voltak tartva.
Naponta kétszer kaptak enni szaraz eleséget (SDS Small Grain.), ezt kiegészitettiik hetente két

alkalommal frissen kikelt sorak (SERA) larvakkal.

3.4.2.2 A Kkisérleti Allomany tartasa a kisérlet alatt

A vizsgalat kezdetén koncentracionként 10 db véletlenszertien kivalasztott, kifejlett
3 literes medencékbe, illetve kontroll medencékbe. A vizsgalat 5 hétig tartott, 2 ismétlésben,
félstatikus rendszerben. A kisérletben csak egészséges, a fajra jellemzd fenotipusos tulajdonsagokat
jol mutato, teljesen kifejlett néstényeket valasztottunk. Az oldatokat heti kétszer cseréltiik. A
kontroll egyedeket ,,rendszervizben” tartottuk, amit egy idoben cseréltiink frissre az oldatokkal. Az
optimalis oxigéntartalom fenntartasat habko segitségével, levegdztetd berendezéssel oldottuk meg.

Takarméanyozasuk megegyezett a fent leirtakkal.

3.4.2.3 A Kkisérleti allomany szaporitasa

A kisérlet megkezdése eldtti napon, valamint utdna hetente, a zebradani6 sziildparokat tiszta
,rendszervizbe”, szaporitd edényekbe helyeztikk 2 ndstény — 2 him elrendezésben, a parok itt
toltottek az ¢€jszakat egymadstdl elvalasztva. Masnap reggel keriilt sor a himek és ndstények
Osszeengedésére, ezutdn tortént meg az ivas. A sziilok eltdvolitdsa utan, a ndstények visszakeriiltek

a nanoeziist oldatba, a himek az eredeti medencéjiikbe.
3.4.3 Anyai hatas vizsgalatara iranyulé kisérletek

A szaporitomedencékbdl az ikrakat Osszegytijtottilk, majd az ikrdkat megszamoltuk és

27,5 °C-os inkubatorba helyeztiik. Masnap megtortént a termékenytilési ardny meghatarozasa, a
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terméketlen ikraszemek eltavolitasa és a ,;rendszerviz” cseréje. Minden héten 200 db embriot
valasztottunk ki véletlenszeriien, koncentracionként, majd fénymikroszkop segitségével értékeltiik
Oket. Az 6todik héten az ivas utan a ndstények hasat felmetszettiik és 8%-os pufferolt formalinnal

toltott felcimkézett szovettani kazettakba helyeztiik, szovettani vizsgalatok céljabol.
A kovetkezoOk szerint vizsgaltuk az ikrakat:

0 Ikrék szama
0 Termékenyiilési arany

Az embriok morfologiai értékelése a kovetkezOk szerint tortént:

A farok és a szik elvalasa
Szivmiikodés vizsgalata
Test alakja

Szikodéma

Fejletlen/torz egyedek

Szomitak hidnya

O O O O o o o

Torz szomitak
3.5 Szovettani vizsgalatok

A vizsgélat végén a halakat szegfiiszegolajos vizben talaltattuk, illetve hasukat felmetszettiik
¢s 8%-os pufferolt formalinnal toltott felcimkézett szovettani kazettdkba helyeztiik, szovettani
vizsgalatok céljabol. A szovettani bedgyazasig formalinban tartositottuk a mintakat. A kazettakat az

oldat teljesen belepte.

A mintékat tartalmazo kazettakat behelyeztiik a dehidratalé automataba, mely eldre beallitott
programon viszi végig a mintdkat. Ez a folyamat 10-12 oraba telik, a mintdkat ezutdn minél
hamarabb be kell agyazni, ami a kovetkez6 napon meg is tortént. Paraffinos bedgyazast

alkalmaztunk.

A viztelenités és a paraffinnal valo atitatds utdn a mintdk vagadsa konnyen elvégezheto.
Ezutan mikrotdommal elkészitettiik a metszeteket. A lemetszett mintakat targylemezen rogzitettiik. A

festés végeztével fedolemezzel fedtiik le a mintakat.

A metszeteket mikroszkop alatt vizsgaltuk, és fényképeket készitettiink roluk.
3.5.1 A PAS-festés menete: (tobblépcsos kiivettasorozat)

1. Két kiilonboz0 kiivettaban 10-10 percig xilolos aztatast alkalmaztunk

(deparaffinalés).
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2. Ezutan elébb 96%-os alkoholba, majd 70 %-os alkoholba 4ztattuk be a metszeteket

szintén 10-10 percig (xilol eltdvolitasa).

3. Tobbszori desztillalt vizes atmosassal eltavolitottuk az alkoholt.

4. 10 percig oxidaltuk perjodsavval.

5. Alapos desztillalt vizes kimosast alkalmaztunk, tobbszori cserével, az utolso 5 percig
allni hagytuk.

6. 10 percig Schiff-reagenssel kezeltiik.
7. A kénsavas vizes (blidosviz) oblités soran kétszer cseréltiink oldatot és a masodikban

7-10 percig hagytuk allni a mintékat.

8. Folyd csapviz alatt kioblitettiik a mintdkat koriilbeliil 10 percig.
9. Ezutan hematoxilin oldatba helyeztiik a targylemezeket maximum 25 masodpercig
(magfestés).

10.  Majd folyd csapviz ala tartottuk 10 percig a magfestés fokozasa érdekében (kékités).
11.  Ezutan el6bb 70%-o0s, majd 96%-os alkoholba aztattuk a metszeteket 5-5 percig
(viztelenités).

12.  Végiil xilolos aztatast alkalmaztunk két fokozatban 5-5 percig (felderités).
3.6 Az ikrahéj barrier hatasanak vizsgalata

3.6.1 Transzgenikus zebradanié embriok nyerése

A szaporitasra szant transzgenikus zebradaniok tartasi, takarmanyozasi és szaporitasi

koriilményei megegyeznek a fent leirtakkal.
3.6.2 Az embriok és egyes szervek fejlodési rendellenességeinek vizsgalata

A kisérlet soran 100 ppm-es torzsoldatot a fent leirtakkal azonos eljarassal készitettiik, majd
ennek segitségével kialakitottuk a vizsgalatra valasztott 5 ppm, 10 ppm, 20 ppm-, 50 ppm és
100 ppm-es nanoeziist koncentraciokat. A kisérlet 72 o6ran at, 3 ismétlésben zajlott.

A sziil6k eltavolitdsa utan az ikrdkat 0sszegytijtottiik, majd atlagosan az ikrak felét egy-egy

cre

cre

beallitottunk, mind a héjazott, mind az ikrahéjjal rendelkezd ikrdk esetében, szintén hirom
ismétlésben. A héjazott csoportokban a talélést 24 o6ranként ellendriztilk, majd 72 ora elteltével
minden csoportban meghataroztuk a kelési aranyt. A kezelés végén fénymikroszkoppal vizsgaltuk
az embriok morfoldgiai elvaltozasait, fluoreszcens mikroszkoppal pedig az adott fluoreszcensen

jelolt szervben fellépd esetleges torzulasokat.
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3.6.2.1 Az ikrak enzimes héjazasanak menete:

1. Pronase készitése:
a.  Osszetevok:
1. 50 ml Hank’s oldat
2. 500 mg Pronase
b. Az dsszeteviket 30 percig 37 C-os vizfiirddbe helyezziik , majd Eppendorf
csObe adagoljuk (500 ul/ Eppendorf csd)
c.  Felhasznalasig lefagyasztva taroljuk, kdzvetleniil hasznalat el6tt olvasszuk fel

2. Helyezziink maximum 150-200 db embridt egy 5 cm-es agar nélkiili Petri-csészébe,
kevés ,,rendszervizzel”, de az ikrékat lepje el.

3. Adjunk hozzé egy Eppendorf pronase-t, majd mikroszkop alatt figyeljiik meg, mikor
kezdenek el kibtijni az embridk az ikrahéjbdl (ha nagyon lassu az emésztés, adhatunk
hozza még egy Eppendorf pronase-t).

4. Miutan az elsd 3-5 db embrid mar elkezd kibljni, dntsiik az embridkat egy
féz6poharba, melybe elézbleg ,,rendszervizet” toltottiink (min. 0,5 1). Ezzel
megakadalyozzuk, hogy az enzim kart tegyen az embriokban.

5. Kétszer megismételjiik az atmosast, nagyon tigyelve arra, hogy mikor ledntjiik a
vizet az embriokrol, az embridk felszine ne érintkezzen levegdvel.

6. A harmadik atmosas utan agarral bélelt Petri-csészékbe helyezziik az embridkat. A

Petri-csészéket 27,5 C-os inkubatorba helyezziik.

3.6.2.2 Az agarral bélelt Petri-csészék elkészitésének menete:

I. 1%-0s agar-agar gél osszetevoi:

a. Agar—agar: 1,5¢g

b. Reverzviz: 150 ml
2. El6szor a szilard alkotot mérjiik be, majd hozzaadjuk a vizet
3. Fokozatos melegités soran feloldjuk az agar-agart
4. Ha a taptalaj teljesen atlatszova valt, hiitjiik, majd, 0,5-1 cm magasan steril

petricsészékbe Ontjiik

nanoezist oldatot Ontottiink bele

3.6.2.3 A larvak morfologiai vizsgalata:

0 test alakja

0 szikddéma
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fejletlenség
rendellenes szik

torz farok

O O O O

torz szomitak

3.6.2.4 Az adott fluoreszcensen jelolt szervben fellépé torzulasok vizsgalata

0 Idegrendszer/ idegsejtek vizsgalat
0 Vérképzo szervek és az érrendszer vizsgalata

0 Vese fejlodése
3.7 Alkalmazott statisztikai modszerek

A vizsgalatok eredményeit SPSS 13.0 for Windows programmal értékeltiik ki. Az anyai
hatas vizsgalata sordn az ikraszam, termékenylilési ardny, valamint az ikrahéj barrier hatasara
iranyul6 vizsgalatok sordn a talélés vizsgalatakor egyszempontu variancia-analizist hasznaltunk
(ANOVA, p<0,05), a homogenitas-vizsgalat (Test of Homogeneity) eredményétdl fliggden Tukey
HSD, illetve Dunnet’s T3 tesztet alkalmaztunk. Az ikrahéj barrier hatdsdnak vizsgéalata soran

fellépett morfoldgiai elvaltozasokat Chi” teszt segitségével értékeltiik (p<0,05).
4 Vizsgalati eredmények és megvitatasuk

4.1 Anyai hatas vizsgalat

crer

nanoeziist oldatban a zebradanio néstényeket, félstatikus rendszerben. A ndstények hetente ivtak, az
igy nyert ikrdak szamat, termékenytilési aranyat értékeltiik, valamint a fejlddé embriok morfologiai

elvaltozasait elemeztiik.
4.2 Anyai hatas vizsgalat — ikrak szama és termékenyiilési arany értékelése

A néstények altal lerakott ikrdk szamanak, valamint a termékenyiilt ikraszemek aranyanak
Osszehasonlitdsara egyszempontl variancia-analizist (ANOVA) alkalmaztunk. Teszteltik a
variancidk homogenitasat, majd az eredmény tiikrében vélasztottuk ki az alkalmazand6 post hoc
tesztet. Az ikraszamok vizsgalata soran a variancidk homogének voltak (p=0,152), igy ebben az
esetben Tukey HSD post hoc tesztet hasznaltunk. A termékenyiilések 0Osszehasonlitasakor
szignifikans eltérést kaptunk a homogenitds vizsgalatakor (p=0,002), ezért ebben az esetben

Dunnett’s T3 post hoc tesztet alkalmaztunk.

Az ikraszam valtozasanak vizsgalata soran nem talaltunk szignifikans eltérést a kontrollhoz

képest az adott heteken beliil, valamint id6fliggd hatdst sem tudtunk megallapitani. Minden
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csoportban nagy szorast tapasztaltunk, még a kontrollban is (4. 4bra). Annak ellenére, hogy

szignifikdns kiilonbséget nem talaltunk a csoportok kozott, az id6 eldrehaladtidval minden

csoportban azonos trend volt megfigyelhetd az ikraszdmot illetden.

160 db
140 db
120 db
100 db
80db
60 db
40db
20db
db
-20db

4. abra: Ikraszam valtozasa

A kisérlet soran megallapitott termékenyiilési ardnyok értékei az 5. &bran lathatok. A

termékenytiilési arany valtozasanak vizsgalata sordn nem talaltunk szignifikans eltérést a csoportok

kozott, valamint 1d6fliggd hatast sem tudtunk megéllapitani. Szintén minden csoportban nagy

szoOrast tapasztaltunk, beleértve a kontroll csoportot is.

140 %

120 %

100 %

80 %

60 %

40 %

20%

%

H Kontroll
® 0,5 ppm
m1ppm

1.hét 2.hét 3.hét 4.hét 5.hét

5. abra: Termékenyiilés valtozasa
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4.3 Az embriok morfologiai értékelésének eredményei

A hetek sordn 200 db embriot vélasztottunk ki véletlenszertien, koncentracionként, majd
fénymikroszkop segitségével értékeltiik dket. A vizsgalat soran nem tapasztaltunk olyan ardnyu és

mértéki elvaltozasokat, melyek jelentdsen befolyasolhatndk a szaporodasi sikert.

1. tablazat: A kontroll csoport morfoldgiai vizsgalatanak eredményei

Kontroll | fejletlen | fejletlen% | torz (db) torz% szikodéma | | szikodéma%

(db) (db)
1 hét 1 0,5 1 0,5 0 0
2. hét 1 0,5 0 0 0 0
3.hét W 1 1 0,5 0 0
4.nét U 0 0 0 0 0
5.hét U 0 0 0 1 0,5

A kontroll csoport eredményei az 1. tablazatban lathatok. A kontroll csoportban az els6 és
masodik héten egy-egy fejletlen embridt talaltunk, melyekre jellemzd, hogy még nem valt el a farok
a sziktdl, még nem alakultak ki a szomitak és a szivverés se indult el. Az els6 héten egy torz
egyedet is feljegyeztiink. A harmadik héten két embrid esetében tapasztaltunk fejletlenséget,
valamint egy torz egyedet jegyeztiink fel. A negyedik héten nem talaltunk morfologiai elvaltozast
az embridk vizsgalata soran. Az 0todik héten egy embrio esetében figyeltik meg szikddéma

kialakulasat.

2. tablazat: A 0,5 ppm csoport morfologiai vizsgalatdnak eredményei
fejletlen fejletlen torz (db) torz % szikodéma | szikodéma

(db) % (db) %

0 0 0 0 0
0 2 1 0 0
1,5 3 1,5 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 4 2

Az els6 és a negyedik héten a 0,5 ppm-es csoportban nem taldltunk morfolégiai
rendellenességet, mig a masodik héten két torz egyedet figyeltiink meg. A harmadik héten harom
embrio esetében tapasztaltunk fejletlenséget, és harom torz egyedet allapitottunk, valamint az
otodik héten négy esetében figyeltink meg szikodéma kialakulasat. A 0,5 ppm-es csoport

eredményei az 2. tdblazatban lathatok.
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3. tdblazat: Az 1 ppm csoport morfologiai vizsgéalatanak eredményei

fejletlen fejletlen torz (db) torz % szikodéma | szikodéma
. (db) % (db) %
1 0,5 1 0,5 0 0
1 0,5 1 0,5 0 0
1 0,5 0 0 0 0
1 0,5 0 0 2 0
6 3 0 0 8 4

Az 1 ppm-es csoportban (3. tablazat) az elsd és a masodik héten egy-egy embrid esetében
tapasztaltunk, fejletlenséget és egy-egy torz egyedet jegyeztiink fel. A harmadik héten egy fejletlen
embri6t talaltunk. A negyedik héten két embrion figyeltiink meg szikodémat, valamint egy embrid
esetében allapitottunk meg fejletlenséget. Az utolsd6 héten hat fejletlen egyedet jegyeztiink fel,
melyeknél még nem alakultak ki a szomitdk és a szivverés, valamint nyolc esetében figyeltiink meg

szikddémat, melyekbdl kettd a fejletlen embriok kozé esett.
4.4 Szovettani elemzés:

4.4.1 A kontroll csoport

A kontroll csoport esetében valamennyi vizsgalt szerv és szovet esetében a tankonyvekben

leirt szovettani anatdmiai allapotokat figyeltiik meg. Részletesebben leirva:

A kontroll csoport halainak petefészkében a szoveti alaphdlozaton primaer és secundaer

ovocitak figyelhet6k meg a preovulacios érett petesejtek kozott. A savoshartya ép (6. abra).

6. abra: A kontroll csoport halainak petefészke (PAS, 420x)
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A bor tobbrétegli el nem szarusodd hamja kdzepes mennyiségii nyalkasejtet (kehelysejt)
tartalmaz. A bort vékony nyalkaréteg fedi. Az irharéteg és a bor alatti kdtészovet elvaltozast nem

mutat (7. abra).

7. abra: A kontroll csoport halai bérének atmetszete (PAS, 420x)

A kopoltyuivek, a kopoltyulemezek tobbrétegli el nem szarusodd hamja kdzepes
mennyiségli nyalkasejtet (kehelysejt) tartalmaz. A chloridsejtek mennyisége normalis. A 1égzéreddk

megformaltak, szabadon helyezddnek, dsszetapadas, hamproliferacié nem észlelhetd (8. abra).

8. abra: A kontroll csoport halainak kopoltytja (PAS (, 480x)

A majban élettani zsiros infiltracid volt megfigyelhetd. A vese hemopoetikus részében élénk
erythrocytopoesis €s garnulocytopoesis zajlik. A vese exocrin része — a nephron - elvaltozast nem
mutat. Az agyveldben és a retindban koros elvaltozas nem lathato. A cornea ép. A vazizomzat és a
csontozat ép. A kopoltyl és a vaz porcaindl figyelhet6 meg az alapallomany felritkuldsa, a

viszonylagos sejtgazdagsag, ami enyhe C-vitaminhidnyra utal.
4.4.2 A 0.5 ppm-es nanoeziist csoport

A 0.5 ppm-es csoport halainak petefészkében a szoveti alaphalozaton primaer és secundaer

ovocitak figyelhetok meg a preovulacios érett petesejtek kozott. A savoshartya ép (9. abra).
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9. abra: A 0.5 ppm csoport halainak petefészkében nem lathatok korszovettani elvaltozasok (PAS, 420x)

A 0.5 ppm csoportban a halak borének tobbrétegii el nem szarusodé6 hamjaban a
kehelysejtek szama enyhén megszaporodott. A bort széles nyalkaréteg fedi. Az irharéteg és a bor

alatti kotoszovet elvaltozast nem mutat (10. abra).

10. abra: A 0.5 ppm csoport halainak boérében a kehelysejtek szama enyhén megszaporodott. A bort széles nyalkaréteg
fedi (PAS, 420x)

A kopoltytivek, a kopoltytlemezek tobbrétegli el nem szarusodd tdmasztohamjaban a
kehelysejtek szama megfogyott. A chloridsejtek mennyisége kevesebb a normalisnal. A 1égzéreddk

megformaltak, szabadon helyezddnek, dsszetapadas, hamproliferacio nem észlelhetd (11. abra).
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11. ébra: A 0.5 ppm csoport halai kopoltyijanak tobbrétegli timasztohamjaban a kehelysejtek szama megfogyott. A
redok szerkezete ép. A hamproliferacié nem figyelhetd meg. (PAS, 420x)

A madjban élettani zsiros infiltracid volt megfigyelhetd. A vese hemopoetikus részében élénk
erythrocytopoesis és garnulocytopoesis zajlik. A vese exocrin része — a nephron - elvaltozast nem
mutat. Az agyvelOben ¢és a retinaban koros elvaltozas nem lathatd. A cornea ép. A vazizomzat és a
csontozat ép. A kopoltyt és a vaz porcainal figyelhetd meg az alapalloméany felritkuldsa, a

viszonylagos sejtgazdagsag, ami enyhe C-vitaminhidnyra utal.
4.4.3 Az 1 ppm-es nanoeziist csoport

Az 1 ppm-es nanoeziist csoport halainak petefészkében a szoveti alaphaldzaton primaer és
secundaer ovocitak figyelhetok meg a preovulacios érett petesejtek kozott. A savoshartya ép (12.

abra).

12. abra: Az 1 ppm-es csoport halainak petefészkében nem lathatok korszdvettani elvaltozasok (PAS, 420x)

Az 1 ppm csoport halai bérének tobbrétegii el nem szarusodd hamjaban a kehelysejtek
szama er6sen megfogyott, helyenként eltiintek a hdmbol. A bért nem fedi nyalkaréteg. Az irharéteg

¢s a bor alatti kotészovet elvaltozast nem mutat (13. dbra).
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13. abra: Az 1 ppm-es csoport halainak borében nem lathatok kehelysejtek. A bért nem fedi nyalkaréteg.
(PAS, 420x)
A kopoltytivek, a kopoltytlemezek tobbrétegli el nem szarusodd tdmasztohdmjaban a
kehelysejtek nem lathatok. A chloridsejtek mennyisége erdsen megfogyott. A 1égzéreddk

megformaltak, szabadon helyezddnek, dsszetapadas, hamproliferacidé nem észlelhetd (14. abra).

14. dbra: Az 1 ppm-es csoport halai kopoltyujanak tobbrétegii tamasztohamjaban a kehelysejtek nem lathatok. A redék
szerkezete ép. Az el nem szarusod6 laphdmban hyperplasia nem figyelheté meg.
(PAS, 420x)

A majban élettani zsiros infiltracid volt megfigyelhet6. A vese hemopoetikus részében élénk
erythrocytopoesis €s garnulocytopoesis zajlik. A vese exocrin része — a nephron - elvaltozast nem
mutat. Az agyveldben és a retindban koros elvaltozas nem lathato. A cornea ép. A vazizomzat és a
csontozat ép. A kopoltyl és a vaz porcaindl figyelhet6 meg az alapallomany felritkuldsa, a

viszonylagos sejtgazdagsag, ami enyhe C-vitaminhidnyra utal.
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4.5 A nanoeziist hatasa a fejlodo embriokra, és az ikrahéj barrier hatasanak

vizsgalata

A kisérlet soran vese, idegrendszer és vér-vérér transzgenikus zebradaniok héjazott és
héjazatlan ikrait kezeltiik 5, 10, 20, 50 és 100 ppm-es nanoeziisttel, a kisérlet harom ismétlésben
zajlott. A talélést 24 oranként ellendriztiik a héjazott ikrak esetében és a kontroll csoportokban.
72 ora utan minden csoportban meghataroztuk a talélést, valamint fénymikroszkoppal vizsgaltuk az
embriok morfologiai elvaltozasait, fluoreszcens mikroszkdppal pedig az adott fluoreszcensen jeldlt

szervben fellépd esetleges torzulasokat.

A vizsgalat soran a csoportokban a tulélések Osszehasonlitdsdra egyszempontll variancia-
analizist alkalmaztunk (ANOVA). Teszteltik a variancidk homogenitidsat, majd az eredmény
tilkrében valasztottuk ki az alkalmazand6 post hoc tesztet. Amennyiben a vizsgéalata sordn a
variancidk homogének voltak (p > 0,05), akkor ebben az esetben Tukey HSD post hoc tesztet
alkalmaztunk. Ha az 0sszehasonlitasakor szignifikans eltérést kaptunk a homogenitéas vizsgalatakor
(p < 0,05), Dunnett’s T3 post hoc tesztet alkalmaztunk. Chi* segitségével paronként hasonlitottuk

Ossze a kiilonb6z6 morfologiai rendellenességeket a héjazott és a héjazatlan csoportokban (p<0,05).
4.5.1 A héjas embriok tulélése

Az 15. dbran a héjas embridk tulélése lathatd. Az dsszehasonlitds soran Tukey HSD probat
alkalmaztunk (homogenitas p=0,056). Az 50ppm-es ¢és a 100 ppm-es csoport esetében
szignifikdnsan magasabb elhullast tapasztaltunk a tobbi csoporthoz képest, azonban ezen két

csoport kozott nem taldltunk szignifikans kiillonbséget.

10 db
9 db . T T
8db
7 db M kontroll
6 db | - ¥ 5ppm
5db B 10 ppm
4db B 20 ppm
3db B 50 ppm
2db H 100 ppm
1db

db T T T T T
kontroll 5 ppm 10 ppm 20 ppm 50 ppm 100 ppm

15. abra: A héjas embriok talélése 72 6ra utan
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4.5.2 A héjazott embriok tulélése

Az embriok tulélése a héjazott csoportokban, héjazott, illetve héjas kontrollban a 16. abran

lathato.
45 db
40 db M Héjas kontroll
35db B Héjazott
30db - T kontroll
B 5ppm
25 db
|
20 db 10°ppm
15 db H 20 ppm
10 db 50 ppm
5db
100 ppm
db .
Sdb 0 d6ra 24 6ra 48 6ra 72 6ra

16. abra: Az embriok tulélése a 72 oOra alatt

Az egyes csoportok idébeni Osszehasonlitasa, valamint az egyes idOk Osszehasonlitasa a
kezelések kozott egyszemponti variancia-analizissal (ANOVA) tortént. Teszteltiikk a variancidk
homogenitasat, majd az eredmény tiikkrében valasztottuk ki az alkalmazand6 post hoc tesztet. A
vizsgalat soran a variancidk nem voltak homogének (p=0,000), igy Dunnett’s T3 post hoc tesztet

alkalmaztunk.

4.5.2.1 Az vizsgalt idok kozotti 6sszehasonlitasok eredményei:

A héjas és a héjazott kontroll, valamint a 100 ppm-es csoport esetén nem talaltunk

szignifikans kiilonbséget a 0, 24, 48 és 72. 6ra soran a tilélt embridk 6sszehasonlitdsa soran.

Az 5 ppm-es csoportban a 0. 6raban szignifikansan magasabb aranyu tulélést allapitottunk

meg a 72. 6raban tulélt egyedekhez viszonyitva.

A 10 ppm-es és 20 ppm-es csoport esetében a 0. 6raban talélt embridk szama szignifikdnsan
magasabb volt, mint a 48. 6ra és a 72. 6rdban tulélt egyedek szama, valamint a 10 ppm-es

csoportban a 24. ora €s a 72. 6ra kozott szintén szignifikans kiilonbséget allapitottunk meg.

Az 50 ppm-es csoportban a 0. drdban szignifikdnsan magasabb volt az ¢16 embridk szdma a
tobbi csoporttal 6sszehasonlitva. A tobbi csoport kozott nem talaltunk szignifikans kiillonbséget.
4.5.2.2 A vizsgalt kezelések kozotti 6sszehasonlitasok eredményei:

A 0. 6raban nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a csoportok kozott.
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A 24. 6raban a héjas kontrollban talélt embriok szdma szignifikdnsan magasabb volt az

50 ppm-es és a 100 ppm-es csoportban tulélt embridk szamatol.

A 48. 6raban az Sppm-es csoport nem kiillonbozik szignifikdnsan a tobbi csoporttdl. A
10 ppm-es csoportban szignifikdnsan alacsonyabb az embridk talélése a héjas kontrollal
Osszehasonlitva, mig a 20, 50, 100 ppm-es csoportban a talélt egyedek szdma a héjas és a héjazott

kontrollban tulélt embridk szaméatdl is szignifikansan kiilonbozik.

A 72. 6rdban az 5 ppm-es csoport nem kiilonbozik szignifikansan a tobbi csoporttol. A héjas
¢s héjazott kontrollban szignifikdnsan magasabb a talélést tapasztaltunk a 10, 20, 50 és 100 ppm-es

csoporttal sszehasonlitva.
4.5.3 Az ikrahéj barrier hatasanak vizsgalata

A 17. adbran a héjas és a héjazott embriok tulélése lathatdo 72 ora eltelte utan. A vizsgalat
soran a héjas és héjazott embriok tilélésének aranyait hasonlitottuk 6ssze paronként, Dunnett’s T3
teszt segitségével (homogenitas p=0,000). Megallapitottuk, hogy a kontroll, valamint az 5 ppm-es
nanoeziist koncentraciok esetében nincs szignifikans kiilonbség a héjazott és héjazatlan csoportok
kozott, azonban a 10, 20, 50 és 100 ppm-es koncentraciok esetében a szignifikdnsan megemelkedett

a mortalitas a héjazott csoportokban.

100%
‘} B héjazott kontroll

80% ——7F ® héjas kontroll

héjazott 5 ppm

60% - héjas 5 ppm
[ héjazott 10 ppm
0, -
40% O héjas 10 ppm
<

—

B héjazott 20 ppm

20% - —
O héjas 20 ppm

0% - T T T T T T T T | héjazott 50 ppm

<& & W héjas 50 ppm

L { N N N
’6\@ © & &N 6’» gV &@ OCHRIN N B héjazott 100 ppm
3 R AS () o B o) R ) D )
R A U S RN S IV A N R M ..
& \g & \\‘Q,\ & \;éﬂb o M héjas 100 ppm

17. ébra: A héjasok és a héjazott embriok tilélése a 72 6ra utan
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4.6 Az embriok morfologiai értékelése
4.6.1 Morfologiai rendellenességek vizsgalata a héjas és a héjazott csoportokban

Chi® segitségével hasonlitottuk Gssze a kiilonbdzé morfologiai rendellenességek aranyat a
héjas csoportokban, 72 ora elteltével. A vizsgalat sordn megallapitottuk, hogy az 50 ppm-es és
100 ppm-es csoportok szignifikansan eltérnek a kontrolltdl a torz egyedek tekintetében, azonban
dozisfiiggést nem tudtunk megallapitani. A 100 ppm-es csoport esetén az egyéb torzulasok
(rendellenes szik, pigment) tekintetében is szignifikans kiilonbséget allapitottunk meg a kontrollhoz

viszonyitva.

A héjazott csoportokban szintén Chi® segitségével hasonlitottuk ossze a kiilonbozd
morfoldgiai rendellenességek aranyat 72 o6ra utan (kontroll, 5 és 10 ppm-es csoportok). A torz
egyedek esetében a kontroll csoporthoz viszonyitva szignifikansan eltér az 5 ppm-es és a 10 ppm-es
csoport is, azonban a két csoport kozott nem taldltunk szignifikdns kiilonbséget. A szikodéma
eléfordulasanak vizsgéalata sordn a 10 ppm-es csoportban szignifikdnsan tobb egyedet talaltunk,
mint 5 ppem-es csoportban, és szintén mindkét csoport szignifikdnsan eltér a kontroll csoporttol. A
torz farok vizsgalata soran a héjazott kontroll, 5 ppm és 10 ppm csoportok kozott talaltunk
szignifikans kiilonbséget, azonban dozisfiiggést nem tudtunk megallapitani. A torz szomitak
vizsgalata sordn nem taldltunk szignifikans kiilonbséget az 5 és 10 ppm-es csoportok kozott,
azonban a kontroll csoportoktdl szignifikansan eltérnek. Az egyéb torzuldsok (pigment, torz szik)
esetén szignifikansan tobb egyedet allapitottunk meg a 10 ppm-es csoportban, az 5 ppm-es

csoporthoz képest, a kontroll csoporttol mindkét csoport szignifikansan eltér.
4.6.2 Az embriok fluoreszcensen jelolt szervben fellépo rendellenességek értékelése

A kisérlet soran vese, idegrendszer és vér-vérér transzgenikus zebradaniok héjazott és
héjazatlan ikrait kezeltiik 5, 10, 20, 50 és 100 ppm-es nanoeziisttel. 72 6ra utan fénymikroszkoppal
vizsgaltuk az embriok morfologiai elvaltozasait, fluoreszcens mikroszkoppal pedig az adott

fluoreszcensen jelolt szervben fellépd torzuldsokat.
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4.6.2.1 A nano-eziist hatasai a vese fejlodésére.

Az 5, 10, 20, 50 és 100 ppm nanoeziisttel kezelt vese transzgenikus larvak képei a 18. abran
lathatok. A vizsgélat soran megallapitottuk, hogy a nanoeziist negativan befolydsolja a vese
fejlodését. A héjazatlan embridk esetében alacsonyabb koncentraciok is torzulast okoznak a szerv

fejlodésében, mig a héjazott embriok esetében kisebb mérteki elvaltozasokat tapasztaltunk.

a, Kontroll egyed: Normalis morfologia. Megfeleld méretii €s alaku vese.
b, 10 ppm nanoeziist, héjazott csoport: Normal morfologia, kisebb megnagyobbodas ¢€s eltérés

lathato a vesén.

c, 20 ppm nanoeziist, héjas csoport: normal morfologia. Megfelelé méretii €s alaka vese.

d, 50 ppm nanoeziist, héjas csoport: Torz test, szikddéma, szivodéma. A vese torz,
megnagyobbodott.

e, 50 ppm nanoeziist, héjas csoport: Torz test, torz farok, szikbdéma, szivddéma. A vese torz,
megnagyobbodott.

f, 100 ppm nanoeziist, héjazott csoport: Torz test, torz farok, torz vese.
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fénymikroszkop

Kontroll

10 ppm
héjazott

20 ppm
héjazatlan

50 ppm
héjazatlan

50 ppm
héjazatlan

100 ppm
héjazott

fluoreszcens mikroszkop — GFP

18. abra: Vese transzgenikus embriok fénymikroszkdpos és fluoreszcens képei.
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4.6.2.2 A nanoeziist hatasai az idegrendszer fejlodésére.

Az 5, 10, 20, 50 és 100 ppm-es nanoeziisttel kezelt larvak vizsgalata sordn nem allapitottunk
meg torzulast, fejletlenséget vagy mas elvaltozast az idegrendszer fejlédésében a nanoeziist
kitettség hatasara (19. abra). Morfologiai rendellenességeket talaltunk, azonban az idegrendszerben

elvaltozast nem allapitottunk meg.

a, Kontroll egyed: Normalis morfologia. Az idegrendszerben elvaltozas nem lathato

b, 20 ppm nanoeziist, héjazott csoport: Normalis morfologia. Az idegrendszerben elvaltozas nem
lathato

¢, 20 ppm nanoeziist, hé¢jas csoport: Normalis morfologia. Az idegrendszerben elvaltozas nem

lathato
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Kontroll =

20 ppm
héjas

20 ppm
héjazott

Fénymikroszkop Fluoreszcens mikroszkop - GFP Fluoreszcens mikroszkop — Ds Red

19. abra: Idegrendszer transzgenikus embriok fénymikroszkopos €s fluoreszcens képei.

44



4.6.2.3 A nanoeziist hatasai az érrendszer és vérképzo szervek fejlodésére - farok

Az 5, 10, 20, 50 ¢és 100 ppm nanoeziisttel kezelt vér-vérér transzgenikus larvak farok
részének képei a 20. abran lathatok. A vizsgalat soran a nanoeziist negativ hatdsait észleltiik az
vérképzoszervek és vérérrendszer fejlodésére. A héjazatlan embridok esetében alacsonyabb
koncentraciok is torzuldst okoznak az erek fejlodésében, mig a héjazott embridk esetében kisebb

mérteki elvaltozasokat tapasztaltunk.

a, Kontroll egyed: Normalis morfoldgia. Az érrendszerben elvaltozas nem lathato.
b, 5 ppm nanoeziist héjazott csoport: Torz test, torz farok. Fejletlen érrendszer.
C, 5 ppm nanoeziist héjazott csoport: Torz test, torz farok. Fejletlen érrendszer.

d, 20 ppm nanoeziist, héjas csoport: Normalis morfologia, kisebb mértéki elvaltozas az

érrendszerben.
e, 50 ppm nanoeziist héjazott csoport: Fejletlen test, torz szik, kevésbé fejlett érrendszer.
f, 100 ppm nanoeziist héjazott csoport: Normal morfoldgia, pigmentek hidnya, kisebb mértékii

elvaltozasok az érrendszerben.
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Fénymikroszkop Fluoreszcens mikroszkop - GFP Fluoreszcens mikroszkop — Ds Red

46

Kontroll
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héjazott

S ppm
héjazott §5

20 ppm
h¢jas

50 ppm |
héjazott | *

100 ppm
héjazott

£

20. abra: Vér-vérér transzgenikus embridk fénymikroszkopos és fluoreszeens képei - farok



4.6.2.4 A nenoeziist hatasai az érrendszer és vérképzo szervek fejlédésére - torzs

Az 5, 10, 20, 50 és 100 ppm nanoeziisttel kezelt vér-vérér transzgenikus larvak torzs
részének képei a 21. abran lathatok. A vizsgalat sordn a nanoeziist negativ hatdsait észleltiik az
vérképzOszervek ¢€s vérérrendszer fejlodésére. A héjazatlan embridok esetében alacsonyabb
koncentraciok is torzuldst okoznak az erek fejlddésében, mig a héjazott embridk esetében kisebb

mértékil elvaltozasokat tapasztaltunk.

a, Kontroll egyed: Normalis morfologia. Az érrendszerben elvaltozas nem lathato.

b, 20 ppm nanoeziist, héjas csoport: Normalis morfologia, az érrendszerben elvaltozas nem
lathato.

¢, 20 ppm nanoeziist, héjazott csoport: Torz test, torz szik, torz farok, az érrendszerben nagyfokt
elvaltozas lathato.

d, 20 ppm nanoeziist, héjazott csoport: Torz test, torz farok, az érrendszerben nagyfoku
elvaltozas lathato.

e, 100 ppm nanoeziist, héjas csoport: Torz test, torz szik, szivodéma, az érrendszerben nagyfoku

elvaltozas lathato.
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Kontroll

20 ppm
héjas

20 ppm
héjazott

20 ppm
héjazott

100 ppm
héjas

Fénymikroszkop Fluoreszcens mikroszkop - GFP Fluoreszcens mikroszkop — Ds Red

21. abra: Vér-vérér transzgenikus embriok fénymikroszkdopos és fluoreszeens képei — torzs

48



4.6.2.5 A nanoeziist hatasai az érrendszer és vérképzo szervek fejlodésére - fej

Az 5, 10, 20, 50 ¢és 100 ppm nanoeziisttel kezelt vér-vérér transzgenikus larvak fej részének
képei a 22.4bran lathatok. A vizsgéalat sordn a nanoezilist negativ hatasait észleltik az
vérképzOszervek ¢€s vérérrendszer fejlodésére. A héjazatlan embridok esetében alacsonyabb
koncentraciok is torzuldst okoznak az erek fejlddésében, mig a héjazott embridk esetében kisebb

mértékil elvaltozasokat tapasztaltunk.

a, Kontroll egyed: Normalis morfologia. Az érrendszerben elvaltozas nem lathato.

b, 5 ppm nanoeziist héjazott csoport: Torz test, torz szik, fejletlen érrendszer.

¢, 10 ppm nanoeziist héjazott csoport: Torz test, torz szik, az érrendszeren kisfoku elvaltozas
lathato.

d, 20 ppm nanoeziist, héjas csoport: Normalis morfologia. Az érrendszerben elvaltozds nem
lathato.

e, 50 ppm nanoeziist, héjazott csoport: Fejletlen egyed, torz szik, az érrendszeren nagyfoku

elvaltozas nem lathato.
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Kontroll

S ppm
héjazott

10 ppm
héjazott

20 pm
héjas

50 ppm

héjazott | g

Fénymikroszkop Fluoreszcens mikroszkop - GFP Fluoreszcens mikroszkop — Ds Red

22. 4bra: Vér-vérér transzgenikus embridk fénymikroszkopos és fluoreszcens képei — fej

50



5 Hipotézisek megbeszélése

O A nanoeziist expozicio csokkenti a zebradanio nostények daltal letett ikrdk szamat. - A
hipotézist vizsgalati eredményeim alapjan elvetem.

O Az ikrasok nanoeziist kitettsége csokkenti az ikrdk termékenyiilési ardanyat. - A
hipotézist eredményeim alapjan elvetem.

O Az anyahalak nanoeziist kitettsége noveli az embriok morfologiai rendellenességének
aranydt. - A hipotézist vizsgalati eredményeim alapjan elvetem.

O A nanoeziist kitettség morfologiai elvaltozasokat okoz az ikrasok borében. - A
hipotézist vizsgalati eredményeim alapjan megtartom.

O A nanoeziist kitettség morfologiai elvaltozasokat okoz az anyahalak kopoltyujaban. -
A hipotézist vizsgalati eredményeim alapjan megtartom.

O A nanoeziist kitettség morfologiai elvaltozasokat okoz a zebradanio ndstények
mdjaban. - A hipotézist eredményeim alapjan elvetem.

O A nanoeziist kitettség morfologiai elvaltozasokat okoz az ikrasok veséjében. - A
hipotézist eredményeim alapjan elvetem.

O A nanoeziist kitettség morfologiai elvaltozasokat okoz az anyak idegrendszerében. -
A hipotézist eredményeim alapjan elvetem.

O A nanoeziist kitettség morfologiai elvailtozasokat okoz a zebradanio ndstények
petefészkében. - A hipotézist eredményeim alapjan elvetem.

O Az ikrak nanoeziis kitettsége csokenti az embriok tulélését. - A hipotézist vizsgélati
eredményeim alapjan megtartom.

O Az ikrdk nanoeziist kitettsége morfologiai elvaltozasokat okoz a fejlodo embriokban.
- A hipotézist vizsgalati eredményeim alapjan megtartom.

0 Ervényesiil az ikrahéj barrier hatisa a nanoeziisttel szemben. A hipotézist vizsgalati

eredményeim alapjan megtartom.
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6 Kovetkeztetések, javaslatok

6.1 Anyai hatas vizsgalat

Az anyai hatds vizsgalata sordn nem tapasztaltunk szignifikans csokkenést az ikraszdmban,
termékenytiilési aranyban, valamint az embriok morfologiai elvéaltozasainak vizsgalata soran se
tapasztaltunk olyan ardnyu és mértékli elvaltozasokat, melyek jelentésen befolyasolhatndk a
szaporodasi sikert. A vizsgalat sordn alkalmazott AB vonal egy viszonylag homogén allomany,
mégis megmutatkozott az egyedek eltérd érzékenysége a vizsgalat soran, mivel minden csoportban
nagymértékli szorast tapasztaltunk az ikraszam valtozasdban ¢és a termékenytiilési aranyban

egyarant.

A szOvettani vizsgéalatok sordn megallapitottuk, hogy az alkalmazott 0,5 ¢és 1 ppm
boéron és a kopoltyin talalhatd nyalkasejtek és chloridsejtek szdmanak valtozasaban, mivel ezek a
szervek azok, melyek kozvetleniil, és folyamatosan érintkeznek a kornyezetiikben jelenlevd

nanoezusttel.

Vérhatéan hosszabb id6 multan ezen koncentraciok hatasara is ndovekszik a szdvettani
elvaltozdsok mértéke mely soran mas szovetek, szervek is karosodhatnak, tovabba varhatoan
csokken az ikraszam és a termékenyiilési ardny, mivel a halak a kornyezeti stressz hatasara
elsdsorban a hatdsok kompenzélasara és onfenntartasra forditjdk energidjukat, nem a szaporodésra,

ivarsejttermelésre.

Kisérleteink eredményei, mint eldkisérletek, kiinduldopontot jelentenek tovabbi vizsgalatok
megtervezéséhez. Javaslataink a tovabbi vizsgalatok elvégzéséhez tobbek kozott hosszabb ideji
expozicié alkalmazdsa, valamint a 0,5 és 1 ppm koncentraciok mellett magasabb koncentraciok
beallitasa. Az ikrasok heti ivdsa soran igy tobbletinformacidohoz juthatunk a nanoeziist hosszatava
hatasair6l a szaporodasbioldgiai paraméterekre €és utddokra kifejtett hatasrol és a szdvettani

vizsgalatok soran nyomonkdvethetd az anyahalak szervezetére gyakorolt hatés is.

6.2 A nanoeziist hatasa a fejlodo embriokra, és az ikrahéj barrier hatasanak
vizsgalata

A héjas embriok vizsgalata soran 50 és 100 ppm nanoeziist kitettség hatasara tapasztaltunk
megnodvekedett mortalitast, mig a héjazott embridk esetében mar a 10 ppm nanoeziist kitettség is
szignifikans csokkenést okozott a talélésben. A héjazott embriok vizsgéalata sordn 5 ppm nanoeziist
kitettség nem okozott szignifikdnsan magasabb mortalitast a kontrollal dsszehasonlitva, ugyanakkor

a morfologiai rendellenességek aranya a héjazott csoportban mar 5 ppm nanoeziist kitettség hatasara
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szignifikdnsan megemelkedett, mig a héjas csoportban az 50 és 100 ppm-es csoportokban
tapasztaltunk szignifikdns eredményt morfoldgiai elvaltozdsok terén. A héjazott és héjazatlan
embriok talélésének Osszehasonlitdsa soran az 5 ppm nanoeziist koncentraciok esetében nem
talaltunk szignifikans kiilonbséget a két csoport kozott, azonban a 10, 20, 50 és 100 ppm-es

koncentraciok esetében a szignifikansan megemelkedett a mortalitas a héjazott csoportokban.

Az idegrendszer és vér-vérér és vese transzgenikus zebradaniok vizsgalata sordn az
idegrendszer fejlodésében nem taldltunk elvaltozdsokat az adott koncentracidok sordn sem a héjas,
sem a héjazott embridk esetében, ugyanakkor a vese, és a vérerek, vérképzoszervek fejlodésére
negativ hatast allapitottunk meg. A héjazott embriok vizsgéalata soran az 5 ppm-es nanoeziist
kitettség hatdsdra mar talaltunk rendellenességeket, mig a héjas egyedek kozott 20 ppm felett

tapasztaltunk jelentés mértéki elvaltozasokat.

Kisérleteink alapjan megallapithato, hogy az ikrahéj barrier hatdsa a nanoeziisttel szemben
hatékony még 5 ppm-es koncentracioban, ugyanakkor e barrier hatds 10 ppm felett mar csokkent és
szignifikdnsan megemelkedett a mortalitds. Javaslom olyan kisérletek beallitasat, melyek soran
LCs érteket is meg lehet allapitani, viszont a hagyomanyos toxikoldgiai tesztek mellett fontos lehet
a larvak, adult halak viselkedésére iranyuld vizsgalatokat is elvégezni, mivel ezekbdl relevans

tobbletinformacidkhoz juthatunk a nanoeziist hatasait illetden.

A jovOben fontos megallapitani, hogy a nanoeziist mely koncentrdcidoban hatékony a
vizipenészekkel szemben, igy a gyakorlatban is alkalmazhatd6 nanoeziist koncentracid
meghatdrozasahoz is kozelebb keriilhetiink, azonban a keltetdhdzi ikrakezelési eljaras

kidolgozéasdhoz még megannyi informacié megszerzése sziikséges.
6.3 Kovetkeztetések 0sszegzése

A nanoeziist szaporodasbiologiai paraméterekre és az anyahalak szervezetére gyakorolt
hosszutavl és akut hatdsainak fontos a megismerése mind a keltetéhazi ikrakezelési technoldgia
kidolgozasénak alapjai miatt, mind a kornyezetbe keriil6 nanoeziist vadon €16 halfajokra kifejtett
hatasdnak modellezésére. Az embrio és larva korosztily a legérzékenyebb korosztalyok a
kiilonb6z6 kornyezeti hatasokra. A populaciok fennmaradasanak alapvetd feltétele a sikeres
szaporodas ¢s a fiatal egyedek megfeleld aranyu talélése, amennyiben a szaporodasi paraméterek
romlanak a kornyezeti hatdsok kompenzaldasa miatt és a fiatal, érzékeny egyedek mortalitdsa

megemelkedik, hosszitavon veszélybe keriilhet a populdcié fennmaradasa.

Az ikrakezelés sordn fontos olyan anyagokat olyan koncentracidoban alkalmazni, amelyek
aktiv hatasfokkal rendelkeznek a vizipenészek altal okozott megbetegedések kialakulasa ellen,

ugyanakkor nem karositjak az embridkat szignifikdns mértékben.
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Bar a nanoeziist hatasainak vizsgalati eredményei nagyban elésegitik majd a tanszéken a
késdbbiekben elvégzett vizsgalatok tervezését és kivitelezését, a nanoeziist alkalmazédsanak

keltet6hazi ikrakezelése csak tovabbi kisérletek utan lehetséges.

7 Osszefoglalas

A vizipenészek okozta megbetegedések (Saprolegniosis) a legrégebben ismert
halbetegségek kozé tartoznak, amelyek elsdsorban, a mesterséges ikrakeltetés soran okoznak
jelentds problémdkat a haltenyésztésben. A leggyakrabban alkalmazott vizipenész elleni szer a
malachitzdld, valamint a formalin. Mivel ezek az anyagok erdsen toxikus hatasuak, az Eurdpai Unid
egyértelmien torekszik a betiltdsukra, azonban ma még nincs olyan szer, ami kivalthatna
hasznalatukat. Helyettesitésiikre megfontolando alternativa lehet a kiilonb6z6 nanoanyagok
(els6sorban a nanoeziist) alkalmazasa, azonban ennek a hosszi tavl kdrnyezeti hatdsar6l még
keveset tudunk. Egy a nanoanyagokra kidolgozott sikeres ikrakeltetési eljards kifejlesztéséhez

elengedhetetleniil sziikséges ezen ismeretek megszerzése.

A fentiek miatt munkank soran célul tiiztiik ki a nanoeziist hosszatavu hatasanak vizsgalatat
az anyahalak szervezetére. Vizsgaltuk tovabba, hogy milyen hatdsokat fejt ki anyailag az utédokra a
hosszutavu kezelés, illetve hogy van-e barrier hatdsa az ikrahéjnak a nanoeziist szemcsékkel

szemben.

A hosszatavu vizsgalat sordn félstatikus rendszerben, 5 héten keresztiil tartottunk vad tipusu
ndstényeket hetente ivattuk, majd vizsgaltuk az igy nyert ikrdk szdmat, termékenyiilési aranyat,
valamint a fejlédé embriok morfologiai elvéaltozasait. A vizsgalat végén szdvettani metszeteket
készitettiink az ikrasokbodl, majd a toxikologiai szempontbdl fontos szerveken kerestiik a kezelés

hatasara bekovetkez6 elvaltozasokat.

A kisérlet masodik részében vese, idegrendszer és vér-vérér transzgenikus zebraddniok
héjazott és héjazatlan ikrait kezeltiik 5, 10, 20, 50 és 100 mg/L-es nanoeziist koncentraciokkal. A
kezelés végén fénymikroszkoppal vizsgaltuk az embriok morfologiai elvaltozasait, fluoreszcens

mikroszkoppal pedig az adott szervben fellépd esetleges torzuldsokat.

Eredményeink alapjan elmondhato, hogy az 5 hét alatt a nanoeziist kitettség nem gyakorolt
szignifikans csokkenést az ikraszdmra ¢s a termékenytilési aranyra, valamint jelentés morfologiai
elvaltozasokat sem okozott az embridkban. A vizsgélat sordn a kezelt néstények érzékenységében
nagyfoku egyedi eltéréseket tapasztaltunk. A szovettani vizsgéalatok soran kiilonb6z6é mértéki

elvaltozasokat figyeltiink meg. Az ikrdk vizsgalata sordn arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy az
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ikrahéj bizonyos szinten megvédi a fejldodé embridkat a nanoeziist hatasaitol. A transzgenikus
embridk vizsgélata soran megéllapitottuk, hogy az idegrendszer fejlddésére nem gyakorol negativ
hatdst a nanoeziist, azonban a vese fejlddésében ¢és kiillondsen a vérerekben és a vérképzod

szervekben jelentOs elvaltozasokat tapasztaltunk.
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