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1 Bevezetés és célkitiizés

Az ipari kemizacidé 6ta megtapasztalhattuk, hogy a vegyi anyagok fejlesztése, eldallitasa,
forgalomba bocsatasa és/vagy helyes kezelése megfeleld koriiltekintést igényel, mert veszélyesek
lehetnek az emberre és a kornyezetiikkre, nem megfeleld hasznalatuk komoly kockazatokat
rejthetnek magukban. Ezek olyan mesterséges anyagok, melyek a természetes kdrnyezet szdmara
idegenek (xinobiotikumok). A CAS (Chemical Abstract Service) adatbazisdban csaknem 64 millio
szerves ¢és szervetlen anyagot regisztraltak 2012 augusztusdig. A xenobiotikumok kornyezeti
viselkedésének megismerése, €16 szervezetekre kifejtett hatdsanak felmérése kiemelt fontossagu,

mert karos nem vart hatasok jelentkezhetnek, melyre jo példa a DDT esete.

E példa is megmutattdk, hogy a teszteletlen, vagy nem megfeleléen vizsgalt hatdanyagok,
készitmények potencidlis veszElyt jelenthetnek nem csupéan a kdrnyezetre, de az emberi egészségre
is. A tudomanyos aggodalom éppen ezért folyamatosan nétt az utdbbi években a kijuttatott

kemikaliak miatt, és egyre tobb publikacio foglalkozik ezek hatasaval (KHETAN & COLLINS 2007).

Az utdbbi néhany évtizedben mind nagyobb jelentdséggel bir a kiillonb6z0 human és allat
gyogyaszatban hasznalt készitmények €16 kornyezetre gyakorolt hatdsanak vizsgalata. Az 5-
fluorouracil (tovabbiakban 5-FU) egy, a kemoterapiaban széles korben alkalmazott hatdoanyag, mely
a nukleinsav szintézis gatlasa révén akadalyozza a daganatos sejtek novekedését. Az 5-FU és mas
kemoterapids szerek elssorban a korhdzi szennyvizen keresztiil keriilhetnek kapcsolatba az €16
vizekkel. Mivel a kemoterapiaban alkalmazott citosztatikumok szisztematikus hatastak, ezért jogos
az a feltevés, hogy kornyezetbe keriiléslik esetén karos hatast fejthetnek ki az ¢élovilag egyes
szintjein (GYENES & FURTOS 2007). Ezen vegyiiletek él6 kornyezetre gyakorolt hatasarol kevés

kronikus toxicitasarol pedig még kevesebb informacioval rendelkeziink.

Az 5-FU egy a sok, széles korben alkalmazott kemoterdpias hatéanyag koziil, melynek
okotoxikologiai és genotoxikoldgiai feliilvizsgalata egy FP7-es EU-s palyéazati projekt részét
képezi. A projekt feladata a vizsgalt ala vont rakellenes szerek kornyezeti és humén kockézat
becslése. Az 5-FU 6kotoxikologiai vizsgalatat zebradanio (Danio rerio) halfajon végeztiik el, abbol
a célbol, hogy felmérjiik az 5-fluorouracil kemoterapids hatdoanyag akut és kronikus toxicitasat. A
kapott adatokat az alabb ismertetésre keriild CytoThreat projekt hasznalja fel egy komplex

kockazatbecslési eljaras kidolgozasdhoz mas kutatasokkal egyetemben.



1.1 Célkitiizés

Vizsgalatunk célja az S-fluorourcil zebradanié modellre gyakorolt akut és kronikus hatdsainak
megismerése VoIt. Ezen eredmények felhasznalasaval és az irodalomban fellelheté kornyezeti
mintakban mért mennyiségek alapjan tovabbi célunk volt egy hosszu tavl kezelés soran az 5-FU
fiatal zebradanio egyedek fejléddésére gyakorolt hatasanak tanulmanyozasa is. Hipotézisiink ennek
megfeleléen az volt, hogy az 5-fluorouracil karos hatassal van a zebradaniok fejlodésére és a

vizsgalt paraméterekben eltérést fogunk tapasztalni a kisérlet soran.



2 Irodalmi attekintés

Ebben a fejezetben bemutatasra keriilnek a xenobiotikumok probléméjanak néhany esete, a
gyogyszerek kornyezetbe jutdsanak veszélyei és a megakadalyozasukra hozott szabalyozasi
rendszer. Bemutatjuk el6fordulasukat, mint lehetséges szennyezé forrasokat, kiilon kitérve a
citotoxikus kemoterapids anyagokra. Ismertetésre kerlilnek a kemoterapids szerek tipusai,
hatdsmodjuk és alkalmazasuk betegeken. Bemutatom azt a projektet, mely az altalunk vizsgalt

anyag kockazati felmérésével foglalkozik, tovabba a vizsgalt hatdanyagot, €s a tesztszervezetet.

2.1 Xenobiotikumok a kérnyezetben

A xenobiotikumok kornyezeti jelenléte aggodalommal tolti el a koz- és tudoméanyos szférat
egyarant, leginkabb azok alig ismert karos hatasai miatt. Kiilonféle iparagak nagy mennyiségben
allitanak el6 ilyen xenobiotikumokat, és fejlesztenek ki ujabbakat. Ilyen a nem régen betiltott
poliklorozott bifenilek, de ide tartoznak az olaj termékek égetésébdl szarmazo policiklusos aromas
szénhidrogének, a fertOtlenitéshez hasznalt triklozdn, a miilanyag termékek lagyitdsahoz hasznalt

biszfenol-A, vagy a mez6gazdasagi termelésben hasznalatos glifozat (httpl11).

A helytelen mezdgazdasagi vegyszerhasznalat miatt szdmos esetben szermaradékoknak, van
kitéve az ember és a természetes kornyezet egyarant. 2008-ban magyar hatésagok altal ellendrzott
¢lelmiszer mintak 53,4%-ban mutattak ki szermaradékot, a mintak 1,7% esetében pedig hatarértek
felett tartalmazott szermaradékot a termék a hazai piacon. Gyakran tapasztalnak ismeretlen
kezelésli, piacokon kaphatd széllitmanyban nagyobb mennyiségli szermaradékot. Ilyen anyagok

voltak a ditiokarbamatok, kaptan, dimetoat, stb. (MGSzH NTI, 2008).

A glifozat elterjedt gyomirtd szer, melyet nagy mennyiségben alkalmaznak az erdd- és
mezOgazdasagban, tovabba a hidrokultirds novénytermesztésben. A glifozat rezisztens
génmodositott (GMO) kultirnévények terjedésével a glifozat felhasznalds radikalisan megnétt az
USA-ban. Az EPA (Environmental Protection Agency, USA) felmérése szerint 2001-ben 38-41
millié kg mennyiségben hasznaltdk mezdgazdasagban kemikalidk alapanyagaként, mig 2007-re 82-
84 millio kg-ra nétt a felhasznalds csak az USA-ban (EPA 2004, 2011). A glifozat kémiailag vizben
stabil és alacsony mobilitast ezért kicsi potencialja van a talajviz elszennyezésében (WHO 2004).
Azonban kijuttatds utdn a nyilt vizbe keriilhet, elsésorban csapadékviz altali elmosdssal. Bar
alacsony toxicitasunak irjak le a glifozatot, mind a hatdéanyagot mind pedig a képz6dd metabolitjat
(aminometilfoszfonsav, AMPA) (WHO 2004), egy ujabb tanulmany kiilonb6z6 formulak esetében
citotoxicitast, endokrin diszruptor (EDC), karcinogenitast, mutogenitast allapitottak meg (GASNIER

ET AL., 2009). A glifozatot nagy mennyiségben hasznal6 teriileteken sziiletési rendellenességekrdl
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szamoltak be, ennek nyoman egy tanulmany beszamolt a morfogenezis korai szakaszaban
elvaltozasokat okozo6 hatasardl gerinceseken (PAGANELLI ET AL., 2010). A glifozat jelenleg is

engedélyezett hatdanyag.

A kornyezetbe jutd egy masik veszélyes vegyiilet csoport, a poliklorozott bifenilek csoportja
(PCB). A PCB-ket 1920-t61 egészen a 2001-es a Stockholmi Egyezményt kovetd tiltasig hasznaltak.
Elony6s tulajdonsdgaik — mint példaul nagy hodvel szembeni ellenadllo képességiik, kicsi
gyulékonysaguk és jo szigeteld képességilk — miatt széles korben alkalmaztak, hidraulikus
rendszerekben, transzformatorokban, elektronikai cikkekben, kendanyagokban, festékekben,
muanyag termékek lagyitd anyagaként, szigeteloként, stb. A PCB-k toxikussaga nagyban fiigg a Cl
atomok szamatol és helyétol. A szervezetbe bejuthatnak szennyezett levegével, élelmiszerrel és
boron at. Bioakkumulativ és biomagnifikacios hajlamuak, valamint az anyatejbe is bekeriilhetnek.
Humén tanulményok kimutattdk a PCB keverékek karos immunoldgiai, reprodukcids,
dermatoldgiai hatasat, illetve bebizonyosodott karcinogén hatasuk is (WHO 2003). PCB-k kozé
tartozik a DDT is, mely egy 1948-ban Nobel dijat érdemelt inszekticid. A vegyiiletrél azonban
késobb kideriilt, hogy akadalyozza a kalcium beépiilését a madarak tojashéjaba, valamint erds

bioakkumulacios és biomagnifikacios hajlammal rendelkezik (http12).

Mas tanulmanyok a maig feltérképezetlen szennyezd anyagokra hivjdk fel a figyelmet
vizeinkben. Ennek vizsgalata azonban a szennyezések Osszetettsége miatt rendkiviill nehéz.
Manapsag egyik legjobban kutatott szennyezdanyag csoport a hormon hatast anyagok csoportja
(EDC Endokrin Disruptor Chemicals). Az endokrin diszruptorok skalaja nagyon széles, kémiai
struktardban nagyon kiilonbozhetnek. Sajnos ezen anyagok szlirésére a szennyviztisztitok nincsenek
felkésziilve. Szamos természetes ¢és mesterséges anyag rendelkezhet hormonalis mellékhatéassal,
mint példaul gyogyszerek, szteroidok, ipari és haztartasi kemikalidk (példaul biszfenol-A), estapold
termékek, feliiletaktiv anyagok, ipari adalékanyagok (BOLONG 2008), PCB-k, festékek, peszticidek,
de akar fémek, is mint a kadmium (BRYNE ET AL., 2009, BURKHARDT-HOLM 2010). Mivel az EDC-k
a legkiilonfélébb kémiai csoportokbdl keriilnek ki ezért szisztematikus hatdsuk tanulmanyozasa
nehéz (BURKHARDT-HOLM 2010). Hatdsmodjuk miatt az endokrin rendszeren keresztiil akar rakos
megbetegedéseket is okozhatnak. Felmérések szerint az olyan daganatos megbetegedések szama,
amelyet nem tudnak semmilyen ismert kivalté okra visszavezetni, folyamatosan novekszik. Minden
évben 200 ezer 0j rakos megbetegedést diagnosztizalnak az USA-ban, melynek nyoman kozel 40
ezer nd hal meg évente (BRYNE ET AL., 2009). A ndk korében az egyik leggyakoribb daganatos
megbetegedés a mellrdk. Az ilyen tipusu megbetegedések szdma a hetvenes évektdl folyamatosan

novekszik (ALTHUIS ET AL., 2005).



2.1.1 Gydgyszerek a kornyezetben

Egyre nagyobb problémat jelentenek a szennyvizen keresztiil felszini vizekbe jutd gydgyszer
hatéanyagok ¢és azok maradvanyai, annak nem célszervezetre, illetve vizben torténd
felhalmozodasuk esetén lakossagra kifejtett hatdsa miatt. Kiimmerer és Hempel szerkesztésében
2010-ben megjelent Green Sustainable Pharmacy kiilon kiadvanyban dolgozza fel ezt a
problémakort és keres lehetséges megoldasokat (KUMMERER & HEMPEL 2010). A tudomanyos
érdeklédés az analitikai modszerek fejlédésével indult meg, a 70-es években, amikor eldszor
publikaltak a gydgyszerek jelenlétérdl a kornyezetben. Igazan nagy figyelmet akkor kaptak, amikor

Kimutattak a mennyiségi névekedésiiket az ivovizben.

Tobb tudomanyos publikacié (BESSE ET AL., 2012., STRAUB 2009.) hozza fel példanak az
1977-ben megjelent, Charles Hignite altal publikalt cikket ,,Drugs and drug metabolites as
environmental contaminants: Chlorophenoxyisobutyrate and salicylic acid in sewage water
effluent”, mint az elsd vizsgalatok egyikét. A gyogyszeripar fejlodésével a gyogyszergyartas
mértéke — ennél fogva a vegyiiletek kdrnyezetbe torténd kijutdsa — tovabb nétt az elmult 50 év
soran. A kimutathaté gydgyszer hatdéanyagok szdma novekedett, részben a nagyobb kijuttatott
mennyiség, részben az analitikai technika fejlodése kovetkeztében. Egyre nagyobb mennyiségben
jelennek meg a kornyezetben veszélyes hulladékként, igy kérhazak szennyviziszapjaban, de még a
kommunalis  szennyvizgy(jtéiben is, hiszen az emberi szervezet metabolizalt, vagy eredeti
formaban el6bb-utobb kiiiriti ezeket az anyagokat (BESSE ET AL., 2012.). Perzisztens molekulak
esetén — a szennyvizrendszeren keresztiil ezek az anyagok — eljuthatnak az él6 vizeinkbe is.
Tényleges kornyezeti és human hatasukat csak tudomanyosan alatamasztott tanulmanyokkal lehet
megbecsiilni. Nagy sokkot kivaltdé események, mint a Contergan-botrany, felhivjak a figyelmet ezen
anyagok mind szélesebb korll toxikologiai és 6kotoxikoldgiai vizsgéalatara. A Contergan egy recept
nélkiil kaphato, hanyinger ellenes orvossag volt terhes anydk szamara az 50-es években. Azonban
hatéanyaganak (talidomid) egyik metabolitja, a CPS49 érképz6dés gatld hatasa miatt a magzatban
nem tudtak kialakulni megfeleléen a végtagok, és ez mintegy 10.000 végtag-torz gyermek

sziiletését eredményezte (VARGESSON 2009, httpl)

A gyogyszergyartd cégek célkitlizése, hatékonyabb aktiv molekulak kifejlesztése (Active
Pharmaceutical Ingredient, APl vagy Pharmaceutically Active Compounds, PhAC), melyek
fokozott hatékonysaggal, biologiai hozzaférhetdséggel, ¢és degradacioval szembeni ellenalld
képességgel rendelkeznek. Néhany API-nak tulajdonitanak olyan karos hatdst, mely a vizi
organizmusok fejlédésében karos szerepet tolt be. Az egyik legveszélyesebb csoportnak az endokrin
diszruptorokat tartjdk. Valoszinilisithetd, hogy a leglakottabb teriiletek kornyezetében talalhato

vizkészletek a legszennyezettebbek (KHETAN & COLLINS 2007). A szennyezés szarmazhat korhazak
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szennyvizkifolyoibol, lakossagi szennyvizb6l, fel nem hasznalt gyogyszerekbdl, szervezet
kivalasztasabol (HEBERER 2002). Egy masik kutatasokat attekinté cikk ramutatott, hogy a fel nem
hasznalt gyogyszerek ledblitése, mara nem a legfobb szennyezo forras, sokkal inkabb a paciensek
kivalasztasabol szarmazo hatéanyagok és metabolitjaik (KHETAN & CoLLINS 2007). Makrolid
antibiotikumokat (baktériumok fehérjeszintézisét gatlo antibiotikumok) mutattak ki tobb orszagban
ug/L-es koncentracidé tartomanyban, igy Németorszagban, Svajcban és az USA-ban is. llyen
makrolid antibiotikumok példaul: klaritromicin, dehidro-erithromicin, roxitromicin. Mértek tovabba
szulfonamid (szulfametoxazol, szulfadimetoxin), fluorokinolok, klorafenikol antibiotikumokat is
(HEBERER 2002). Ezen vegyiiletek megjelenése a természetben nagy jelent6ségii, mert mar a
természetes kornyezetben is kialakulhatnak az antibiotikum rezisztens baktériumtorzsek. igy a fenti
vegyiiletek nem csak mit szennyezOk, hanem mint a baktériumos betegségekkel szembeni

kiizdelmet nehezit6 tényezoként is megjelennek.

A kornyezetben megjelend vizsgalt gyogyszer vegyiiletek skalaja igen széles. Az EU-ban
hasznalatos diclofenac egy nem szteroid tipust gyulladas gatlok (Nonsteroidal Anti-inflammatory
Drugs, ASIDs) csoportjaba tartozo fajdalomesillapitd, mely blokkolja a citokindz enzimeket, ami
felelos a prosztaglandinok szintéziséért. Ez utobbi a szervezetben fajdalmat, lazat és gyulladast
okoz. Diclofenacot és metabolitjat kimutattak mar és ivovizben is (KHETAN & COLLINS 2007). Bar

egyes cikkek a vegyiilet gyors fotodegradaciorol szamolnak be (BUSSER ET AL., 1999).

Mas molekuldkat, mint antropogén markereket tartanak szdmon. Ilyen az antidepresszans,
epileptikum, és skizofrénia kezelésére hasznalt karmazepin, mely igen perzisztens a kdrnyezetben.
Nagy mennyiségben fordul el6 beldle felszini vizekben, de talajvizbdl is kimutattak mar (CLARA ET
AL., 2004).

Ezen okoknal fogva az ipari hulladékok — legyen az vegyipar, gydgyszeripar, mezdgazdasagi
ipar — kockazatot jelenthetnek. Megfeleld kezelésiik kiemelkedé fontossagu. Magyarorszagon
évente mintegy 2000 tonna gyogyszerhulladék keletkezik (http2); ez a mennyiség fel nem hasznalt,
lejart szavatossagi lakossagi gyogyszerekbdl €s azok csomagoldanyagébol tevddik Ossze. Az
Egészségligyi Minisztérium  2005-ben  kiadott kozleménye a  kovetkez6 volt: A
maradvanygyogyszerek, mint veszélyes hulladék begytijtése, szallitdsa és megsemmisitése uniods
tagsagunkbol is adodo kotelezettség. A lakossagi gyogyszerhulladékok kezelésérdl az EU-ban nincs
egységes szabalyozas, a tagallamok sajat maguk dontenek ezen specialis hulladék kezelésérol.”
(http2). Hazankban a jelenlegi szabalyozas alapja a 20/2005. (VI. 10.) EiM rendelet - a human

gyogyszerek és csomagolasuk hulladékainak kezelésérol.



2.2 Daganatok kialakulasa

A tumor (daganat, vagy neuplazma) fékezhetetleniil o0sztodo sejtek Osszessége. Tumort
joindulatiinak (benginusnak) nevezik, ha az oszt6doé sejtek a kialakulas helyén maradnak (http3). A
tumort rosszindulatinak (malignusnak) nevezik, ha a zabolatlanul osztdd sejtek szétszorodnak a
szervezetben, vagyis attéteket ugynevezett malignusokat, masodlagos tumorokat képeznek (http3).
A hadm eredeti malignus tumorokat nevezziik raknak. Tehat ha rakrol beszéliink, mindig
rosszindulati a daganatrdl van szd. A daganatok kialakuldsa a gének szintjén torténik normal
modon funkcionald sejtekbdél. Ekkor a replikaciot (sejtosztodast) szabalyozo DNS szakasz
megvaltozik, az osztdodas kontrolldlatlan modon folytatodik, és az apoptdzist elmarad. Ez tobb
Iépcsében jatszodik le. Ezen betegség kezelésére fejlesztették ki a kemoterapidban hasznalat
citosztatikus — gyorsan osztodd sejteket pusztito — gyogyszereket (citosztatikumokat). A
citosztatikumokra ezek a gyorsan oszt6do, burjanzé sejteket kimondottan érzékenyek. Mivel a
citosztatikumoknak egy része szisztematikus hatast, ezért ezek az 0sszes gyorsan szaporodo sejtet,
szovetet tamadjak a szervezetben. Ilyenek az emésztérendszer szervei (szdj-, gyomor-,
bélnyalkahartya), hamsejtek, vérképzo sejtek és az ivarsejtek is (GYENES & FURTOS 2007). A
legjobban kérositott sejteknek, szoveteknek megfelelden jelentkeznek a mellékhatasok.
Emésztérendszeri panaszok pl. hanyas, hasmenés, étvagytalansag; hamsejt esetében szaraz,
érzékeny bor, hajhullas; vérképzo sejtek karosodasa esetén csokkent fehérvérsejt szam, ennek
kovetkeztében az immunrendszer gyengiilése, fogékonysag betegségekre, vorosvérsejt pusztulas
esetén vérszegénység léphet fel. A kemoterdpias szerek az ivarszerveket is karosithatjak. Az itt
keletkezett karosodott ivarsejtekkel torténd megtermékenyités fejlédési rendellenességeket idézhet

eld a fejl6dé embridban (http4).

2.3 Daganat ellenes szerek

A kemoterapia Iényege, hogy a rdkos beteget a kezelés soran olyan anyagokkal kezelik, amik
a tumorsejteket elpusztitjak, vagy élettevékenységiiket gatoljak. Az orvos tudomany fejlédésének
koszonhetden az elmult évtizedekben a daganatok sebészeti eltavolitdsa és radioterapiaja mellett
megjelentek é€s elterjedtek a gyogyszeres kezelések, az uigy nevezett kemoterapia, mely a komplex
onkoterapia meghataroz6 elemévé valt. A tumorokkal szembeni harcot neheziti azok eltérd
hisztologenezise, kolondlis fejlédése, tovabba kiilonbozd patobiologiai események eléfordulésa.
Ennek okan kiilonb6zé molekularis tamadasponti hatdéanyagra van sziikség. Kedvezd hatas csak
akkor véarhat6, ha megfeleld koncentracidban eljutnak a tumor sejtekig és azok szerkezetét
maradanddan ¢és szelektiven képesek karositani (GYENES & FURTOS 2007). A gyogyszerek

hatékonysagat befolydsolja a tumorsejtek mikrokornyezete (példaul vérellatottsag, kotdszovet



mennyisége), a tumorsejt-populacid valtozékonysaga (GYENES & FURTOS 2007), ezért egy
hatéanyag Onmagaban ritkan hatdsos, ennek okan kombinalt kezelés alkalmazédsira — tobb
hatéanyag egyiittes hasznalatara — van sziikség. A kezelések sikerét korldtozza annak szerény
hatékonysdga, a rezisztencia kialakulasa ¢és a toxikus mellékhatasok. Ugyanis citotxikus
kemoterapids szerek alkalmazasakor a szervezet szamara toleralt legnagyobb koncentraciot
juttatnak a szervezetbe, melynek mellékhatasaként stlyos szoveti karosodasok Iéphetnek fel.
Tovabbi probléma a tumorgatld hatds elmaradéasa, a gyogyszerekkel szembeni ellenalld képesség
kialakulasa miatt, melynek els6dleges oka nem a vegyiilethez torténé adaptacio, hanem a sejtek
szelekcioja (GYENES & FURTOS 2007). Ezek szerint a gyogyszer megjelenésekor mar jelen vannak a
gyogyszertlird tumorsejtek is. Rezisztencia is kialakulhat, mely mogott példaul a hibajavitd
mechanizmusok, a molekularis timadasi pont megvaltozasa, a hibas apoptozis mechanizmus allhat.
A gyogyszer-rezisztencia kialakulasanak valoszinlisége né a tumor progresszidjaval (GYENES &

FURTOS 2007).

A daganatos sejten kifejtett hatas tekintetében a citotoxikus anyagok azok, melyek toxikusak
a sejtre — sejtploriferaciot fenntartd molekularis tényezoket karositjak — és gyors sejthalalt idéznek
elé. Az ilyen vegyliletek tamadaspontjanak alapjat tobb nem specifikus mechanizmus adja, pl. a sejt
kiils6 és bels6 membranrendszerének roncsolédsa, anoxia, és az oxidativ forszforilacié gatlasa (Kiss
1997). A citosztatikus anyagok ezzel szemben azok a hatéanyagok, melyek a tumorprogresszidban
szerepet jatszé molekularis folyamatokat képesek karositani (GYENES & FURTOS 2007). Gatoljak
vagy elnyomjak a rdkos sejtek novekedését ¢és megsokszorozodéasat fenntartd molekuléris
folyamatokat (BESSE ET AL. 2012.). A citotoxikus gyogyszerek sejtproliferaciora kozvetleniil hato
gyogyszerek, ezért szelektivitasuk korlatozott, ami a sikeres terapia feltétele. A citosztatikumok
szelektivitasa ezzel szemben jelentdsebb, akkor, ha a tamadasi pontjukat jelenté molekularis

folyamat intenzivebb a tumorsejtekben, mint az egészséges sejtekben. (GYENES & FURTOS 2007).

A citotoxikus gyogyszerek tamadaspontja szerinti csoportositasa a kovetkezo:
e Antimetabolitok (ilyen az 5-fluorouracil is)
e DNS-tdmadaspontt gydgyszerek
e Topoizomerazgatlok

e Mitotikus magorsot kéarositok.

Az antimetabolitok — pl. 5-fluorouracil — hasonldéak a normalis anyagcserében megtalalhatod
metabolitokhoz, az anyagcsere egyes lépésének gatldsa révén fejti ki hatasat. Az aktivalt
antimetabolit az intracellularis térben taldlhaté molekulakhoz kétddnek, leggyakrabban enzimekhez,

vagy nukleinsavba épiilnek be (DNS, RNS) (GYENES & FURTOS 2007), és nukleinsav szintézis gatlo
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szerepet toltenek be. Rezisztencia alakulhat ki a nukleozid transzport (nukleozid a nukleinsav épitd

eleme) hidnya, az antimetabolitot aktivalé enzimek mennyiségének csokkenése, hidnya; a versengd

cyey

DNS-tamadasponti  gyodgyszerek kozvetlenil a DNS-t karositjak keresztkotések
kialakitdsaval nagy ¢és kis molekulatomegii molekulak kozott, és/vagy polinukleotid-lanctorések
indukalasaval. Ilyenek példaul az alkilezészerek és platinavegyiiletek, melyek a DNS guanin

bazisahoz kotédve alakitanak ki keresztkotést (GYENES & FURTOS 2007).

A topoizomerazgatlok — ahogy arra neviikk is utal — gatolja a topoizomerdz enzimek
mikodését. Ezek koziil a topoizomeraz I-nek DNS kéarosodas helyredllitd szerepe van, mig a

topoizomeraz II részt vesz a sejtek életképességének fenntartasaban (GYENES & FURTOS 2007).

A mikrotubulusok 22 nm atmérdjli, henger alaku struktarak, melyeket tubulinok épitenek fel.
A mikrotubuldris rendszer egyik legfontosabb feladata a citoszkeleton felépitésében van (http5).
Ugyan csak a mikrotubulusok alkotjdk a magorsofonalakat is, amely irdnyitja a kromoszoémak
mozgasat. A mikrotubularis rendszer felépitése és lebontasa, egy dinamikus folyamat, mely a sejt
igényeihez igazodva zajlik. A mitotikus orsot gatlé hatéanyagok e rendszer karositasaval fejtik ki
hatasukat, két lehetséges modon: a vinca alkaloidok gatoljak a tubulinok polimerizaciojat, mig mas

csoportjuk a taxdnok akadalyozzak a mikrotubulusok lebontasat (GYENES & FURTOS 2007).

A fenti vegyiileteken kiviil hormon-terapias — mas néven endokrin terapias — vegyiiletek is
hasznalatosak az onkologiaban, de legujabban célzott antitesteket és citokineket (sejtek
jelatvitelét) befolyasold vegyiileteket is alkalmaznak, amelyek hatdsa a melignatust fenntarto
molekularis folyamatokat célozza. A malignus tumorban a kiinduldsi szovet nagymértékben
karosodik, jellegzetes struktirak rendezetlenné, akar felismerhetetlenné valnak (http6). A malignusz
transzformaciot kdvetden, a tumorsejtek egy részén megmaradnak a hormon receptorok, de eltéréen
reagalnak, a hormonokra. Ez adja az alapot a hormonok alkalmazasidra a daganatkezelésben
(GYENES & FURTOS 2007). Ilyen a hormon terapiaban alkalmazott hormonhatasu anyagok a
progeszteron szarmazékok (BESSE ET AL., 2012). Ezen vegyiiletek hatdsa a Luteinizdl6 hormon
(LH) és Follikulus-stimuldléo hormon (FSH) termelésén keresztiil érvényesiil. Kozvetett Gton a sejt
DNS- és az RNS-szintézis szabalyozasaban okoz zavart, emellett karositja a kromatin szerkezetét,
ami a tumorsejtek pusztulasdhoz vezet (GYENES & FURTOS 2007). Ide tartoznak még az

antiosztrogének, az aromatazgatlok, LH-RH analdgok, antiandrogének is.

A daganatos kezelésekben alkalmazott gyogyszerek citotoxikus és citosztatikus hatasa kdzott

atjaras van, nem kiiloniilnek el élesen, ezért sokszor gyiijténévként citosztatikus gydgyszereknek
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nevezik Oket (szébeli kozlés alapjan). Ez az elnevezés téves a fentiek alapjan, de bevett szokas az
egyszeriibb megfogalmazas érdekében. Ugyanis sok hatdoanyag nem kizarolag citosztatikus vagy
citotoxikus hatdsu, hanem lehet a kettd egyiitt, csak az egyik sokkal erésebben kifejezddo a kezelés

soran. Néhany molekulanak a metabolitja rendelkezik a masikat kiegészité hatasmechanizmussal.

Egy kemoterapias szer alkalmazhatdo dnmagéban is. Sok esetben nagyobb, jobb hatékonysag
elérése céljabol kombinalt kemoterapiat alkalmaznak. Ebben az esetben tobb citosztatikumot
kevernek Ossze intravénds bejuttatas esetén, vagy tobb tabletta egylittes szedését irja fel az orvos.
Adjuvans kemoterapiat alkalmaznak sebészeti és sugarkezelés eredményeinek javitasa érdekében,
annak kiegészitéseként. Olyan esetben is felirhat az orvos citosztatikumot, ha a cél a rdk okozta

panaszok, fajdalom enyhitése. Ezt palliativ kemoterapianak hivjak.

Egy kemoterapids szer adagolasa szertdl és koriilményektdl fiiggden tobb modon tdrténhet.
Lehet oralisan kapszula, vagy folyadék formaban; intravéndsan; illetve bor ald fecskendezve

(subcutan); és izomba adva (intramuscularis).

2.4 Az 5-fluorouracil (5-FU) bemutatasa

5-fluoropirimidin-2,4(1H3H)dion. Fehér szinii, vizben gyengén oldodo, kristalyos anyag,
kemoterapids kezelésekhez fejlesztették ki az 1950-es években. Heidelberg és munkatérsai fedezték
fel az 5-FU enzimgatld szerepét (HEIDELBERG ET AL., 1957). A vegyiilet osztalyozasa soran az 5-
FU-t a WHO az antimetabolitok csoportjaba sorolja és LO1BCO02 koddal latta el. A besorolés

értelmezése a kovetkez6:

L Daganatellenes és immunmodulans hatbanyagok
LO1 Daganatellenes hatéanyagok

LO1B Antimetabolitok

LO1BC Pirimidin analogok

L01BCO02 fluorouracil

Ez elsd betiivel jelolt csoport a fokategoria, amit a WHO meghatéarozott, az azt kovetd két
szamjegy a hatdanyag terapias céljara utal. Kévetkezo betli a hatdéanyag tipusa, majd a szerkezetére
utalé besorolas, ami ebben az esetben egy pirimidin analég. Az utolsd két szdmjegy pedig a
sorszama az utolsé kategorian beliil. Itt hatéanyagok vannak felsorolva, de hatdanyag kombinaciok
is megjelenhetnek, példaul a fluorouracil kombinacidkat a LO1BC52 kod jeloli. (WHO ATC/DDD
INDEX) (http7).
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5-FU gatl6 hatasat harom aktiv metabolitjan keresztiil fejti ki. A kiindulasi vegyiilet
metabolizacidjat a dihidropirimidin-dehidrogenaz (DPD) enzim végzi. Az 5-FU katabolizacié nagy
része a majban torténik. (LONGLEY & JOHNSTON 2007).
e FAUMP (5-fluoro-2’-dezoxiuridine-5’monofoszfat) altal indukalt timidilat szintetaz
gatlasa
e FUTP (5-fluorouridin-5’-trifoszfat) beépiilése az RNS-be
e FdUTP (5fluoro-’2-dezoxiuridin-trifosztat) beépiilése a DNS-be

0] o]
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pirimidin uracil 5-fluorouracil

2.1. abra Pirimidin és azzal analég molekulak

Az 5-FU szerkezetében a pirimidinhez hasonld, azzal analég molekula. A pirimidin, illetve
annak modosulatai részt vesznek a nukleinsavak felépitésében. Ilyen pirimidin vazra épiild
molekulak a timin, a citozin és az uracil. Ezek alkotjadk az RNS és DNS molekuldkban a nitrogén
tartalm szerves bazis részt (a purin vazas adenin és guanin mellett), ami meghatirozza a
nukleotidok tipusat, a lehetséges bazisparokat a polinukleotid-lanc felépitése soran, igy felépitve az
RNS és DNS lancot. DNS felépitésében adenin-timin, guanin-citozin bazisparok vesznek részt, mig
az egyszala RNS felépitésében az adenin, a guanin, a citozin és az uracil.. Mivel az 5-FU
szerkezetében csak egy fluor csoportban tér el az uracilétdl, ezért sejtosztodas soran metabolitja

képesek azt helyettesiteni.

Az 5-FU aktiv metabolitja az FAUMP timidilat szintetaz (TS) enzim gatlasan keresztiil fejti ki
hatasat. Ebben a tekintetben az FAUMP egy a TS enzim miikddését irreverzibilisen gatolni képes
hatéanyag, amely enzim sziikséges a DNS problémamentes replikdciojahoz. A TS katalizdlja a
dezoxiuridin monofoszfat (dUMP) 4atalakitasat reduktiv metilezés utjan dezoxitimidin
monofoszfatta (dTMP), melyhez a metil donort egy folsav, a leukovorin (LV) folsav (5,10-metilén-
tetrahidrofolsav, CH,THF) adja (el6szor a dUMP majd az 5,10-metil-tetrahidrofolsav kotédik az
enzimhez). Masodik 1épésben tovabbi foszfat felvételével dezoxitimidin-trifoszfatta (dTTP) alakul.
Ez utobbi elengedhetetlen a DNS replikacidjahoz. A timidilat enzimnek van egy aktiv centruma,
mely a dUMP kotohelyéiil szolgdl. Az FAUMP kotddik a TS nukleotid kotdhelyéhez stabil
komplexet képezve az enzimmel és az 5,10-metilén-tetrahidrofoszfatal, aminek kovetkeztében nem

tudja betolteni a katalizator szerepét (NOORDHUIS ET AL., 2004; LONGLEY & JOHNSTON 2007). A
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folyamat dTTP hidnyhoz vezet, mely mas dezoxinukleotid (dATP, dGTP és dCTP) szintjének,
ingadozésat idézi eld. Végezetill az egyenstlyhidny sulyosan zavarja a DNS szintézis és repair
mechanizmusokat, ami letélis DNS sériilést okoz (ZANG ET AL., 2008). igy gyakorlatilag belehalnak
a rakos sejtek a dTTP ¢és a dezoxinukleotidok hianyaba. Az 5-FU ezen a tamadoponton keresztiil —
mint a legtobb rak ellenes hatdéanyag — a gyors nukleotid szintézist folytatd sejteket timadja. Ez az

oka annak, hogy a daganatos sejteken kiviil mas sejtek is dldozatdul esnek a folyamatnak.

DNS esetében az FAUTP, mig RNS esetében az FUTP metabolit ez a helyettesité molekula.
Az FAUTP beépiilését segiti az FAUMP alabb leirt TS gatlasa. Ugyanis a kialakult DTP és
dezoxinukleotid szamanak csokkenése miatt, az FAUTP-nek nem kell versengenie azokkal. Fontos
tudni, hogy a DNS kérosodas esetén a timint helyére beépiilhet pirimidin bazisként az uracil is
(WICKRAMASINGHE & FIDA 1994). A TS gatlasa nyoman dezoxiuridin trifoszfat (dUTP)
akkumulalodik, minthogy a dUMP dTMP-be val6 konverzidja blokkolt. Esetiinkben a FAUTP lesz a
helyettesité molekula. Azonban az uracil helyébe Iépett molekula kémiailag nem ugyanugy
funkcional, kovetkezésképp megall a DNS replikacié, és maga a sejtosztodas folyamata.
Természetesen az 5-FU-t tartalmaz6 DNS-t a sejt javitd mechanizmusai probaljak kijavitani. Ebben
nyujt segitséget az uracil-DNS-glikozilaz (UDG) enzim, mely a hibas szakaszokat kivagja és ujakat
illeszt a helyére, azonban ez hatastalan, minthogy az FAUTP, dUTP nagy aranyban van jelen a
dTTP mellet. Ezek a folyamatok DNS toréshez vezetnek, a daganatos sejtek nem képesek tovabb
osztédni. A dUTP okozta DNS sériilés nagyban fligg a pirofoszfat dUTP-4z szintjétél, ennek

hidnyaban ugyanis elmarad az akkumulacidja (LONGLEY & JOHNSTON 2007).

RNS esetében az FUTP metabolit nagymértékben képes kotédni az RNS-be, zavarva a
normdl RNS miikddést. Az RNS molekuldkat bioldgiai miikddés szerint harom nagy csoportba
sorolhatjuk: hirvivé RNS-ek (massanger RNS, mRNS), melyek leforditjdk a DNS fehérjekddolo
szakaszait amelyek megszabjak a fehérjék aminosav sorrendjét. Transzfer, vagyis szallit6 RNS
molekulak (tRNS), melyek az aminosavakat szallitjak a fehérjeszintézis helyére; és a riboszomalis
RNS (rRNS), melyek a riboszoéma épitd eleme a fehérjeszintézisben vesz részt. Ez utobbi rRNS
mintegy 60%-at teszi ki az RNS molekuldknak. FUTP az rRNS képz6dés pre-rRNS fazisaban
kotddik az uracil helyére, ezzel megakadalyozva a végleges rRNS molekula kialakitasat. (LONGLEY
& JOHNSTON 2007)

2.4.1 Az 5-FU alkalmazasa
A kemoterapids kezelés soran az 5-FU szervezetbe juttatasa injekcioval torténik, de vannak
kozvetett uton torténd megoldasok is. Tobb tablettas készitmény is alkalmaz capecitabine hatéanyag

tartalmi  vegyliletet, amely a szervezetben a sejtek metabolizaciés tevékenységének

12



eredményeképpen alakul 5-FU molekulava. A metabolizacidé legnagyobb mértékben a rakos
sejtekben jatszodik le, ezért ezt a megoldast specifikusabb modszernek tekintik ugyanolyan

hatasfok mellett, mint ha kdzvetleniil 5-FU formaban juttatnak be (WHARF 2007, 2012).

Adagolas: Leggyakrabban leukovorinnal kombinalva iv. (intra vénas) bolus vagy infuzios
kezelés formajaban. Intravénas boluskezelés (Mayi-protokoll): 5-FU (425 mg/m?)/leukovorin (20
mg/m?) naponta, 5 napon 4t 4-5 hetente (6. ciklus) (GYENES & FURTOS 2007).

Folyamatos infuziés 5-FU kezelés. (CiFU) 5-FU 45mg/m? 24 orai infizid 5 napon &t 4
hetente (6 ciklus) (GYENES & FURTOS 2007).

Bolus/infliziés (De Gramont-protokoll). Leukovorin (200 mg/m?) iv. 2-6réas infizio — 5-FU
(400 mg/m?) iv. bolus — 5-FU (600 mg/m?) iv. inflizi6 22 6ran 4t 2 napig, 2 hetente ismételve (12
ciklus) (GYENES & FURTOS 2007).

2.4.2 Az 5-FU a kérnyezetben

A Kkemoterapias anyagok felhasznalasabol a kornyezetbe juttatott mennyiség becsiilhetd,
ennek kifejezése a PECs vagy PEC (predicted environmental concentration(s)) érték szamitdsaval
lehetséges. Besse és munkatarsai (2012) 2004 és 2008. évi 5-FU felhasznaléas alapjan 38,59 ng/L
illetve 39,57 ng/L-ben hataroztak meg ezt az értéket Franciaorszag teriiletre. Ezeket az értékeket a
legrosszabb esetre szamoltak, iigynevezett ,,worst-case scenario” alapon, vagyis az adott években a
felszini vizekben megjelend legrosszabb eshetdségre vonatkoztatva. Ebbe nem szamoltdk bele a
szennyviz-kezelokben a tisztitds soran kivett mennyiséget. Ezt beleszamolva 7,72 ng/L (2004)
illetve 7,79 ng/L (2008) mennyiséggel szamoltak a felszini vizekben. Fontos és megjegyzendd
probléma, hogy ezeknek a hatdanyagoknak a felhasznaldsa folyamatosan nd, a cikkben feltiintetett
adatok alapjan Franciaorszagban 2004-ben 1690 kg, mig 2008-ban 1733 kg volt ez az érték.
Valtozas allt be a felhasznalas helyének trendjében is. Mig 2004-ben 82%-ot, addig 2008-ban mar
csak 35%-ot hasznaltak fel korhazban ezekbdl a hatéanyagokbol. Az irodalomban szerepld
mennyiség alapjan ajanlast tettek, hogy a jelenlegi PEC értékek mellett elsGsorban olyan
anyagokkal kell foglalkozni, melyek ,refiend PEC” értéke nagyobb 1 ng/L. A refined, vagy
korrigalt PEC érték az a PEC érték, amelynél figyelembe veszik a vegylilet szervezetben lezajlo
metabolizaciojat is. Ennek alapjan az 5-FU nem kertilt bele a vizsgalandd vegyiiletek csoportjaba,
mivel a korrigalt PEC értéke kisebb, mint 0,8 ng/L. Azonban figyelembe kell venni, hogy a
capecitabine metabolitja az 5-FU, aminek kdszonhetden ez az érték feltételezhetéen nagyobb. A
capecitabine fogyasztasi felhasznalasa 2004-ben 2620 kg, mig 2008-ban méar 5134 kg volt. Az 5-FU

¢s a capecitabine a legaltalanosabban hasznalt kemoterapias hatéanyagok k6zé tartozik, 2008-ban a
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felhasznalt antimetabolitok 90%-kat ez a két hatdanyag tette ki. Mar csak emiatt is sziikséges

okotoxikologiai vizsgalatuk.

Egyes publikaciok olyan kisérletekrdl szamolnak be, ahol az 5-FU alacsony koncentracié
mellett is erds hatast fejt ki vizi szervezetekre. Zounkova R. et al. (2010) erds toxicitasrol szamolt
be két tesztben Dafnia magna reprodukcios és Pseudomonas putida novekedésgatlas tesztek
elvégzése soran; elobbire ECsp = 0,1 mg/L és LOEC = 0,05 mg/L, utobbira ECsq = 0,044 mg/L-es
¢s LOEC = 0,03 mg/L értékkel. A Desmodesmus subspicatus esetén végzett algandvekedés gatlasi

vizsgélat soran az EC50 érték 75 mg/L volt.

DeYoung és munkatarsai (1996) Pimephales promelas halfajon meghataroztak az 5-FU fél-

crer

2.5 Azebradanio mint kisérleti faj
A zebradanio (Danio rerio vagy korabbi nevén Brachydanio rerio) egy édesvizi halfaj, mely

igen elterjedt akvariumi és fontos modelldllat a bioldgiai kutatds szamos teriiletén. Rendszertani

besorolasa a kovetkez6:

Orszag: Allatok
Torzs: Gerinchtrosok
Osztaly: Sugaras sz6j halak
Rend: Pontyalkattak
= — Csalad: Pontyfélék
}' YW Nem: Danio
) Faj: Zebradanio (Danio rerio)

2 2. ahra Zehradania (Danin rerin)

1922-ben Francis Buchanan-Hamilton irta le Cyprinus rerio fajnéven, majd késébb Shrestha
(1978) 0j helyre a Danio nemzetségbe sorolta (http8). Eléhelye az Indiai-félszigeten, és tole
¢szakabbra fekvo teriileten huzodik. Természetes €lohelyein megtaldlhatd Indidban, Nepalban és
Bangladesben. Nevét a testén végighuzodo kék-fehéren valtakozo horizontalisan htizodé csikokrol
kapta. A him allat kicsit szinesebb ¢és kisebb, a csikozas az egész testet fedi, még a hasi tajékon is,
mig a nésténynek a hasa enyhén duzzadt, eziistds szinezetli. A zebradani6 ikraval szaporod6 faj. A
kifejlett példanyok mérete kb. 5-6 cm. Az akvariumban 6-8 kozotti pH-ju vizben tarthaté. Atlagos
¢lettartamuk 2-3 év. Mindenevdk, taplalékai tobbnyire zooplanktonok, rovarok, és fitoplanktonok.
Laboratériumi-, és/vagy akvariumi koriilmények kozott altalanos haltappal, illetve €16 taplalékként

artémia rakkal etethetdek. A faj szdmara optimalis homérsékletként kiilonbozé szerzdk eltérd
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értékeket adnak meg. Kimmel (1995) az embridgenezisrdl sz6l6 tanulmanyaban 28,5°C-ot jeldli
meg optimalis hdmérsékletnek, mig az OECD210 a megfeleld atlagos homérsékletet 26°C-nak adja

meg 2°C-os eltérési tartomannyal.

Ezt az eltérést alapvetden az okozza, hogy a hal tropusi halfajként van szdmon tartva (http9),
azonban ez nem ilyen egyértelmii. Tényleges ¢16helyét megnézve lathatjuk, hogy a faj szubtropusi
tertileteken is eléfordul. A szubtropusi teriilet a Fold €szaki és déli féltekének 23,5° és 40° k6zé esod
része a mérsékelt Gvben. A zebradanié él8helyei koziil ide tartozik Banglades, Nepal és Eszak-
India. A tropusi éghajlati teriiletek a Fold RaktéritSje és Baktéritdje (Eszaki-szélesség 23,5° - Déli-
szélesség 23,5°) kozott elhelyezkedd zona. A zebraddnio elterjedési tertiletel koziil ide tartozik az
indiai Orisza, Karnataka tartomanyok és Nyugat-Bengal tartomany egy része (http8). Ennek
kdszonhetd, hogy a faj egy viszonylag szélesebb hdmérsékleti tartomanyban tarthatd és kezelhetd
kisérletek soran. A zebraddnidé embridogenezisét legrészletesebben bemutatd alapmiiként szamon
tartott tanulmany (KIMMEL ET AL., 1995) tropusi halfajként kezelte a fajt, igy az embridgenezist

28,5°C-o0s inkubacios hdmérsékleten vizsgalta.

2.5.1 A zebradanio mint modellallat

A zebradanid napjainkban az egyik legelterjedtebb modellfaj a hidrotoxikologidban. Ez
koszonheté konnyl, és gazdasagos tartasanak, nagyobb méretii fajokkal szemben, emellett szamos
referencia publikacié all rendelkezésre a faj bioldgiajarol, ami még vonzdbba teszi az
okotoxikologiai vizsgalatok alkalmazasahoz. Ezt mutatja a publikaciok emelkedd szdma is. 1990-
ben ezzel a halfajjal megjelent cikkek szama 100 koriilire tehetd, mig 2005-re koriilbeliil 3500-ra
novekedett (HILL ET AL., 2005). Morfologiai, biokémiai és fiziologia adatok érhetdk el a fejlodés
korai szakaszdban himekre €s ndstényekre egyarant, ami miatt még ideélisabban hasznalhato

toxikologiai kutatasok alanyaként, kemikaliak és gydgyszerek karos hatdsdnak felmérésében.

A zebradanié mellett 1étezik tobb az OECD éltal is ajanlott halfaj. Néhany példa ezekre a
teljesség igénye nelkiil:
e Szivarvanyos pisztrang (Oncorhynchus mykiss)
e Fathead minnow (Pimephales promelas)
e Medaka (Oryzias latipes)

e Paradicsomhal (Macropodus oprcularis)

A zebradanid kisérletek szamos elénnyel rendelkeznek mas fajokon végzett kisérletekhez
képest. Az akut toxicitds vizsgélatat egyszeriivé teszi az embriokon végezhetd vizsgalat, ugyanis

elég azokat Petri-csészében tartani. Ez egy nagyon fontos szempont, mert csokkenti a sziikséges
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anyagfelhasznalast, kevesebb oldatot kell eldallitani. Az ikrak vizsgalata helytakarékos, ezért tobb
vizsgalat is futhat egy idében, tobb ismétlésben. Ezek mellett talan az embriok legfontosabb
tulajdonaga, hogy mind az ikrahéj, mind pedig maga az embrid attetsz0, valamint fejlodésiik az
anya testén kiviil, ex utero zajlik igy a bekovetkezett valtozadsok vizualisan nyomon kovethetdek,

szemben az emlds vizsgalatokkal.

Mig ragcesalo kisérletek nagy hatranya, hogy nagyon dragak, idéigényesek €s erds torvényi
korlatozas ala esnek. Ezzel szemben a halakon végzett tesztelés szamos elénnyel bir. Ezek koziil
nagyon fontos kihangstlyozni a halembriokon végzett tesztek allatvédelmi jelentdségét is. A Német
Allatvédelmi Torvényben, mely az EU allatvédelmi torvényén alapul és koztudottan nagyon
szigord, a halembriokon végzett kisérletezés nem mindsiil allatkisérletnek amennyiben az nem
taplalkozo larva el6tti stadiumon torténik (NAGEL, 2002). Ez az érdekes joghézag sok tekintetben
megkonnyitheti a kutatok munkajat. Egy masik fontos tulajdonsag a fajnak, hogy az embriok
fejlédése igen gyors, az inkubacios hémérséklettdl fiiggéen 3-4 nap alatt lezajlik (KIMMEL ET AL.,
1995).

A zebradéani6 tartdsa viszonylag egyszerti, és szamos cég foglalkozik direkt zebradanio tartd
rendszerek gyartdsaval és fejlesztésével. Az automata recirkulacios rendszerek a statikus akvariumi
rendszerekkel szemben lehetévé teszik egy edényben viszonylag sokkal tobb egyed tartasat. Az
edények takaritasa ritkdbb idokozonként is elég, mert a rendszerbe tobb helyen sziirérendszer van
beépitve, mely a szerves €s egyéb anyagokat kisziiri. Gondoskodik a viz optimélis hdmérsékletérdl,
pH értékérdl és folyamatosan ellendrzi a viz vezetdképességét. Igy a jol tartott és rendszeresen

szaporitott halak akar 200-300 ikrat is adhatnak 7-9 naponként

A zebradani6 kisérleti allatként torténd felhasznaldsanak 0j iranyat a genetikailag modositott
vonalak megjelenése jelenti, melyre mar most is szamos példa van. igy példaul a riporter génnel
jelolt szervek fejlodésének vizualis vizsgalata nagy segitséget jelent a toxikologiai vizsgélatok

soran.

Noha a fenti szempontok alkalmassé teszik a zebradaniot az dkotoxikologiai vizsgélatokhoz,
szamos hatranyt is megemlit a szakirodalom. Wedekind ¢és munkatarsaik (2007) cikkiikben
megemlitik, hogy az OECD Aéltal ajanlott halfajok k6zott nincsenek nyugat-eurdpai halfajok, ezért
nem reprezentaljak megfelelden az eurdpai vizi rendszereket és azok halfaunajat. S6t még az sem
teljesen tisztazott, hogy a sajat él6helylik faunajat megfelelden reprezentdljdk-e. Sajnalatos modon
az Okotoxikoldgidban szinte lehetetlen olyan allatfajt talalni, ami megfeleléen reprezentdl egy
faunat vagy egy élhelyet azok Osszetettsége miatt. Igy az egy halfajon végzett dkotoxikologiai

tesztek pontossaga és relevanciaja megkérddjelezhetd, és sziikségessé teszi a kisérletek elvégzése
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tobb kiilonbozd laborban, és modellallaton is. Ezen feliil a vizsgalatoknak célul kell kitlizni a
trofikus szintek lefedését is, hogy Osszetett képet kapjunk egy vizsgalati anyagrol. Egy ilyen
kisérletsorozat elvégzése utan fajszerinti érzékenységi diagramot rajzolhatunk ki, hogy az egyes
szintek érzékenysége szemléletes legyen. Tovabbi problémaként emliti meg a laboratoériumi halak
beltenyészetét, géndiverzitasuk elvesztését, emiatt esetlegesen fokozodd érzékenységet a kémiai
anyagokkal szemben, ami hamis képet eredményezhet a vizsgalt mintardl. Tovabba az igy tartott
allatoknak fokozott az érzékenysége a patogénekkel szemben is. A probléma ebben az esetben
Osszetett. Nincs altalanosan elfogadott kép a tudomanyos vilagban, hogy az-e a megfelel6bb, ha
vadonbdl beszerzett példanyokat hasznalunk fel, melyek mar konnyen szennyezddhettek kiilsd
szennyezOk 4ltal, kovetkezésképpen bizonyos mértékli tolerancia vagy épp ellenkezdleg,
tilérzékenység alakulhatott ki a tesztanyaggal szemben. Tovabbi probléma, hogy a modell gyors
generacidvaltadsa miatt gyorsabban alkalmazkodnak kornyezeti, kémiai, fizikai valtozdsokhoz, mint
a naluk hosszabb ideig €16 halfajok és az emlésok melyeknek, ennek folytan sokkal korlatozottabb
lehetdségiik van genetikdban alkalmazkodni a megvaltozott kortilményekhez (szobeli kozlés
alapjan). Sok esetben a vizsgalatok végsd célja az embert veszélyeztetd kockéazat becslése.
Altaldban a kiilonb6z6é zebradanioval dolgozoé laborok a toxikoldgiai tesztek soran vad tipusi,

ugynevezett AB vonalat hasznalnak. (http10).

Az eredmények magasabb rendli ¢€l6lényekre torténd extrapolalhatosadgot neheziti a
zebradani6 genomja. A zebraddni6 genom komplexebb a humén genomndl, mert 1
keresendd. Az emlds genommal szemben az egész genom duplikalddott. Az eltérésbdl addddan,
amig az emlésok bizonyos kémiai anyagokra letalitdssal reagalhatnak, addig ugyanaz az
anyagmennyiség zebradanion lehet, hogy csak kisebb embrionalis elvaltozasokat okoz (HILL ET AL.,

2005).

2.5.2 A zebradani6 embrio6 fejlodése

A zebraddni6 embridgenezisében 7 nagy periodust kiilonithetiink el: 1. zigota periodus, 2.
bardzdalodas, 3. holyagcesira periddus, 4. gasztrulacio, 5. szegmentacid, 6. pharyngula stadium, 7. a
kelés. A megtermékenyitett ikrdk fejlédése gyors, mar 3 nap utan kikelnek. A 7 peridodus az
embriofejlédésre vonatkozik, ugyanis ekkor megy végbe a legnagyobb valtozas a hal életében.
Noha ezek a stadiumok jol megfigyelhetok és leirhatok, a megtermékenyités utan aszinkronizacio
kovetkezhet be a fejlodés soran (KIMMEL ET AL., 1995), amit az 0kotoxikologiai felhasznalas soran
érdemes figyelembe venni. Az embriofejlédést az ikra megtermékenyitésétél az embriobol

kifejlodott larva kikeléséig szamitjuk. Ez a fejezet csak attekintésiil szolgal a fejlodési stadiumok
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rovid bemutatasa céljabol. A fejlodés attekintd ismertetését Kimmel, BC., Ballard, WW., Kimmel,
RS., Ullmann, B., Schilling, FT., (1995): Stages of Embryonic Development of the Zebrafish.
Developmental Dynamics 203(3): 253-310. cikk szolgalt alapul.

Zigota periodus (0-% éra)

Ezt a szakaszt az ikra megtermékenytilésétdl szamitjuk, az els6 sejtosztodas bekdvetkezéséig.
Megtermékenyiiléskor a zigota koriilbelil 0,7 mm atmérdjii. A zigdta periddusnak minddssze egy
allomasa van az 1-sejtes allapot (0 6ra). A megtermékenyiilés aktivélja a citoplazma mozgasokat
és az osztodast koveté 10 percben a nem sziki citoplazma az animalis porusok felé¢ aramlik. gy

elkiiloniil egymastol a csirakorong teriilete (animalis rész) €s a szikanyagban gazdag vegetalis rész.

Barazdalodo periodus (34 - 2V4 dra)

Barazdalodas stadiuma alatt a blasztomérak (barazdalodoé sejtek) elsé 6 osztddasa kdvetkezik
be 15 percenként. A megtermékenyiilt petesejt csupan egy része osztédik. Az osztodas
meghatarozott rendben és iranyban torténik, a blasztomérdk szabalyosan helyezkednek el az

animalis poluson. A 6 osztodas szerint 6 allapotot kiillonboztetiink meg, melyek a kdvetkezok:

2-sejtes allapot (%4 h): Az elsé osztddas az animalis pdluson vertikalis iranyba torténik

(akarcsak a kovetkezd négy esetben). A keletkezd két blasztoméra (sejt) teljesen egyforma.

4-setjes allapot (1 h): Osztdédasa nem tokéletes, keresztiilfut az animalis poluson, ezért

elliptikus alakot vesz fel. 2x2 blasztoméra keletkezik.

8-setjes allapot (1 ¥4 h): 2x4 blasztoméra keletkezik, az osztodas folyaman két nem teljes
blasztomer alakul ki, ami kettéosztja az animalis poélust. Az itt megjelend osztddasi tengely egyben

az embrid tengelyét is alkotja.

16-sejtes allapot (1 *2 h): Az osztédas soran 4 kozponti és 12 marginalis blasztoméra
keletkezik. A szakasz végére a 4 kozponti blasztoméra elvalik a sziktdl, mig a 12 marginalis
blasztoméra citoplazmas hidakkal szorosabb kapcsolatot alakit ki vele. Innentdl az osztddast teljes

és hidnyos szakaszokra osztjuk. Teljes a kozponti, hidnyos a marginalis blasztomérak osztddasa.

32-sejtes allapot (1 % h): Négy osztddasi sik mentén barazdalodnak a sejtek, melyek az elso

¢s a harmadik osztddas sikjaihoz hasonloak. A sejtek 4x8-as csomoban helyezkednek el.

64-setjes allapot (2 h): Az osztdodds horizontalis sik mentén torténik, ezért az animalis
poluson ranézésre 32 sejt latszik, csak a sejtek lettek kisebbek. Ezeket a felszinen elhelyezkedd
sejteket blasztomer burkolo rétegnek nevezziik (enveloping layer, EVL), alatta talalhatok a kiilfoldi

szakirodalomban mélyen fekvo, vagyis ,,deep cells”-nek nevezett sejtek.

Holvagcsira periodus (2Y4 - 54 o6ra)
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Ebben a periddusban a marginalis blasztéma atalakul, az embri6 elkezd midblaszt allapotba
fejlédni. A mélyen fekvd sejtek erdteljes osztodasba kezdenek, a blasztomert burkol6 réteg (EVL)
egyrétegli  epithelidlis (hdm) réteggé alakul. A mitézis hulldmszerlien megy végbe

(metaszinkronizalt).

128 sejtes allapot (2 4 h): A korabbi osztddasokhoz képest ez az osztodas szabalytalanul
megy végbe. A 128 sejt félkor alakban helyezkedik el a sziken. Az EVL rendezetlen, 5 rétegii lesz.

256 sejtes allapot (2 %2 h): Ez az utols6 metaszinkronizalt osztodas. Az EVL sejtek 7 réteget

alkotnak ¢és ellapulnak.

512 sejtes allapot (2 % h): A midblasztula fazis kezdete. Ett6l a fazistol kezdve a marginalis
blasztomérakat yolk syncytial layernek (YSL) nevezik. Az EVL sejtek 9 réteget alkotnak,
elhelyezkedésiik immadar szabalytalan. Marginalis blasztomérdk elvesztik kapcsolatukat a

sziksejtekkel.

1000 sejtes allapot (3 h): Az EVL elsd rétegében 1évd balsztomérabodl, annak hatarén,
kialakul az YSL 20 sejtbdl allo gytirtije.

High stage (3 %5 h): Ez az utolso6 allapot, amikor még a blasztoderma a szik f61é csoportosul.

Egyes sejtek a tizenkettedik, masok a tizenharmadik osztddasi ciklusba keriilnek.

Oblong stage (3 % h): A blasztoderma még jobban ellaposodik, mikdzben rafekszik a szikre.
Az YSL is ellaposodik.

Sphere stage (4 h): Ebben az allapotban a blasztoderma még jobban ellaposodik, legalséd
sejtrétege és a szik kozott egy lapos sejtekbdl all6 mélyréteg alakul ki. Az angol nyelvi

szakirodalomban ezt ,,deep cell multilayer’ roviditve DEL sejteknek hivjak.

Dome stage (4 5 h): A dome stage soran kezdddik meg az epibolia. Az epibolikus fejlodes
soran az YSL ¢és a csirakorong elkezdi koriilnOni a szikanyagot. A legmélyebben fekvd

blasztomérak a szik legfelsd rétegébe kezdenek nyomulni.

30%-0s epibolia allapot (4 % h): Az epibolia magaba foglalja a szik felptiposodott részét, az
EVL réteget és a DEL sejteket. Az epibdlia %-ban azt fejezi ki, hogy a blasztula hany szazalékat

boritja a sziknek.

Gasztrulacios periéodus (5 ¥4 - 10 h)

A fejlédés e szakaszan egyes teriiletek atrendezddése kovetkezik be, sejtek vandorolnak, mas
teriiletek novekedésnek indulnak. Kialakul a germ ring, mely Ovszertien korbefogja az embriot.

Ennek a belsejében két sejtréteg valik szét: a hypoblaszt (als6 réteg) €s az epiblaszt (felsd réteg).
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Elobbibdl alakul ki a mezoderma (k6zépsO csiralemez) és az entoderma (belsé csiralamez),

utobbibol pedig az ektoderma (kiils6 csiralemez).
50%-o0s epibdlia allapot (5 ¥4 h): A blasztoméra sejtek ndvekedése tovabb folytatodik.

Germ-ring allapot (5 % h): Megjelenik a germ ring, gytri alaku képz6dményt alkotva a
blasztoderma koriil. Tovabba megjelenik a hypoblaszt és az epiblaszt is.

Shield allapot (6 h): A germ ring egy helyen megvastagszik. Ebbdl fog kialakulni az
embrionalis pajzs, mely az embri6 hati oldalat jelzi.

75% epibolia allapot (8 h): Ebben az allapotban sejtek atrendezédése torténik, az embrid

hosszanti novekedése folytatodik.

90% epibolia allapot (9 h): Az embrid hasi és hati része elkiiloniil egymastol. A hypoblaszt

¢s az epiblaszt jol elkiilonithetové valnak. Megkezdddik a hipoblaszt szeparalodasa.

Bud allapot (10 h): A gasztrulacio utols6 szakasza. Ekkor fejez6dik be az epibdlia, amit az 8s
sz4jnyilas megjelenése mutat. A farki végen kialakul a farok riigy (angolul: bud tail, errdl kapta a

fejlédési szakasz a nevét).

Szesmentacios periodus (10 — 14 h)

A szegmentacié soran erds morfoldgiai valtozasok indulnak meg. Megjelennek a szomitak
(6sszelvény), amibdl kialakulnak az elsd szervkezdemények, és feltlinnek az elsd testrészek is.
Megsziinik a farok egyoldalii novekedése. Innentdl kezdve a tobbi testrész hosszanti novekedése
egylitt zajlik le a farok novekedésével. A szomita sejtek myotomnak nevezett része izomsejteket
alakit ki. Megjelenik az els6 izomfonal és a gerinchurhoz koétddik. Megindul a gerinchar
differencidlodasa fej-farok iranyban. A szomitdk egy masik csoportjabdl, a sclerotomabol a gerinc

porcai fognak kialakulni. Megjelenik az elovese paros kezdeménye.

A szegmentécio alatt a veldlemez veléecs6vé zarodik, mely a gerincben és a farki végben a
gerincveldt fogja alkotni, emellett az els6 neuronok elkezdenek axont ndveszteni. Egyes sejtek
elvandorolnak az agy és gerincveld kezdeménybdl. A feji részen kialakul a szemhdlyag, ebbdl

keésdbb a szemlencse fog kialakulni.

Ebben a periddusban jelennek meg a zsigeri ivek. Ezekbdl fog kialakulni az also és fels6

allkapocscsont, nyelv és szajfenék tdmasztocsont egyiittes. A szegmentacionak négy szakasza van:

1 szomitas allapot (10 ‘5 h): Az elsé szomita megjelenésének ideje, ez altalaban, de nem

sziikségszerlien a gasztrulacio befejez0dése utan kovetkezik be. Egy barazda jelenik meg.
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5 szomitas allapot (11 % h): Megjelenik a fejvég és a szemholyagok. 8 szomitds allapot

kornyékén megjelennek az eldvesék, illetve megtorténik az idegsejtek migracidja.

14 szomitas allapot (16 h): Az embrid testhossza 0,9 mm. Szomitakon kialakul egy
jellegzetes V alakzat. Kialakul az agy 4 nagy teriilete. Faroktol felfelé haladva kialakul a sziktomlo,
mig fej felé a szikholyag.

20 szomitas allapot (19 h): Ebben az allapotban sok latvanyos valtozas megy végbe. Az
embrio testhossza 1,2 mm. Megjelenik a szemlencse a szemholyagban. Az eldvese vezetéke a torzs
egész hosszaban kialakul, teljesen korbefogja a sziket és ez mutatja meg az embrid anusat, mely a
farok €s a torzs hatara. Az agy strukturalt format olt, lathatova valik a kisagy (cerebellum)
kezdeménye. A mezenchima felhalmozodik a farok hasi (ventralis) részén. A mezenchima olyan, a
kozéps6  csiralemezbdl elkiiloniild  szovetcsoport, melybdl kialakulnak az izom- és
tamasztoszovetek, valamint a vérkeringési szervek. Vagyis itt fognak kialakulni a vérszigetek.
Egyes neuronok elkezdenek axonokat ndveszteni, pl. a gerinc elsdédleges mozgatd neuronjai, €s a
torzs myotoma izomsejtjei az els6 kontrakcidkat (6sszehuzodasokat) mutatjak. Ezt altalaban a 17

szomitas allapotban figyelhetjiik meg elészor.

26 szomitas allapot (22 h): Az embrio testhossza 1,4 mm. Megjelenik az epyphisis
(tobozmirigy az agyban), és a hipotalamusz a koztiagyon. A szagld teriilet megvastagszik, valamint
kivehetok az otolith kristdlyok, melyek az egyenes vonali gyorsulasra érzékenyek a
hallokapszuldkban. A vérszigetek jol lathatok, megjelennek az utols6 szomitdk is, melyek szama

30-34 kozott lehet. 22-23. 6rara megjelenik a farokuszo kezdeménye.

Pharyngula periodus (24 — 48 h):

Ez a periodus a zsigerivek kialakulasdnak stddiumat jelenti. Ez a periddus a halembrid
fejlodésének 1/3-at dleli fel. A farok isz6 novekedése tovabb folytatddik, megjelennek a melluszok,
és az elsdé pigmentsejtek, megindul a vérkeringés. A mozgds kezd rendezetté valni, vagyis
megjelennek az elsd Gszast imitdld mozgasok. A szegmentacids periddusban a fej és a farki vég
ventralis (hasi) oldala rasimult a szikre. Ebben a periodusban kezdetét veszi a kiegyenesedeés. A

szegmentacid allapotai a kdvetkezok:

Prim 5 allapot (24. 6ra): Az embrid testhossza 1,9 mm. Megvastagszik a mezenchima
allomany a 3. szomitanal, itt a mellisz6 fog megjelenni. Megindul a pigmentacio. Elészor a
retinaban, majd végig a hat mentén. A sziv és az elbtte elhelyezkedd precardialis zsak lathatova
valik. A sziv ekkor még rendszerteleniil ver. Spontan kontrakciok figyelhetok meg a torzsben és

farokban. A ciklus végére kialakul a szenzoros motorikus reflex.
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Prim 15 allapot (30. éra): Az embri6 testhossza 2,5 mm. Befejezddik a farok morfogenezise,
¢és csokken a hosszanti novekedés iliteme. Ebben a szakaszban ismét torténik sejtvandorlas és

megindul a vér dramlésa.

Prim 25 allapot (36. 6ra): Az embri6 testhossza 2,7 mm. A szik szélessége mar csak 1,3-
szerese a fejnek. Folytatodik a pigmentacio. A precardialis rész kiss€¢ megduzzad, a vér dramlasa
felgyorsul, és bekapcsolodik a vérkeringésbe a farki artéria €s véna, mely mar a farokaszo 3/4-ére

kiterjed.

High-pec allapot (42. ora): Az embrié testhossza eléri a 2,9 mm-t. A testet és a farkat
behalozzak az erek. Megjelenik a melluszé (amire az allapot neve is utal), a maj és az uszohdlyag

szervkezdeményei. Erds pigmentacio folyik, a hati és a hasi pigmentécio a farok végéig ér.

Kelési periodus (48-72. 6ra)

Az embrid fejlédésének utolsé peridodusa. Az embridk hosszanti ndvekedése folytatodik,
amihez egyre tobb sziket hasznalnak fel. A sejtek differencidlodasa folytatodik, megjelennek a
mellisz6 sugarai, a bélrendszer, kopoltytivek, valamint megindul az allkapocs fejlodése. Az
allkapocs eléretolodik, tal a szemek vonalan, és a szaj nyitotta valik. A kiegyenesedés tovabb

folytatddik. A kelési periddus allomasai a kovetkezok:

Long-pec allapot (48. 6ra): Az embri6 testhossza 3,1 mm. A periddus a nevét abbol kapta,
hogy erételjes fejlodésnek indul a mellisz6. Megjelennek specidlis idegsejtek, a farki végben
vakuolizalodo sejtek, és megkezdddik a porcképzddés a zsigeri ivekben. A szik fogyasa miatt a szik
csak kicsit nagyobb a fej méreténél, azonban ez az allapot az 51. oOrdban megsziinik. A
hallokapszuldban megjelenik a félkords ivjarat kezdeménye. A szivzacskd Osszehtizodésa

kovetkeztében a perikardium jol lathatova valik. A véradramlas erdteljes.

Pec-fin allapot (60. dra): Az embri0 testhossza 3,3 mm. A fej szélessége meghaladja a szik
szélességét. Oldalnézetbdl lathatd a széles sz4j megjelenése, noha még nincs nyitott allapotban.
Megkezdddik az allkapocs és kopoltyl porcosodésa, és izomnyalabok megjelenése. Lathaté a
béltraktus, a melliszo6 szinte teljes. A sziv masodpercenként harmat ver, ami a tovabbiakban nem

fog valtozni.

Eloreugré szaj megjelenésének stadiuma (72. 6ra): Az embrid testhossza 3,5 mm. A szdj
sz€les, €s a szem elé nyulik, kialakul a kopoltyl vérkeringése, és a fiil mogotti teriileten a hal elsd
csontosodasi pontja. A mellisz6 tovabb novekszik. A periddus végére a fej és a torzs egyforman

sargas szinii lesz.
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Ezt kovetéen az ikrdk felrepednek, és kikelnek az allatok. Az embriondlis peridodusok
lejatszodasa utan larvanak nevezziik az ikrabol kikelt allatot. Ekkor még nem képesek rogton Gszni.
Az viz aljara lesiillyedve fejlddnek tovabb, és az els¢ feluszas alkalmaval kezdddik meg a sajat

taplalkozasuk. Az etetés ettdl a ponttol valik sziikségessé.

Kimmelnek ¢és munkatarsainak a zebradanié embriofejlédésérol publikalt cikke kiemelt
jelentdségli, mert ehhez, mint leirt normal allapothoz viszonyitanak mas kisérletek sordn is. Mivel a
zebradanio embridgenezisét 28,5 °C-on vizsgaltdk, az 0sszehasonlithatosag érdekében a tesztek

elvégzése soran ezen az értéken, vagy ehhez kozeli értéken (£1-2°C) kell inkubalni az embridkat.

2.6 CytoThreat projekt rovid ismertetése

A CytoThreat projekt célja, hogy felbecsiilje a kdrnyezetbe keriild, széles korben hasznalt
kemoterapids szerek kockazatat. A kutatast az Eurdépai Unid tamogatja egy FP7 (Seventh
Framework Programme) pdlyazaton keresztiil. A program célja 01j analitikai modszer kifejlesztése
citosztatikumok ¢s metabolitjaik mérésére, ezek kockazatanak feltarasa kiilonallo hatdoanyagonként
¢s keverékek forméjaban egyarant, modszer kidolgozasa a kornyezetben megtalalhatdé mennyiségiik
becslésére, oOkotoxicitdsuk, genotoxicitasuk felmérése minél tobb trofikus szinten a vizi
kultarakban. A program feladata tovabba a valasztott daganatellenes citosztatikumok kdrnyezetben

crer

gyakorolt hatdsanak vizsgalata.

Az 5-fluorouracil akut és kronikus toxicitasanak feltarasa zebradanion (Danio rerio) a
CytoThreat WP5 (Work Programme 5) projekt részét képezi. A kisérletek soran olyan szdmszer(i
adatokat kell nyerni a vizsgalatokbol, amelyeknek segitségével kovetkeztetéseket lehet levonni a
vizsgalt anyag Okotoxicitasra vonatkozoan. Ilyen mérdszam lehet példaul a pusztulasok aranya
kisérleti csoportban. A zebradanids vizsgalatok sordn mérendd, szamszeriisithetd adatok a

kovetkezdk lesznek:

e LC50 érték: 50%-os letalis koncentracio, az a koncentracio amitél — ebben az esetben —

az egyedek 50%-a elpusztul,

e EC50 érék: 50%-os effektiv koncentracid, az a koncentrdcid, ami valamely
farmakologiai, biokémiai vagy élettani hatast idéz eld a populacido 50%-aban (tipusuk a

vizsgalatnal kerlil megadasra),

e NOEC érték (Non Observed Effect Concentration): az a legmagasabb koncentracio, mely

a megfigyelt szervezetben még nem valtja ki a vizsgalt hatast,
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e LOEC érték: legkisebb hatasos koncentracié (Lowest Obsereved Effect Concentration),

az a legkisebb koncentracid, amikor még kifejt valamilyen megfigyelhetd hatast.

A vizsgalat sorozat tartalmazott egy akut illetve két kronikus tesztet, melyhez az alapot az
OECD 210 nyuqjtotta, valamint egy kétgeneracioés hosszl tava hatast vizsgalod tesztet, melyre még
nincs kidolgozva ajanlas. Az OECD (Organisation for Economic Co-operation and Development)
Guideline-ok (atmutatok) nemzetkoézileg kidolgozott, tesztelt és engedélyezett teszteljarasok

(ajanlasok).

Az akut vizsgalatok soran elsdsorban a vegyiilet letalis hatasanak vizsgalatara keriil sor. Az in
vivo zebradanio vizsgalati eredmények informéciot szolgaltatnak kockazatbecslés készitéséhez, és
ezek alapjan direktivak és ajanlasok megfogalmazasahoz a szabalyozasokat készité hatdosagok

Szamara.
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3 Modszerek

A kisérletek sordn egy altalanosan hasznalt és elterjedt kemoterdpids hatdéanyag az 5-
fluorouracil Okotoxicitasanak felmérése tortént zebradanid6 modellen. Az 5-FU engedélyezett
daganatterapias készitmény, mely bejuttatdas modja szerint tobb kiszerelésben hozzaférhetd a

patikakban.

A Kkisérleteinkhez zebradani6 AB vonalat hasznaltunk. A halak a Szent Istvan Egyetem
Halgazdalkodasi Tanszékérdl szarmaztak. Az anyahalakat, alland6é vizatfolyast biztositd
recirkulacids rendszerben (ZebTec, Tecniplast Inc.), 14 o6ra vilagos, 10 oOra sotét vilagitasi
programon tartottuk a kisérlet megkezdése elétt. A rendszerben a viz 25+0,5 °C-os, a pH 7,4+0,2, a
vezetoképesség 525+50 uS volt.

3.1. abra Zebradanio6 recirkulacios rendszer. Balra halnevel6 tartalyok, jobbra cirkulaltaté egység

Kisérletekben felhasznalt eszk6zok a kovetkezok:
e Automata és Pasteur pipettak
e M¢ér6lombikok
e Mc¢éréhenger
e Szaporitd edények
o Szovettenyésztd plétek
e 10 cm atmérdjli Petri-csészék
e Eppendorf csovek
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e Halhalo
e 3 literes medencék
e Tomegméréshez hasznalatos edények
e Leica M205 FA (type: DFC425 C)
e Carl Zeiss 2480 Si 10 szteredmikroszkop
e METTLER TOLEDO AB204-S tipusu analitikai mérleg
Felhasznalt szilard és folyékony anyagok:
e Rendszerviz
e Dimetil-szulfoxid (DMSO)
e 5-fluorouracil (Sigma-Aldrich CAS. 51-21-8)
e Trizol
e MS-222 altat6 (Tricain Sigma-Aldrich CAS. 886-86-2
e 100 mg 5-FU 1 ml DMSO-ban feloldott térzsoldat

A halak elkabitashoz 0,02 %-o0s Tricaine (ethyl-3-aminobenzoate methanesulfonate) oldatot
hasznaltunk. 200 mg Tricain-t feloldottunk 48,95 ml desztillalt viz és 1,05 ml 1 M-os Tris (pH 9)
keverékében. A torzsoldatot -20 °C-on taroltuk a felhasznalasig. A térzsoldatbol 4,2 ml-t kivettiink,
majd rendszervizzel 100 ml-re egészitettiink ki (TRICAINE, WESTERFIELD 2000). Az igy kapott

oldattal altattuk el a halakat a mérés el6tt.

3.1 Zebradani6 ikrak nyerése

Az ikrak nyeréséhez az anya halak egy-egy 3 L-es medencében voltak kiilon elhelyezve. A
halak szaporitast megel6z6 napon délutan szaporitd edényekbe lettek kivalogatva. Megel6ézendd,
hogy az ikrdk mellé iiriilék keriiljon, ami valogatasukat megneheziti, a szaporitast megel6z6 napon
az 1krazo halak taplalékanak megvonasa tortént. Az ikrdk elfogyasztasat megelézendd, a szaporitd
edényekbe egy racsos elem is keriilt, mely ald az ikrak le tudtak siillyedni, igy a felndtt halak
szdmara hozzaférhetetlenné valtak. Minden edénybe eltdvolithato valaszfal lett elhelyezve, majd az
igy elokészitett és recirkulacids rendszervizzel feltoltott edényekbe 1-2 ndstény a valaszfal egyik
oldalara, ¢és 2-3 him a valaszfal masik oldalara keriilt. A valaszfalat a kihelyezést kovetdé napon
villanykapcsolads utan 30-60 perccel kiemeltiikk. Az igy Osszeeresztett halak 2 oran keresztiil
ikraztak. Ezt kovetden a halakat eltavolitottuk a medencébdl. Az ikrdk Petri-csészébe metilén-
kékkel kezelt vizbe keriiltek a valogatds idejére. A metilén-kék segit a bakteridlis és gombas

fertdzések megelézésében. Ezt kovetden az ikrdk tobbszori atmosédsaval a metilén-kék oldat
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eltavolitas kovetkezett. Az ikrak mindségét mikroszkop alatt ellendriztiik és az esetlegesen nem

termékenytilt szemeket kivalogattuk.

3.2 5-fluorouracil akut toxicitasanak meghatarozasa

A vizsgalatot az OECD Fish Embrio Toxicity (FET) Draft Guideline alapjan végzetiik el. A
teszt protokollban szerepld 48 oras vizsgalati id6tdl eltérden az embriok 72 oraig vizsgaltuk, hogy
minél tobb informdaciot szerezhessiink a vizsgalt anyag toxicitasarol. Ez a megnyujtott vizsgalati ido
harmonizal azzal a torekvéssel, mely a kozeljovoben megjelend végleges FET teszt protokollban

varhatoan szerepelni fog.

A vizsgélat soran az anya alloméany altal lerakott ikrakat kb. 2-3 6rdval a termékenytilés utan,
2-4 sejtes allapotban helyeztiik a kezeld oldatba. Az ikrdk allapota felhasznalasuk eldtt ellendrzésre
kertilt. A vizsgalatokat 24-lyukt szovettenyésztd plétben végzetiikk. Minden lyukba 2-2 ml folyadék,
illetve 1-1 embrio keriilt. Mindkét ismétlésben koncentracionként 20-20 embridt vizsgaltunk. A
vizsgalathoz DMSO olddszer hasznalata volt sziikséges. Ennek megfeleléen két kontrollt
alkalmaztunk, egy rendszervizes és egy DMSO olddszeres kontrollt. A beallitott koncentraciok a

kovetkezok voltak: 10, 100, 200, 1000, 2000, 3000, 4000 mg/I.

3.2.1 Tesztkoriilmények
Az oldatok elkészitéséhez rendszer viz volt haszndlva, a viz pH értéke ennek megfelelden 7,5.
Az inkubator folyamatos 27°C-os hOmérsékletet biztositott az embridk szdmdara. A teszt statikus

volt, vagyis az oldatcserére nem keriilt sor a 72 6ra alatt.

3.2.2 Végpontok
A teszt végpontjai az aldbbiak voltak:
e Mortalitas,
o Kikelés sikeressége,
e Torzulasok (0sszes + jellege).
Kovetkez6 torzulasok figyelhetdk meg:
e Perikardialis 6déma
e Sziki 6déma
e Farok torz

e Teljes torzulas (egyszerre tobb torzulés tipus megléte)

27



3.3 5-fluorouracil krdonikus toxicitasanak meghatarozasa

A kisérlet célja az S-fluorouracil kronikus Okotoxicitasanak felmérése. Zebradanio (Danio
rerio) halfaj korai életszakaszaban megvizsgalni és megallapitani az 5-FU NOEC, LOEC, LC50
értékeket és szubletalis hatasokat. Az ikrak kikelési szakaszaban a kelés vizsgalata.
Mortalitas/talélési adatok rogzitése embrio, larva és fiatal egyedekre, illetve a teljes mortalitas a
teszt soran. A kisérlet alapjat az OECD 210 Guideline (Fish, Early Life Stage Test) nyujtotta, mely
a kisérlet soran nagy mozgasteret enged a laboratoriumoknak a kezelés kialakitasaban. A kisérlet
rendkiviil id6igényes és nagy odafigyelést igényel. Az itt alkalmazott teszt egyben egy uj szabvany
bevezetését is jelenti. Ebben a kisérletben szerzett tapasztalatok alkalmat adnak a késobbi tesztek

finomitasahoz, melyek az eredmények fejezetben kertil ismertetésre.

3.3.1 Zebradanio kezelése 5-fluorouracillal

A teszt az eredmények fejezetben kifejtett okok miatt két alkalommal voltak elvégezve, két
kiilonb6z6 koncentracio sorral. Mindkét esetben olddszer alkalmazéasara volt sziikség a vizsgalat
anyag feloldasdhoz. Az olddészer DMSO volt minden esetben. A DMSO megengedett legnagyobb
mennyisége 0,1 mg/L DMSO-vizes oldat.

Az elsé vizsgalathoz 7 koncentraciot, illetve sima vizes és DMSO oldoszeres kontrolt kellett
késziteni. A vizsgalat 2 (A és B) ismétlésben zajlott a teszt ajanlasa szerint. Koncentraciok a

kovetkezdk voltak:
0,01 pg/L, 0,10 png/L, 1 png/L, 10 pg/L, 100 png/L, 1000 pg/L, 10000 pg/L,

plusz a vizes és DMSO oldodszeres kontroll. A koncentraciok megvalasztasaban, figyelembe
vettiik a palyazati partnerek ajanlasait illetve a protokollban szereplé végpontot is. Minden
FU oldatnak megfelel6 DMSO mennyiséget jelenti, ami megfelelt az engedélyezett legnagyobb
DMSO mennyiségnek (0,1 ml/L).

A teszt beallitasakor 10 cm-es Petri csészékbe 50-50 embri6 lett kihelyezve. Teszteljarasban
fél-statikus modszer keriilt alkalmazasra. A teljes oldatcsere hetente kétszer tortént, ezen felil,
amikor a vizben szerves anyag nagyon felhalmozodott részleges oldatcsere lett végrehajtva, ami
teljes térfogat legalabb felét jelentette. Ikra allapotban az embriok Petri-csészékben voltak tarolva,
viz megujitaskor pedig 0j Petri-csészét és oldatot kaptak. Az ikrakat megtermékenyités utan
amilyen gyorsan csak lehetett, a teszt koncentraciokba lettek helyezve. Ez fontos, a halak gyors
embrionalis fejlodése miatt. Kikelés és elsd feltiszas utan 1 L-es medencékbe keriiltek. Kezdetben

200 ml, majd 0,5 L és 1 L viz keriilt rajuk. A larvakat nem érte levegd athelyezéskor, atontéssel
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keriiltek az ) medencébe. Ha visszamaradt valamennyi larva, ezek fel lettek ontve a megfeleld
oldattal és athelyezve szélesre vagott szaju pasztOrpipettaval. A teszt végéig ezekben a
medencékben voltak tartva az allatok. Oldatcsere hetente kétszer volt. A teszt lebontésa a 33. napon

tortént.

Masodik Kkisérlet koncentraciéi az els6 eredményei alapjan lettek megvalasztva. A

koncentraciok kozotti szorzo faktor 3,2 volt. Koncentraciok a kovetkez6k voltak:
0,1 mg/L, 0,32 meg/L, 1,024 mg/L, 3,267 mg/L, és 10 mg/L.

Az 0sszes kezelt csoport vize azonos mennyiségii DMSO oldoszert tartalmazott. Ebben az
esetben is minden kezelés 2 (A és B) ismétléssel zajlott. A halak indulészama 50 db volt, oldatcsere
ismét fél-statikus volt. Az oldatcserék a masodik kisérletben 2 naponta torténtek. Az 1. naptol Petri-
csészében 50 ml-es oldat mennyiségekben, 8. naptol 1,5 L-es medencékben 500 ml, 14. naptol 1 L,
20. naptol 4 L-es medencében 1,5 L oldat mennyiségben voltak tartva a halak. Az athelyezés az els
15 napon atontéssel, majd a megfeleld6 méret elérése utdn gylirlis haloval tortént. Erre azért volt
sziikség, mert az elso kisérlet elvégzése soran erds szerves anyag felhalmozodas volt tapasztalhaté a
két oldatcsere kozott. Probaltuk a halakat ugy athelyezni, hogy a leheté legkevesebb viz jusson a
hasznalt vizbdl az jba. Megvilagitas sordn a 14. napig nem lett vilagitasi ciklus alkalmazva, utana
14 oras megvilagitas, 10 oras sotét periodusokban voltak tartva. A kisérlet lebontasa a 33. napon
tortént. A lebontds sordn a hal larvak MS-222 oldataban voltak altatva. Az altatds sordn haromfelé
lettek osztva: 2 rész tomegméréshez, 1 rész RNS vizsgalathoz. RNS vizsgalathoz ahol lehetett 10 db
allatot félre kellett rakni. A tdmegméréshez hasznalt talkédk sulya eldre le lett mérve. Az altatast
kovetéen Leica M205 FA (type: DFC425 C) tipusu mikroszkop alatt voltak fotdozva, majd az RNS
vizsgalatra szant halak Trizolba, és mélyhtitobe lettek helyezve -20 °C-on, a tobbi pedig METTLER
TOLEDO AB204-S tipusu analitikai mérlegen kertilt lemérésre. E10szor nedves tomeg, majd 24 6ra
63°C-on torténd szaritas utan a szaraz tomeg is lemérésre keriilt. A halak testhossza a fényképek

alapjan Image J 1.45 verzidju szoftverrel lett lemérve.

3.3.2 Tesztkorillmények

Mindkét kisérlet soran a kikeveréshez sziikséges higitd és kontrolvizet a zebradaniokra
kialakitott keringetd rendszer vizébdl vettiik. Ebben az esetben a viz paramétereinek beallitasat a
rendszer automatikusan elvégezte (7,5 pH, 25°C hdomérséklet). Az embriodkori tartds sordn az
inkubator egyenletes 27°C-ot biztositott. A kisérlet tobbi része soran a viz allandd hdmérsékletét
klima berendezés biztositotta. Temperalt hémérséklet allandd 26°C volt. Elelemadagolas mindkét

vizsgalat esetében ad libitum az elsé eluszast kovetden. El6szor Scientific food SDS-100-as tipust
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eledel, a 2 héttdl kezdve Scientific Food SDS-200 és artémia rak volt, minden nap. A kezelés soran
a felesleges taplalékot és triiléket el kellett tavolitani, hogy megelézzikk a szerves anyag
felhalmozodasat. Az elhullott egyedeket minden alkalommal el kellett tavolitani és jegyzokonyvben
rogziteni annak mértékét, koncentracionként és ismétlésenként. Tapasztalat szerint az étrenden

sziikség szerint valtoztattunk, hogy javitsuk a tulélést és optimalizaljuk a ndvekedést.

3.3.3 Végpontok
Embrio allapot: mortalitas, talélések, kikelések és torzulasok (Gsszes + jellege), rendellenes
viselkedés naponta egyszer. (Bizonyos mennyiségli torzulas normalis a kontrolban.) Kovetkezd
torzulasok figyelhetok meg:
e Perikardialis 6déma
e Szik 6déma
e Faroktorz
e Teljes torzulds (egyszerre tobb torzulas tipus megléte)
Teszt végén: suly (nedves és szaraz 24 h 60°C), standard testhossz, mortalitas, talélés. A
megfigyelt paraméterek a teszt végére az alabbi informacidkkal szolgaltak:
* Teljes pusztulés
» Egészséges halak szama a teszt végén
* Kezdeti kikelések szama €s végso kikelések szama
* Naponta a kikelések szama
* Hossza ¢és a stlya a talélt allatoknak
» Szama a deformalt larvaknak

* Azoknak a halaknak a szama, amelyeknek abnormalis a viselkedése.

3.3.4 Kiértékelés

A kapott értékeket Microsoft Exel programmal dolgoztuk fel. Az akut teszt soran az LC50
értéket probit analizis segitségével hatdroztuk meg (Minitab 16, Minitab Inc.). A LOEC és a NOEC
értekek meghatarozasakor fliggetlen 2 mintas t-probat vagy ANOVA-t alkalmaztunk. A
kovetkeztetéseket minden esetben 95%-os megbizhatosagi szinten hoztuk meg (p<0,05). A
statisztikai elemzést a GraphPad Prism 4.0 és az R 2.15.1 statisztikai programcsomagokkal,

segitségével végeztiik. A halak tomege és hosszanak értékeléséhez a Dunnett-tesztet hasznaltuk.
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4 Eredmények

Ebben a fejezetben ismertetésre kertil a vizsgalatok fejezetben leirt kisérletek eredményei.

4.1 AKkutKkisérlet eredménye

A FET Teszt idétartamat az elézetes eredmények alapjan 72 6rara noveltiik, hogy az esetleges
kelésben bekovetkezett valtozasok is megfigyelhetoek legyenek. A koncentracid tartomany (range
finding) megtalalasahoz 1000 mg/L-es koncentracioig vizsgaltuk az 5-FU hatasat. Azonban ebben a
tartomanyban a legnagyobb koncentraci6 esetében is csak 10%-0s mortalitast tapasztaltunk. Ezért a
kovetkezo vizsgalatban novelniink kellett a vizsgalt koncentracié tartomanyt. Sajnos az 1000 mg/L-
es koncentracio esetébe az olddszerként alkalmazott DMSO mennyisége mar 1% volt, ami 100
szorosa a protokollban javasolt mennyiségnek. Ez¢ért itt mar nem volt kizarhaté az olddszer hatasa a
kezelés soran. Ezért DMSO hatasanak vizsgalatara a nagyobb koncentracio tartomanyokban tobb

higitoszeres kontroll vizsgalatot allitottunk be.

Az LC50 érték 72 oras expozicid esetében 2441,6 mg/L (melléklet 9.1. abra). A nagy
mennyiségll oldoszer hasznalata miatt a LOEC és a NOEC értékek megallapitashoz sziikséges volt
az oldoszeres kontrollok mortalitasra és a torzuldsok megjelenésére gyakorolt hatdsdnak

vizsgalatéra.

A mortalitds és a torzuldsok megjelenésének tekintetében a LOEC a 2000 mg/l-es
koncentraci6. Ennél a koncentracidonal volt statisztikailag igazolhatd az 5-FU hat4sa a mortalitas és
a torzulas aranyanak novekedésére a negativ kontrolhoz képest. A 2%-os DMSO kezelésnek sem
volt statisztikailag igazolhato hatdsa a mortalitas és a torzulasok szamanak novekedésére (mindkét
esetben: p > 0,05), ugyanakkor a 2000 mg/L-es 5-FU kezelés a 2 %-os DMSO kontrolhoz képest
statisztikailag igazolhatd mértékben novelte a mortalitast (p<0,05 és a torzult (p<0,05)egyedek

szamat.

A mortalitds és a torzuldsok megjelenésének tekintetétben a NOEC az 1000 mg/L-es
koncentracio (melléklet 9.2 abra). Ennél a koncentracional nem volt statisztikailag igazolhato
kiilonbség a mortalitas és a torzulasok megjelenésének (mindkét esetben: p > 0,05) tekintetében a

negativ kontrolhoz képest.

Az akut vizsgalatok soran meghataroztuk a torzulasok tekintetében az EC50 értéket. Vizsgalat

72 oras intervalluma alatt az EC50 érték 1249 mg/1 volt.
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4.2 Kronikus Kisérletek eredményei

4.2.1 Mortalitas eredményei

Mindkét vizsgalat sordn minden vizsgalati csoportban az egyedek mortalitdsa meghaladta a
46%-ot, melynek f6 oka, hogy a vizsgalatot fél-statikus rendszerben végzetiik. Az elsé honapban a
kontroll csoportok atlagos mortalitdsa 62% volt. A relativ magas mortalitas ellenére a teszt
eredményeit realisnak tekinthetjiik, mivel a vizsgalat soran minden csoport kezelése azonos modon
tortént. A negativ kontroll és az olddszeres kontroll csoportok eredményei koézott nem volt
statisztikailag igazolhato eltérés (p>0,05). Egyediil a 10 mg/L-es kezelés esetében volt a pusztulas
mértéke szignifikdns (p<0,05). A 10 mg/L-es koncentracié mindkét csoportjdban a mortalitas

mértéke meghaladta a 90%-ot (melléklet 9.3. abra).

A masodik kisérletben stiritettiik az oldatcseréket, és az elhullasok szamat napi szinten
kovettiik nyomon. A mortalitas kiértékelése soran figyelembe vettiik a kezelési hibabol adodéd

pusztulasokat és korrigalt érték hasznalataval végeztiik a kiértékelést.

A masodik vizsgalat soran a kontroll csoport esetében 47%-o0s mortalitast tapasztaltunk. A
vizes- ¢és az oldoszeres kontroll csoportok esetében nem tapasztaltunk statisztikailag igazolhato
eltérést az allatok pusztuldsaban (p = 0,2286) (melléklet 9.4. abra). A 10 mg/l-es kezelés esetében
67% volt a mortalitds, ez az eltérés azonban nem volt statisztikailag igazolhatd. Bar a mortalitas
ennél a csoportnal volt a legnagyobb a masodik kisérletben a pusztulds mértéke nem érte el az elso
kisérletben tapasztaltat. A DMSO kontroll és az 5-FU kezelt csoportok kozott nem taldltunk

statisztikailag igazolhato eltérést.

4.3 Testtomeg valtozas a kezelések hatasara

Az elsd kisérlet esetében az atlagos nedves testtomeg alakuldsa az egyes koncentracidok
esetében jol magyardzhat6é a mortalitasi adatokkal. Azokban a koncentracidkban, ahol a mortalitas
nagyobb volt az egységnyi viztérben kevesebb hal nagyobbra tudott ndni. Ez legjobban a 10 mg/L-
es koncentraci6é esetében volt tapasztalhatd (melléklet 9.5. abra). Ennél a kezelésnél az atlagos
nedves testtomeg statisztikailag is igazolhatdéan nagyobb volt (p<0,05), mint a kontroll csoportoknal

mért testtomeg.

Az éatlagos szdraz testtomeg esetében mért értékek hasonldan alakultak, mint amit a nedves
testtomegnél tapasztaltunk (melléklet 9.6. abra). Itt azonban statisztikailag igazolhatdan csak az 1

mg/L-es koncentracid esetében nétt meg a szaraz testtomeg (p<0,05). Ezt a névekedést azonban a
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mortalitds nem magyarazza. Tehat elmondhatjuk, hogy az 1 mg/L-es koncentraci6 esetében a halak

atlagos viztartalma alacsonyabb volt.

Masodik kisérletben az 4atlagos nedves testtomeg vizsgilata soran a 3 mg/L-es
koncentracional mért értékek szignifikansan eltértek mind a kontrol (p = 0,0318), mind pedig

DMSO (p = 0,0233) kontrol csoportoknal mért értékektdl (melléklet 9.7. abra).

A tobbi esetben nem mutatkozott szignifikans eltérés, melynek lehetséges oka a nagyobb
szoras. A masodik kisérletben a halak nedves tdmege nem valtozott a koncentracid névekedésével
aranyosan. Ennek egy lehetséges oka az éltaldnosan kisebb mortalitds a kezelésekben az els6

kisérlethez képest.

Az atlagos szaraz testtomeg esetében a masodik kisérletben mind két kontrol csoporttol csak a
3,276 mg/l-es kezelés tért el statisztikailag igazolhaté mértékben (p<0,05). Az 1,024 mg/l-es
koncentraciotol csak a DMSO kontroll kezelés mutatott szignifikans eltérést (p<0,05) . A 10 mg/I-

es kezelés és a kontrol csoporttok kdzott nem volt kimutathato kiilonbség. (melléklet 9.8 abra)

4.4 Testhossz valtozasa a kezelések hatasara

Az elso kisérlet esetében az 1 és a 10 mg/L-es kezeléseknél a testhossz szignifikdns mértékii
novekedését tapasztaltuk (p<0,05) a kontrollhoz képest. A 10 mg/L-es koncentracional ez a
novekedés egyértelmlien magyarazhatd a mortalitdsbol adodo kisebb egyedstiriséggel. Az 1 mg/L-
es kezelésnél azonban a kisebb egyedszam nem magyarazhatja a nagyobb testhosszt (melléklet 9.9.

abra).

A testhossz valtozasa a masodik kisérletben (melléklet 9.10. dbra) a nagyobb koncentraciok
esetében hasonléan alakult, mint amit az elsd kisérletben tapasztaltunk. Szignifikdns eltérés
mutatkozott a kontrollal tdrténd dsszehasonlitas soran a 3,276 mg/L (p = 0,0019) és a 10 mg/L (p =
0,0028) koncentracio esetében. A DMSO kontrollal toérténd Osszehasonlitas is szignifikans
eredményt adott, mind a 3,276 mg/L (p < 0,0001), mind 10 mg/L (p < 0,0001) esetében. A

hosszndvekedés valtozasa jol megfigyelhetd a melléklet 9.10. abran is.

4.5 Kondicids faktor
A kondicios faktor a testhossz és a testtomeg ardnyat mutatja (testtémeg/testhossz3). Az elsé
kisérlet esetében az 1 mg/l-es kezelés esetében a kondicios faktor statisztikailag igazolhatd

mértékben alacsonyabb volt, mint a kontroll csoportoknal szamitott érték (p<0,05). A 10 mg/L-es
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kezelés esetében vélhetéen az alacsony egyedsiiriiségbdl adodd nagyobb testméret miatt nem volt

tapasztalhat6 a kondicios faktor csokkenése (melléklet 9.11. dbra).

A masodik kezeléskor statisztikailag igazolhatdo mértékben csak a 10 mg/1-es koncentracional
szamitott kondicids faktor érték volt alacsonyabb, mint a kontrol csoportoké (p<0,05). Ha a harom
legnagyobb koncentraciot vessziik szemiigyre a masodik kisérletnél, a koncentracié névekedésével

lathat6, hogyan csokken a kondicio faktor értéke (melléklet 9.12. 4bra).
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5 Ertékelés és kovetkeztetések

5.1 Az akut teszt eredményeinek értékelése

Az 5-fluorouracil egy anti-metabolikus hatasu citosztatikum, mely hatasat az intenziv
osztodasu sejtekben fejti ki a legnagyobb mértékben. Ezért a vizsgalatok megkezdése elott arra
szamitottunk, hogy az intenziven osztéd6 embrionalis sejtek miikodését jelentdsen befolyasolja
majd a kezelés. Ezzel szemben az akut embrid toxicitas teszt soran kapott LC50 ¢és EC50 érték

alapjan azt mondhatjuk, hogy az 5-FU akut embri6 toxicitdsa igen alacsony.

Az irodalomban is hasonlé eredményeket talaltunk az 5-FU halakra gyakorolt akut
toxicitasanak tekintetében. DeYoung és munkatarsai (1996) Pimephales promelas halfajon 2420
mg-ben hataroztdk meg az 5-FU LCS50 értékét, ami majdnem megegyezik az altalunk zebradanidra
megallapitott LC50 értékkel. Bar a fenti vizsgalat 120 6raval a megtermékenyiilés utan hatdrozta
meg a félhalalos koncntraciot, jol lathato, hogy a két igen elterjedt hal embrio modellen az 5-FU

toxicitasnak mértéke hasonlo.

5.2 AKronikus tesztek eredményeinek értékelése
A kronikus vizsgalatok soran kapott eredmények egy sokkal arnyaltabb képet adnak a
citosztatikum zebradaniok fejlédésére gyakorolt hatasardl. Az alacsony koncentraciok (10 ng/l —

100 pg/l) esetében nem tapasztaltunk semmilyen valtozast a vizsgalat 33 napja alatt.

A mortalitas tekintetében egyértelmiien csak a legnagyobb, 10 mg/l-es koncentracio esetében
volt tapasztalhatdo igazolhaté hatds. A nedves testtomeg alapjan a 3,276 és a 10 mg/l-es
koncentraciok esetében volt tapasztalhato az atlagos testtomeg ndvekedése, amit csak a 10 mg/l-es
kezelésnél magyarazhatunk a kisebb egyedszambol ad6dd nagyobb mérettel. A szaraz testtomeg
esetében a 3,276 és a 10 mg/l mellett mar az 1 mg/l-es koncentracional is igazolhatd volt a halak
alacsonyabb viztartalma. Az els6 kisérletben az 1 és a 10 mg/l-es, mig a masodik kisérletben a
3,276 és a 10 mg/l-es kezelésnél volt tapasztalhaté a halak nagyobb testhossza. Azonban ez a

nagyobb testhossz €s testtomeg csak a 10 mg/l-es koncentracional magyarazhat6 a mortalitassal.

A kondicios faktor értékek is nagyon érdekes informaciokkal szolgaltak a kezelés hatasarol.
Statisztikailag igazolhatéan csak az elsé kisérlet soran volt tapasztalhatdo az 1 mg/l-es kezelés
esetében a kondicids faktor csokkenése. A masodik kisérlet soran a harom legnagyobb koncentracid

esetében egy csokkend tendencia volt megfigyelhetd, am csak a 10 mg/l-es kezelés mutatott
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szignifikans eltérés a kontrol csoport értékeihez képest. Tehat azoknal a koncentracidknal a halak

testhossza testtomeghez viszonyitott aranyaiban nagyobb volt, mint a kontrol csoportoké.

5.3 Kovetkeztetések

Az 1 mg/l-t meghaladd koncentraciok esetében megvaltoztak a zebradanié larvak fejlodése
soran a test aranyai, mely egy igen érdekes és uj tudomanyos eredmény az 5-fluorouracil-lal
kapcsolatban. A testtomeg és a testhossz ardnya mellett a szaraz testtomeg valtozasa az, mely csak a
kezelés hatasaval magyarazhatd. Ezen eredmények alapjan feltételezziik, hogy az 5-FU hatasara

valtozas kovetkezett be a fejlodo larvak anyageseréjében.
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6 Osszefoglalas

Xenobiotikumok kornyezetbe juttatisa egyre nagyobb aggodalommal tolti el a koz és
tudomanyos szférat, ezért novekvd figyelmet forditanak az ilyen anyagok kockazatdnak
felméréséhez. Az kockézatbecsld vizsgalatok nélkiilozhetetlen eleme az 6kotoxikologai vizsgalatok
elvégzése, melyet torvényileg megkovetelnek a hatdésagok is. Szamos olyan feltaratlan hatasu, a
human ¢és allat gydgyaszatban alkalmazott készitmény és hatdéanyag jut ki a kornyezetbe, melyekrdl
kevés informacioval rendelkeziink. Az egyik ilyen kevéssé vizsgalat vegyiilet csoport a

kemoterapids hatéanyagok csoportja.

Az 5-fluorouracil egy olyan antimetabolikus hatasu kemoterapias szer, mely a nukleinsav
szintézis gatldsa révén akadalyozza meg a rdkos sejtek ndvekedését. Mivel a szer citoszatikus
hatassal rendelkezik, ezért kornyezetbe jutdsa és nem célszervezetekre kifejtett hatdsa komoly
problémaékat okozhat a kiilonbozé szervezetekben. Az utdbbi években sajnos egyre nagyobb
mennyiségben alkalmaznak daganatellenes hatoanyagokat, melyek kornyezetbe jutasa immar nem
csak a korhdzak szennyvizével, de a kommunalis szennyvizekkel is jelentds, leginkabb az otthoni —

tablettas — kezelések terjedése miatt.

A vizsgalatunk célja egy széles korben alkalmazott kemoterapias hatéanyag, az 5-fluorouracil
okotoxicitasanak felmérése a zebradaniok (Danio rerio) korai életszakaszaban. Az akut embrid
toxicitas vizsgalatot (FET Test) az OECD Draft Guideline alapjan, mig a kronikus vizsgalatot az
OECD 210 Guideline alapjan végeztilk. A vizsgalat végpontjai a mortalitads, az embrionalis
torzulasok, a kelés idejének valtozasa, valamint a testtomeg és a testhossz voltak. Tovabbi cél volt a
LOEC, NOEC, LC50, és EC50 értékekkel kifejezni az S-fluorouracil toxicitdsat. A vegyiilet
okotoxikologiai feliilvizsgalata a CytoThreat nevii FP7-es Europa Unids palyazat részét képezi,
melynek végso célja egy komplex kornyezeti kockazatbecslés a projekt soran vizsgalt kiillonb6zo

citosztatikumokra.

A FET teszt soran az LC50 érték 72 oras expozicio esetében 2441,6 mg/l volt. A mortalitas és
a torzulasok megjelenésének tekintetében a LOEC a 2000 mg/l-es koncentracié volt. A kronikus
vizsgalat soran 7 koncentraciot és két kontrollt (vizes, K és oldoszeres, DMSO) alkalmaztunk. A
koncentraciosor 10 ng/l-rél indult és egy nagysagrenddel novekedett 10 mg/l-ig. A mortalitéas
esetében a kontrollhoz képest csak a legnagyobb koncentracidé mutatott igazolhato eltérést. A
nedves testtomeg €s a szaraz testtomeg mérésnél az 1 mg/l, 3,276 mg/l és 10 mg/l-es
koncentracioknal volt igazolhatd az eltérés. A testhossz vizsgalatakor az 1 és 10 mg/L koncentracid

egyedei mutatottak statisztikailag igazolhatd novekedést a kontroll egyedekhez képest. A kondicio
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faktor esetében szintén az 1 és 10 mg/L koncentracional tapasztaltuk igazolhatoan alacsonyabb

értékeket a kontrol csoporthoz képest.

Eredményeink alapjan valdsziniisithetéen az 5-fluorouracil kronikus hatdsaként megvaltozott

a kezelt zebradani6 larvak anyagcseréje az 1 mg/l feletti koncentracidknal.
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9 Mellékletek
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9.1. abra Az 5-FU kumulativ mortalitasi gorbéje zebradanié embriok esetében
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9.2. abra Az akut kezelés esetében a torzulasok alakulasa koncentraciok fiiggvényében
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9.3. abra Relativ mortalitas mértéke az egyes csoportokban szérassal, az elsé kisérletben
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9.4. abra Relativ mortalitas mértéke az egyes csoportokban szérassal, a masodik kisérletben
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9.5. 4bra Atlagos nedves tomeg mérési eredményei szorassal az elsé kisérletben
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9.6. abra Atlagos szaraz tomeg mérési eredményei szorassal az els6 kisérletben
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9.7. abra Atlagos nedves tomeg mérési eredményei szorassal a masodik Kkisérletben
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9.8. abra Atlagos szaraz tomeg mérési eredményei szérassal a masodik Kisérletben
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9.9. 4bra Halak standard testhossza szorassal a kisérlet lebontasakor az elsé kisérletben
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9.10. Aabra Halak standard testhossza szorassal a Kisérlet lebontasakor az masodik kisérletben
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9.11. abra Atlagos kondiciés faktor az elsé kisérletben szérassal
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9.12. abra Atlagos kondiciés faktor az elsé kisérletben szérassal
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10 Nyilatkozat

Kijelentem, hogy a dolgozat teljes egészében sajat munkédm, a felhasznalt irodalmat

lelkiismeretesen, korrekt modon kezeltem, a munkara vonatkoz6 jogszabalyokat betartottam.

Tarcai Zsolt
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