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I. BEVEZETES

A halsperma mindségének szamos paramétere szamszerusithetd, ezaltal toxikologiai
tesztek végpontjaként szolgalhat. Mind koziil a legfontosabb paraméter a spermiumok
motilitdsa, mivel szoros korrelacioban all a termékenyitd képességgel. A himivarsejtek
mozgésanak intenzitasara ¢és idétartamara a kiilonb6z6 szennyezdanyagok kdzvetleniil, vagy a
halak kitettségén keresztiil kozvetve, hatassal lehetnek.

A szamitogépes spermavizsgalat (Computer Assisted Sperm Analysis) gyors ¢és
objektiv mod a spermamindség egyes paramétereinek megallapitasara, melynek segitségével a
kiilonboz6 toxikus anyagok spermdra gyakorolt hatasa kvantitativ modon becsiilhetd. Szamos
tényezd létezik, amelyre a sperma vizsgélatat optimalizalni kell (immobilizalas, aktivalas,
higitas aranya stb.), viszont a kiilonb6z6 fajoktol szarmazd sperma eltérd tulajdonsagainak
koszonhetéen, minden egyes halfaj esetében mas-més feltételeket kell biztositani a
himivarsejtek motilitdsdnak biztositasa érdekében. Ebbol kifolydlag a szamitogépes
spermavizsgalat jelenleg halak esetében nem standardizalt egy faj esetében sem, és a kapott
eredmények Osszehasonlitasa nem, vagy csak kell6 koriiltekintéssel lehetséges.

A zebradanid (Danio rerio) napjainkban széles korben elterjedt gerinces modellallat a
toxikologiai kisérletekben eldnyds tulajdonsagai miatt (konnyl kezelhetdség, rovid generacios
1d0, jol kifejezett ivari dimorfizmus, kivald reprodukcios képesség stb.), spermatoxikologiai
vizsgalatarol azonban minimalis szakirodalmi adat all rendelkezésiinkre.

A natrium-fluorid megtalalhatd a természetben: kdzetek, asvanyok és a természetes
vizek tartalmazzak ezt a vegyliletet. Ipari melléktermékként nagy mennyiségben kertiil ki a
kornyezetbe, ami aluminium-, iiveggyartas és miutragyakészités soran keletkezik, valamint
peszticidek, antibiotikumok ¢€s szajapolasi termékek is tartalmazzak ezt a vegyliletet.
Toxicitasa széles korben tesztelt, spermiumokra kifejtett hatdsat viszont csak emldsok
esetében vizsgaltak. Az S-fluorouracil egy pirimidin-analoég, antimetabolikus tulajdonsaga
miatt széleskoriien alkalmazzak kemoterdpids szerek hatdanyagaként. Kivalasztds utjan a
vizelettel kijut a szennyvizbe, igy a természetes vizekben is megjelenhet. Toxikus hatasarol
jelenleg kevés adattal rendelkeziink. E két fluoridtartalmu vegyiilet spermiumokra kifejtett

hatasat halak — és igy zebradanid — esetében még nem vizsgaltak.



I. 1. Célkitiizések

A dolgozatban bemutatott munkank sordn legfobb célunk egy olyan modszer
kidolgozasa volt, melynek segitségével a zebradanidé sperma toxikoldgiai célu vizsgalata
standardizalhatd, ezaltal a kapott eredmények Osszehasonlithatok, ami kulcsfontossaghi a
kiilonb6z6 szennyezbanyagok termékenységet befolydsold hatdsanak megitélésében.
Vizsgalataink soran teszteltiik a kiilonb6zé spermanyerési modokat, az immobilizalo és
aktivalé oldatokat, az alkalmazhat6 higitasi aranyokat, valamint a motilitdas mérésének
lehetséges idOpontjait.

Tovabbi céljaink kozt szerepelt, hogy két fluoridtartalmu vegyiilet, a natrium-fluorid
¢és az S-fluorouracil zebradanid sperma mindségére, ezen beliil a spermiumok progressziv
motilitasara kifejtett hatasat megvizsgaljuk, a halak kitettségén keresztiil kozvetve (in vivo),
illetve a spermiumok kitettségén keresztiil kdzvetleniil (in vitro). Az 5-fluorouracil in vivo
spermatoxikologiai vizsgalata az Eurdpai Unid 7. kutatdsi keretprogramja altal tdmogatott
CytoThreat palyazat részét képezte, mely a kiilonboz0 citosztatikumok kornyezetre gyakorolt

hatasaval foglalkozik.



II. IRODALMI ATTEKINTES

I1. 1. A halspermiumok aktivaciojanak folyamata

A halspermiumok — szemben a hiilld és emlds spermiumokkal - a herében és a
szeminalis plazméban immotilisak: az ozmolaritas és a szemindlis plazma Osszetétele gatolja
meg a mozgast. Természetes koriilmények kozott, az ivas folyaman, vizzel vagy a ndstény
genitalis traktusaval taldlkozva aktivalodnak a himivarsejtek.

Pisztrang- és tokféléknél a K'-koncentracio a kulcsfontossagh tényezéije a spermiumok
motilissa valasanak. A szemindlis plazma és a spermiumok megkozelitleg azonos
koncentracidban tartalmaznak K'-t. Az ivartermék vizzel valé felhigulasanak kovetkeztében
K'-kiaramlas (efflux) kovetkezik be a spermiumsejtbél a membrancsatornakon keresztiil, ami
membran-hiperpolarizacidhoz vezet, ez inditja be a spermiumok motilitdsat. Pontyfélék
esetében, mivel a szemindlis plazma K'-koncentricidja jelentdsen magasabb, mint a
spermiumoké, ezért az ivartermék felhiguldsa nem vezet membran-hiperpolarizacidhoz, tehat
a K'-koncentraci6 megvaltozasa onmagaban nem elegendd a spermiumok motilissa
valasahoz. Ebben az esetben az ozmozis a kulcsfontossagu: az ivartermékben jelenlévé magas
ozmotikus nyomas miatt, a spermiumok hipotonikus kozegbe kertilve aktivalédnak (ALAVI &
COsSSON 2006).

Minden halfajrél elmondhaté viszont, hogy a flagellum mozgésanak intenzitdsa szoros
mitokondrium taldlhatd, mely az energiat szolgéltatna, ezért a himivarsejtek motilitdsa az
aktivaciot kovetden nagyon gyorsan csokken, és par percen beliil teljesen meg is sziinik

(COSSON ET AL. 2013).

I1. 2. A halsperma mindsége

A sperma mindsége szdmszerlisithetd: olyan paraméterekkel leirhatd, melyek az ikrat
megtermékenyitd képességét kifejezik. Ezek a paraméterek, illetve biomarkerek tobbek kozott
a spermatokrit, a sperma stirlisége, a szeminalis plazma ozmolaritasa, pH-ja és kémiai
Osszetétele, enzimatikus aktivitds, adenozin-trifoszfat (ATP) koncentraciod, spermiumok
motilitdsa, morfologidja és a termékenyitOképesség. A sperma mindségének pontos

megallapitasa szamos célt szolgal, tobbek kozott a mesterséges szaporitas eredményességének



elorejelzését, vagy a kornyezetben eléforduld szennyezOanyagok hatasanak becslését a halak
reprodukcios sikerére (RURANGWA ET AL. 2004).

A halspermiumok mozgasanak jellemzdi — igymint a mozgas beindulasa, id6tartama —
eltéréek lehetnek a kiilonb6z6é halfajok esetében, mely az é€lettani sajatossagokra vezethetd
vissza (Id. 1II. 1. fejezet). A mozgas iddtartama kritikus tényez0 a sikeres
megtermékenyitésben, ugyanis a spermiumnak a rendelkezésre all6 id6 alatt kell megtalalnia
az ikra felszinén azt az egyediili pontot, a mikropylét, amelyen keresztiil képes az ikra
belsejébe hatolni, és megtermékenyiteni azt. Ez kiilondsen nagy ikraszemekkel rendelkez6
halfajok esetében kulcsfontossagu (pl. pisztrangfélék). Egyértelmli tehat, hogy a magas
motilitassal rendelkezd himivarsejtek nagyobb eséllyel képesek a megtermékenyitésre, igy ez
a paraméter kulcsfontossadgu a sperma vizsgéalata sordn (RURANGWA ET AL. 2004).

A sperma mindségének megvaltozasa befolydsolhatja a termékenyité képességet,
ezaltal predesztinalhatd a szaporodas, illetve szaporitas sikeressége. Eppen ezért
kulcsfontossagu, hogy ezeket a tényezoket — a lehetdségekhez mérten — optimalizaljuk. Az
1. tablazat szemlélteti azokat a paramétereket, amelyek a sperma mindségére hatassal vannak.

Ezek koziil az ivartermék kinyerés utani kezelése kiemelendo.

1. tdblazat: A sperma mindségét befolyasold tényezOk (HAJIREZAEE ET AL. 2010)

Bioldgiai Tartasi és tenyésztési Sperma kinyerés utani
tulajdonsagok korillmények kezelése
e Kor e Fotoperiodus e Aktival6 oldat
o Testtdmeg e Homérseklet e Immobilizalo oldat
e Testhossz e Taplalék e Kontamin4cio
e Nemkivanatos e Rovid, illetve
komponensek hosszl tava tarolés
jelenléte a vizben
illetve a
taplalékban
o Allatjolét
e FEgészség

11. 2. 1. A sperma kinyerés utdani kezelése

A halsperma természetébdl kifolydlag (I1d. II. 1. fejezet) kétlépcsds higitasra van
sziikség az ivartermék kinyerése utan: az elsd higitast egy olyan oldattal kell elvégezni,
melynek ozmolaritdsa megegyezik az adott faj szemindlis folyadékaval, és amelyben az

ivartermék par oran keresztiil tdrolhatd anélkiil, hogy a himivarsejtek motilissd valnanak. Ezt



koveti a masodik higitas, kozvetleniil a felhasznalas elott, ami beinditja a sejtek mozgésat
(BILLARD & COSSON 1992). Ezt viz, vagy aktivalo oldat alkalmazasaval lehet elérni.

Az immobilizald és aktivalo oldat kémiai Gsszetétele befolyasolja a sejtek motilitasat.
Pisztrang- és pontyfélék esetében is a fejés utan alkalmazott magas K'-tartalmu oldatok
meggatoljak a himivarsejtek mozgasanak aktivaciojat. Pontyfélék esetében az egyik
leggyakrabban alkalmazott immobilizal6 oldat dsszetétele: 200 mM KCl, 30 mM Tris, pH 8,
(SAAD & BILLARD 1987). Ebbél kifolyolag az aktivalas sordn hasznalt alacsony K'-
AL. 1983, BILLARD ET AL. 1987, TANIMOTO ET AL. 1994). Pontyfélék esetében — mivel az
ozmotikus viszonyok is befolyasoljdk a sejtek mozgéasit - az aktivalas soran hipotonids
oldatok alkalmazédsa sziikséges. A hipoozmotikus sokk hatdsdra a sejtmembran
hiperpolarizacioja kovetkezik be, ami aktivalja a Ca-csatorndkat. Krasznai és mtsai szerint
(1995, 2000) ezért pontyfélék esetében olyan aktivald oldat alkalmazasa sziikséges, mely
Ca®-t tartalmaz. Saad és Billard (1987) viszont leirt egy olyan, pontyfélék esetében
széleskoriien alkalmazott aktivalo oldatot, mely nem tartalmaz Ca®’-t. Ennek Osszetétele:
45 mM NaCl, 5 mM KCl, 30 mM Tris, pH 8.

Az aktivalo oldat Osszetételén kiviil, annak hdmérséklete és pH-ja is fontos tényezo.
Pisztrang- ¢és pontyféléknél a hdmérséklet befolyasolja a spermiumok mozgéasanak intenzitasat
(CoSSON ET AL. 1985). Pisztrang esetében a magasabb hdmérséklet ndveli a motilitas
intenzitasat, viszont idétartamat csokkenti (BILLARD AND COSSON 1992), mig az alacsonyabb
hémérséklet, melyben a pisztrang természetes koriilmények kozt ivik (4 és 10°C kozott),
noveli a spermiumok mozgasanak idétartamat (VAN LOOK 2001). A természetes koriilmények
kozott melegvizben €16 afrikai harcsa (Clarias gariepinus) esetében is igaz viszont, hogy az
alacsony hdmérséklet (4°C) elnyljtja a mozgas idOtartamat és a sejtek életképességét,
szemben a szamara természetes 25°C-kal (MANSOUR ET AL. 2002). A pH tekintetében,
pisztrang- és pontyféléknél a szemindlis folyadékkal megegyezd, vagy annal magasabb pH
noveli a mozgd sejtek szazalékos ardnyat és a spermiumok termékenyitd képességét (BILLARD
ET AL. 1974, BILLARD 1981).

Szamos faj esetében, a sperma vizelettel torténd szennyezddése a fejés soran, a
spermiumok spontdn aktivacidjat okozza, melybdl kifolydlag immotilissé valnak, még mielott
a spermium kapcsolatba Iéphetne az ikraval a termékenyités soran. Lazac (Salmo salar)
esetében a vizelettel torténd szennyezddés ugyanugy megvaltoztatja az ozmotikus nyomast a
szeminalis plazméaban, mint a K'-koncentracié (RANA 1995). Ponty (Cyprinus carpio) sperma

vizelettel torténd kontaminacidja a spermiumok energiakészletének és motilitasanak



csokkenését okozza (PERCHEC ET AL. 1995A, 1998). Eppen ezért sziikséges a sperma
mindségét felhasznalas elétt megallapitani, mivel annak vizelettel torténd szennyezddése
sokszor elkeriilhetetlen (HAJIREZAEE ET AL. 2010).

A sperma mindsége megvaltozhat a tarolas alatt. Rovid tava tarolasra az alacsony, 4°C
koriili homérséklet alkalmas. Mindazonaltal az anaerob koriilmények ¢és a mikrobidlis
szennyezés csokkentheti a spermiumok motilitasat és életképességét (HAJIREZAEE ET AL.
2010). Csatornaharcsanal (Ictalurus punctatus) megfigyelték, hogy 10 napos, 4°C-on torténd
tarolas hatasara csokkent a sperma mindsége a bakteridlis fertdzés, az extracellularis
enzimtermelés ¢és az oxigénfogyasztds hatdsara (JENKINS & TIERSCH 1997). Nem steril
oldatban val6 tartds esetén, 3 nap alatt a motilitds teljes megsziinésével kell szamolni
(HAJIREZAEE ET AL. 2010).

Hossz tava tarolasra a folyékony nitrogén alkalmas, amelyet halsperma esetében
rutinszerlien alkalmaznak. Ebben az esetben a meghatarozo faktorok a hiitési és felolvasztasi

rata, valamint a véddanyag és higitd kémiai 6sszetétele (MCANDREW ET AL. 1993).

I1. 3. Spermavizsgalat

A spermiumok mozgasanak fontos Osszetevdi a motilis sejtek ardnya, a motilitas
idétartama és sebessége, amelyet kordbban szubjektiv modon vizsgaltak (FAUVEL ET AL.
2010). Pontos megallapitdsuk azonban elengedhetetlen, mivel pozitiv korrelaciéban allnak a
termékenyiilés sikerével. A szamitogépes spermavizsgalat (Computer Assisted Sperm
Analysis) a leggyorsabb és legobjektivebb modja ezen paraméterek megéllapitasanak
(WILSON-LEEDY & INGERMANN 2007). A modszer lényege, hogy a spermavizsgalathoz
hasznalt mikroszkophoz egy kamerat csatlakoztatnak, ami felvételeket készit a targyasztalon
elhelyezett kamréaba juttatott ivartermékrol. A spermavizsgalathoz hasznalt kamrak koziil az
egyik legelterjedtebb a Makler-kamra: 10 um rétegvastagsagot biztosit, ezaltal meggatolja,
hogy a sejtek fiiggbdleges iranyban elmozduljanak, igy csak egy rétegben jelennek meg a
mikroszkop latdterében (LU ET AL. 2011). Az ivartermékrdl 10-20x negativ faziskontraszt
objektivvel készithetok felvételek, melyet egy szamitégépes program elemez (1. abra). A

szoftver felismeri a sejteket, ¢s megallapitja a progressziven mozg6 sejtek szazalékos aranyat.



Digitalis kamera

Mikroszkop
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kamraval Szamitdgép

1. abra: A Halgazdalkodasi Tanszéken taldlhatd szamitogépes spermavizsgald rendszer

(Fénykép: Horvath Akos, 2011)

A motilitdAs mérése soran adddhatnak problémdk, melyeket ki kell kiiszobdlni.
Egyrészt ha til koran aktivaljuk a spermiumokat, akkor a mérés megkezdéséig jelentdsen
csokkenhet motilitasuk, melynek kovetkeztében félrevezetd eredményeket kaphatunk a mérés
elvégeztével. Eppen ezért kulcsfontossagl, hogy a sperma aktivalasat kozvetleniil a mérés
elétt, a mikroszkép targylemezén végezziik el. Mdasik probléma, hogy a spermiumok
letapadhatnak a targylemezre. Ezt megel6zendd, a mérés megkezdése elétt 1% szarvasmarha
szérum albumint ajanlatos hozzdkeverni az aktivalo oldathoz (BILLARD ET AL. 1995).
Ugyanezt a hatast érhetjiik el 1% polivinil-alkohol alkalmazasaval (PERCHEC ET AL. 1995B).
Tovabba el6fordulhat, hogy a spermiumsejtek a mikroszkop targylemezén, a folyadékban
sodrodnak — un. drift alakul ki. A mérés soran a program a himivarsejtek sodrodasat tényleges
motilitasként érzékelheti, ami torzitdé tényezd lehet. Ezt elkeriilendd, tanacsos a motilitas
mérését akkor megkezdeni, amikor mar a drift teljesen megsziint (KIME ET AL. 1996).

A CASA rendszer a spermiumok mozgéasanak vizsgalataval alkalmas olyan valtozasok
kimutatasara, melyek a himivarsejtek csokkent motilitasaban mutatkoznak meg. Alkalmas a
spermatarolds és -mélyhiités hatékonysaganak fejlesztésére, az anyahalak szelektdldsara, a
termékenyités koriilményeinek optimalizalasara, valamint kiilonb6z6 szennyezéanyagok

hatasanak monitorozasara.



1I. 3. 1. Toxikologiai célu spermavizsgalat

A halak fontos kisérleti modellrendszerek az okotoxikologiai vizsgalatokban, mivel
ezek a fajok vannak leginkabb kitéve a kornyezeti szennyezéseknek (KIME ET AL. 1999). Az
csOkkenését, mely megnyilvanulhat indirekt mdédon, a reprodukcios szervekben torténd
akkumulacié Utjan, vagy direkt modon, a vizben szabaddd valéo gamétakkal kozvetleniil
talalkozva. Mivel a spermamindség a sikeres szaporodas egyik o tényezdje, ezért a motilitas
a vizi szennyezések érzékeny €s pontos bioindikatora lehet (KIME ET AL. 1996). Szamos
publikéci6 1étezik a szennyezdanyagok spermatoxikologiai vizsgéalataval kapcsolatban, ennek
ellenére halak esetében a szamitogépes spermavizsgalat nem standardizalt, ezért az
eredmények Osszehasonlitasa nem, vagy csak kelld kortiltekintéssel lehetséges (KIME ET AL.
2001).

Kime ¢s mtsai (1996) kétféle modon vizsgaltdk a spermara kifejtett toxikus hatést
afrikai harcsa esetében: az egyik eljards szerint a spermamintdkat olyan immobilizald

oldatokban taroltdk 24 oran keresztiil, mely kiilonb6z0 koncentraciokban tartalmaztak a

crer

crer

szennyezOdése kevésbé volt toxikus a spermiumokra nézve, mint immobilizalt allapotban,

alacsonyabb koncentracidban a 24 oras expozicio.

I1. 4. A zebradanio6 (Danio rerio)

II. 4. 1. Altaldnos jellemzék

A zebradanio6 a pontyfélék (Cyprinidae) csalddjahoz tartozo, a tropusokrol szarmazo,
igen kedvelt édesvizi akvariumi diszhal (2. dbra). Oldala és hasa sargasfehér, hata olajbarna
szinezetli. Néhany kékes szinli vizszintes vonal fut végig a test teljes hosszaban, a farokuszo
legvégéig (HORN & ZSILINSZKY 1993). A csikozottsag a farok alatti iszon is megfigyelheto,
viszont a hastiszon nem. Testhosszuk 4-5 cm. A zebradanié mindenevd, csoportban €16 halfaj

(MILLS 1998).



2. abra: Zebradanio (Fénykép: Halgazdalkodasi Tanszék, 2011)

1L 4. 2. A zebradanio mint kisérleti dallat

Az allatjolét elvarasainak megfeleld 3R-stratégia egyre inkabb elterjedoben van,
melynek 6 célja az emldsokon végzett tesztek kivaltasa mads, alacsonyabb rendi
szervezetekkel (Replacement), a kisérletbe vont allatok 1étszdmanak csokkentése (Reduction),
valamint a finomitas abban, hogy a kisérletek a leheté legkevesebb fajdalommal és
szenvedéssel jarjanak (Refinement). Emellett a halak az egyetlen gerinces szervezetek,
melyek teljes életciklusukat a vizben toltik. Mindezek hozzajarultak ahhoz, hogy az elmult
¢vekben egyre inkéabb elterjeddben van a zebradanid mint gerinces modellallat a laboratériumi
kisérletekben. E fajon végzett vizsgalatok fobb teriiletei a fejlddésbiologia, toxikologia,
okotoxikologia,  ¢élettan,  gyogyszer-hatasvizsgalatok  és  biotechnoldgia.  Olyan
torvényszertiségek vizsgalhatok a zebradanion, amik a gerincesek térzsének mas fajaira is
érvényesek. Egyre tobb laboratorium és recirkulacios rendszer épiil a vildgon, amely a
zebradanio tartasara rendezkedik be (YANG & TIERSCH 2008).

Szamos elonnyel rendelkezik a modellallatként valo alkalmazas tekintetében, melyek a
kovetkezdk:

- laboratoriumi emldsokhoz képest e faj ellatasi és fenntartasi koltségei alacsonyabbak,

- békés természet,

- kevéssé érzékeny a viz, illetve a taplalék mindségére,

- az allatonkénti helyigény minimalis: akar 20-30 egyed is tarthaté egy 3 literes
akvariumban,

- beltenyésztésre kevéssé érzékeny,

- generacios ideje rovid: a keléstdl szamitott 2-3 honapon beliil kifejlett, ivarérett az

egyed, ezaltal kdnnyen, nagy mennyiségben tenyészthetd,
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- reprodukcids képessége kivald: egy ndsténytdl, egy hét alatt tobb szaz ikraszem
nyerhetd, egy himtdl pedig tobb pl-nyi sperma,

- tropusi-szubtropusi halfaj 1évén egész év soran szaporodoképes, ezaltal folyamatosan
tenyészthetd, illetve alkalmas reprodukcios vizsgélatokra,

- embriofejlodése testen kiviili (ex utero): az embrid ¢és az ikrahéj atlatszo, ezaltal jol
nyomon kovethetdk az egyes fejlodési allapotokban bekovetkezd valtozasok,

- ivari dimorfizmusa jol kifejezett: a himek karcsuak, vékonyak, testilk aranyszinii,
csikjaik sotétebbek, a ndstények gombolyiiek, hasuk ikraval telt, testiik eziistds
szinezetli, csikjaik kevésbé €lénk szintiek,

- jol kidolgozott vizsgalati modszerek allnak rendelkezésre e faj tekintetében,

- gyorsan fejlédik: a termékenyitéstdl szamitott 48-72 6ran beliil megtorténik az embrid
kelése az ikrabol (HORN & ZSILINSZKY 1993, LELE & KRONE 1996).

A Gazdasagi Egyiittmikodési és Fejlesztési Szervezet (Organization for Economic
Co-operation and Development) szamos utmutatot adott ki, melyek a kiilonb6zé kémiai
anyagok toxikologiai vizsgalataval foglalkoznak nemzetkdzi szinten. A kisérletek
elvégzéséhez az egyik javasolt faj a zebradanio. Ezen vizsgalatok végpontjai tobbek kozott a
mortalitds, novekedés, viselkedés, megjelenésbeli valtozas. Halak esetében viszont csupan
néhany szaporodasra vonatkozé iranyelv létezik, melyek végpontjai az ivarszervek
hisztopatologiai elvaltozasai, valamint az endokrin aktivitds; az ivartermék vizsgalatat

egyetlen utmutaté sem emliti.

1I. 4. 3. A zebraddnio-sperma jellemzoi

Wilson-Leedy ¢és mtsai (2009) kiilonb6z6é aktivald oldatok zebradanio-sperma
motilitdsara kifejtett hatasat vizsgaltak. A legnagyobb motilitdst 40 mM NaCl oldattal tudtak
elérni, csapvizzel ennél némileg alacsonyabb motilitast tapasztaltak. NaCl esetében kezdetben
alacsonyabb volt a motilitds, majd elkezdett novekedni, 30 masodpercnél érte el a
maximumat, majd cs6kkenni kezdett. A csapvizes aktivacid soran nem volt kezdeti ndvekvo
szakasz a motilitdsban, ebben az esetben az aktivacié utan kozvetleniil mérték a legmagasabb
motilitast, ami az id6 elteltével fokozatosan csokkent. A Na' kicserélése K -ra nem okozta a
motilitdas megvaltozasat, melybdl kovetkezik, hogy az aktivaldo oldatnak nem az
iondsszetétele, sokkal inkabb az ozmolaritdsa a meghatdrozo a zebradanid sperma esetében.

Jing és mtsai (2009) optimalizaltdk a zebradanié sperma gytijtését, aktivalasat,

higitasat és taroldsat. A sperma immobilizdlasdhoz 300 mOsm/kg ozmolaritasit Hanks-féle
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sooldatot alkalmaztak, melynek osszetétele: 8 g NaCl, 0,4 g KCl, 0,16 g CaCl, x 2 H,0,
0,2 g MgSO4 x 7 H,0, 0,06 g Na,HPOy4, 0,06 g KH,PO4, 0,35 g NaHCO;, 1 g CsH 2,06
1000 ml desztillalt vizben, pH 7,5. Az aktivalas vonatkozdsdban megallapitottak, hogy a
hipotonids oldatok széles ozmolaritdsi tartomanyban (25-270 mOsm/kg) képesek a sperma
aktivalasara, de a legnagyobb motilitast 150 és 210 mOsm/kg kozotti ozmolaritast oldatokkal
érték el. Ezek kozil is a legjobban a 170 mOsm/kg ozmolaritastt Hanks-féle sooldat aktivalt,
viszont desztillalt vizzel aktivalva a spermiumok motilitasa sokkal lassabban csokkent az id6
elteltével.

A spermagylijtés tekintetében elmondhatd, hogy a himek fejésével magasabb
motilitast lehet elérni (90 + 4%), de ez a modszer iddigényes, kevéssé hatékony, és minimalis
mennyiségl, 0,8-2 ul-nyi sperma nyerhetd egy egyedtdl, ezaltal egy vizsgalat elvégzéséhez
nagyon sok minta sziikségeltetik. E moddszer alkalmazasa esetén tobb egyedtdl szdrmazd
ivartermék Osszekeveréséhez, un. poolozashoz van sziikség ahhoz, hogy egy vizsgalathoz
elegend0 mennyiségli spermahoz juthassunk. A here sebészi uton torténd -eltavolitasa
egyszerl €s gyors modszer, tovabba nagy mennyiségli sperma nyerhet6 altala, bar nem érhetd
el vele akkora motilitas (65 + 13%), mint fejést alkalmazva.

A zebradanié sperma higitdsanal ugyanugy alkalmazandd a kétlépcsds higitas (Id.
IL. 2. 2. 5. fejezet), mint a tobbi halfaj esetében. A 10 6ras tarolas alatti 1:10 és 1:20 higitasi
aranyok nagyobb motilitdst eredményeztek, mint az 1:50 és 1:100 aranya higitas, mivel
nagyobb higitasi arany alkalmazasaval a spermiumok motilitdsa gyorsabban csokkent a
tarolas alatt, mint alacsonyabb foku higitas esetén. A tarolast vizsgalva arra a megallapitasra
jutottak, hogy 4°C-on tartva a spermat hosszabb ideig meg0rizhetd mozgasi képessége, mint

szobahOmérsékleten (25°C) tarolva.

1L 4. 4. Zebradanio sperma toxikologiai célu vizsgadlata

A zebradanio spermajat (mint a halakét altalaban) viszonylag kevés esetben hasznaltak
toxikoldgia vizsgéalatokra. McAllister és Kime (2003) a tributilin mint aromataz inhibitor
zebradanid spermara kifejtett karos hatasait vizsgaltdk embriokori kitettség esetén. Az
egyedek ivartermékét fejés utjan nyerték, melybdl 1 pl-t 97 ul higité oldatban (5,8 g/l NaCl,
0,2 g/l KCl, 0,22 g/l CaCl,, 0,04 g/l MgCl, x 6 H,O, 2,1 g/l NaHCO3, 0,04 g/l NaH,PO,4 x
2 H,0, 3,75 g/l glicin desztillalt vizben, pH 8,64) higitottak, melyhez 2 ul 0,5%-0s Rose

Bengal-festéket kevertek azért, hogy a spermiumsejtek lathatobba valjanak az analizis soran.
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A spermiumok motilitadsanak vizsgalatdit CASA rendszerrel végezték el, az aktivaciot kovetd
5 masodperc mulva készitettek felvételeket. Arrol ugyankkor nem kozoltek informéciot, hogy
az aktivalast milyen oldattal, és milyen higitasi ardnyban végezték el. A tributilin 1 ng/l
koncentracioban szignifikans motilitascsokkenést, 100 ng/l esetében pedig a motilitas teljes
megszinését okozta.

Thresher és mtsai (2011) szintén a tributilin zebraddnié spermara gyakorolt hatdsat
vizsgaltak, az egész életciklust érintd kitettség esetén. A vizsgaland6 anyagot a tapba keverve,
800 pg/g mennyiségben kaptak. Az egyedektdl fejéssel nyerték az ivarterméket, melyet egy
IépcsOben higitottak: a mintat a targylemezre juttattak, ahol vizzel aktivaltak. A motilitast az
aktivalast kovetd 30 masodpercen beliil allapitottdk meg. Arrol azonban nem kozoltek adatot,
hogy mennyi ivarterméket hasznaltak, és azt milyen aranyban higitottdk. A tributilin nem

okozott szignifikans motilitdscsdkkenést a kontroll csoporthoz képest.

I1. 5. Natrium-fluorid

A fluor egyike a legelektronegativabb elemeknek, ezért elemi formédban szinte
egyaltalan nem talalhaté meg a természetben. lonos alakja, a fluorid — nagy reaktivitasa miatt
- nagyon hamar kolcsonhatasba 1ép mas elemekkel, ezaltal szervetlen, vagy - ritkabb esetben -
szerves fluoridvegyiileteket alkot (GREENWOOD & EARNSHAW 1984).

A fluorid a foldkéreg egyik alkotoeleme, ezen kiviil asvanyok is tartalmazhatjak —
fluorit, kriolit, foszforit vagy apatit formajaban -, ezaltal beoldodva megtaldlhat6 a felszini
vizekben is 0,03 és 0,1 ppm kozotti mennyiségben. Vulkanikus teriileteken ennek a
mennyiségnek akar a tobbszorose is eléfordulhat (CAMARGO 2003). A fluorid fontos szerepet
jatszik a szervezet fejlddésében és egészségében. Az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO)
szerint (1987) az optimalis napi fluoridbevitel 0,05-0,07 mg testtomegkg-onként, az ivévizben
pedig legkedvezdbb koncentracidja 1 ppm. Szamos orszagban fluoriddal dusitjak az ivovizet,
a fogszuvasodast megeldzendd (RAO 2003).

Fontosabb fluoridvegyiiletek tovabba a freonok (diklor-difluor-metan), teflon
(politetrafluoretilén), folysav (hidrogén-fluorid), valamint a natrium-fluorid. Az utobbi
évtizedekben ezen fluoridvegyiiletek - ezéltal a natrium-fluorid - kornyezetbe juttatott
mennyisége jelentdsen megnovekedett antropogén tevékenységek hatasara. A természetben
eléforduld fluorid egyik f6 forrasa az aluminiumkohdszat. A foszfattartalmu miitragyak a
természetben eléforduld fluorid mennyiségét kdzel szdzszorosara novelték. Tégla-, keramia-

¢s liveggyartds soran is jelentds mennyiségben keriil a kornyezetbe (CAMARGO 2003).
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Szajapolasi termékek, peszticidek, inszekticidek, valamint kiilonb6z6é fluoridtartalmt
gyogyszerek (antibiotikumok, rakellenes szerek, gyermekgyodgyaszati és pszichiatriai
készitmények, gyulladadscsokkentOk stb.) is hozzédjarulnak a natrium-fluorid kdrnyezetben
eléforduld mennyiségének drasztikus ndvekedéséhez (DVORAKOVA-HORTOVA ET AL. 2008).

Az Orszagos Gyogyszerészeti Intézet hivatalos gyodgyszer-adatbdzisa szerint
(Pharmindex) a jelenleg forgalomban kaphaté natrium-fluorid tartalmti készitmények —
melyek kozt tablettdk és kiilsdleg alkalmazandé kendcsok is megtalalhatdak -
hatdanyagtartalma 1 és 22,1 ppm kozotti. Raadasul a fogkrémek és kiilonb6zo szdjapolasi
termékek fluoridtartalma akar az 1500 ppm-et is elérheti, mely a felszini vizekben,
természetes koriilmények kozt mérhetd fluoridkoncentracional nagysagrendekkel nagyobb. A
tablettak - a vesén keresztiil kivalasztodva a vizelettel -, a kendcsok - a borfelszinrdl
lemosodva-, valamint a fogkrémek a kommundlis szennyvizen keresztiil, kijuthatnak a
természetes vizekbe, mely 6kotoxikologiai szempontbol aggodalomra adhat okot.

A natrium-fluorid toxikoldgiai és oOkotoxikologiai hatasairdl szdmos publikacid
1étezik, viszont az ivartermék mindségére kifejtett hatdsaval csak par vizsgalat foglalkozik.
Zhang ¢és mtsai (2006) azt tapasztaltdk, hogy ivovizzel és taplalékkal szervezetbe jutatott
natrium-fluorid 100 mg/l koncentracioban (45 mg/l F°), az egyedek 6 hetes kitettsége utdn mar
szignifikansan csokkentette a spermiumok motilitasat patkdnyok esetében. Chinoy ¢és
Narayana (1994) vizsgalataikat in vitro moédon, human sperman végezték, és a natrium-fluorid
250 mM toménységben, 20 perc expoziciod utan szignifikdnsan csokkentette a himivarsejtek

mozgasat.

II. 6. 5-fluorouracil

Az 5-fluorouracil az elemi fluor uracillal alkotott vegyiilete, szerkezetét tekintve
pirimidin analdég (3. &bra). Kemoterdpids szerek hatdanyagaként szoktdk alkalmazni
antimetabolikus tulajdonsdga miatt: 5-fluorodezoxiuridin-monofoszfat formajaban a timidilat
szintetaz enzim milkodését €s ezaltal a DNS-szintézist gatolja, valamint masik metabolitja, az
5-fluorodezoxiuridin-trifoszfat beépiil a riboszomalis RNS-be, €s ledllitja a fehérjeszintézist
(LONGLEY & JOHNSTON 2006). Az 5-fluorouracil fazis szintetikus: elsdsorban az S-fazisban

hat; a hatas kiilondsen a gyorsan szaporodé szovetekben kifejezett (PHARMINDEX).
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3. abra: Az uracil, timin és 5-fluorouracil szerkezeti képlete

Az Orszagos Gyodgyszerészeti Intézet adatbazisa szerint szinte a legtobb kiszerelése
(infazidk és kendcsok) 50 mg/ml hatdéanyag tartalmt. Az 5-fluorouracil 7-20%-a a vesén
keresztiil valasztodik ki valtozatlan formaban, valamint a kendcs - lemosddva a kezelt
testrészrdl -, kijuthat a kdrnyezetbe. A Francia Egészségvédelmi Termékfeliigyelet szerint az
5-fluorouracil becsiilt kdrnyezeti koncentracidja 2004-ben 7,72 ng/l, 2008-ban pedig 7,91 ng/l
volt. Lathaté a novekvd tendencia, mely a vegyiilet egyre novekvo felhasznéalasabol adodik:
mig 2004-ben 1690 kg-ot hasznaltak fel, addig 2008-ban mar 1733 kg-ot (BESSE ET AL. 2012).
Korhazi szennyvizkifolyoknal a koncentracioja rdadasul akar a 122 pg/l-t is elérheti (KOSJEK
& HEATH 2011), ami a jovébeni novekvo felhasznalas kovetkeztében megtobbszordzodhet. Ez
hosszutavon negativ 6kologiai kovetkezményekkel jarhat.

Az Europai Uni6 7. kutatasi keretprogramja 4ltal tdmogatott CytoThreat palyazat a
citosztatikumok mint széles korben hasznalt daganatellenes készitmények kornyezetre
gyakorolt hatdsanak komplex vizsgalatdval foglalkozik. A palyazat futamideje 2011-2014,
végrehajtasaban 9 partner vesz részt, melyek munkdja kiegésziti egymast. A gyogyszerek
hatdsat egyrészt kiilonboz6 4llati és novényi modellszervezetekben (pl. zebradanio,
festOkagyldo (Unio pictorum), nagy vizibolha (Daphnia magna) virginiai pletyka
(Tradescantia virginiana)) klasszikus toxikoldgiai tesztek segitségével vizsgaljak, masrészt a
génexpresszio ¢és analitikai kémia szintjén is. A Szent Istvan Egyetem Kornyezet- és
Té4jgazdalkodasi Intézet Halgazdalkoddsi Tanszéke tobb részfeladat végrehajtdsdban vesz

részt, ebbol egynek a feleldse is.
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III. ANYAG ES MODSZER

Kisérleteinket a Szent Istvan Egyetem Mezdgazdasag- és Kornyezettudoményi Kar,
Kornyezet- és Té4jgazdalkodasi Intézetének Halgazdalkodasi Tanszékén talalhatd zebradanios
laboratoriumban végeztiik. A kisérlethez AB beltenyésztett vonalbol szarmazo, egészséges,
ivarérett him egyedeket hasznaltunk. A halakat kontrollalt koriilmények kozott (Zebtec,
Techniplast S.p.a., Italy), alland6 vizmindségi paraméterek mellett (25 + 0,5°C, pH 7,4 = 0,2,
vezetOképesség 525+50 uS), polikarbonat medencékben tartottuk (4. dbra), 14 ora vilagos:

10 ora sotét ciklust alkalmazva.

4. abra: A zebradaniok tartasara hasznalt medencék (Fénykép: sajat kép, 2013)

Vizsgalatainkhoz két fluoridtartalmi vegyiiletet, a natrium-fluoridot, illetve az
S5-fluorouracilt hasznaltuk fel. Kisérleteink végpontja a spermiumsejtek motilitdsa volt,
melynek vizsgalatdhoz a tanszék CASA rendszerét hasznaltuk. A CASA rendszer egy
Olympus BX 41 tipusu mikroszkopbdl, egy Magma markéju adapterdobozbo6l, valamint a
hozz4 csatlakoztatott Acer notebookon talalhatd Sperm Vision 3.5 szoftverbdl all (Minitube
GmbH). A felvételek készitéséhez Makler-kamrat (Sefi-Medical Instruments Itd.), valamint
20x-o0s negativ faziskontraszt objektivet hasznaltunk.

Kétféle vizsgalatot végeztiink el az alkalmazott vegyiiletekkel: az in vivo vizsgélat
soran a halak kitettségén keresztiill megnyilvanuld, a spermiumok csokkent motilitasaban

megmutatkozd hatast, valamint az in vitro vizsgalat soran a vegyiiletek sperméval torténd
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kozvetlen érintkezése okozta motilitasvaltozast teszteltiik. Az 5-fluorouracil hatdsanak in vivo
vizsgalata a CytoThreat palydzat részét képezte. Ezenkiviil elvégeztiink egy standardizaciods

vizsgalatot, mely a kisérleti anyagok in vitro vizsgalatanak alapjaul szolgalt.

III. 1. A natrium-fluorid (NaF) hatasa a zebradanié spermiumok motilitasara in vivo

A kisérlet soran 100, 200 és 500 mg/l koncentracioji NaF (Merck, B0O108549 836)
oldatokban, illetve egy fluoridmentes kontroll csoportban tartottuk a halakat, amelyhez
zebradaniok tartdsara alkalmas rendszervizet hasznéltunk. Minden koncentracid esetében a
kezelést 2 ismétlésben végeztilk, medencénként 5-5 darab, hat hoénapos him egyed
felhasznalasaval. A kisérletet statikus rendszerben, 3 literes medencékben, 96 6ras expozicid
alkalmazaséaval végeztiik, folyamatos levegObeporlasztas mellett. A kitettség alatt a halakat
nem etettiik.

A kisérlet végén az egyedeket MS-222-vel (tricain-metanszulfonat, Sigma-Aldrich,
CAS 886-86-2) tulaltattuk, majd az agy roncsoldsa €s a gerinchuir atvagdsa utan a halakat
szarazra toroltiik, a vizzel és vérrel torténd kontaminaciot megelézendd. Az egyedek heréit
sebészeti uton eltavolitottuk (5. abra), majd 20 pl, pontyféléknél hasznalt immobilizald
oldatba helyeztilk. A szdveteket spatulaval Gvatosan roncsoltuk annak érdekében, hogy
szabadda valjanak a spermiumsejtek. A vizsgalat megkezdéséig a mintakat 4°C-on tartottuk,

majd CASA rendszerrel vizsgaltuk a spermiumok motilitasat.

5. abra: Zebradanio heréinek kivétele (Fénykép: sajat kép, 2013)
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A CASA vizsgalat soran a here szuszpenziobol 5 pl-t pipetta segitségével kivettiink,
melyet a mikroszkop targyasztalan elhelyezett Makler-kamrédban, 10 pl csapvizzel
aktivaltunk. Az aktivalas sordn a spermamintat - a pipetta hegyével - 6vatosan Gsszekevertiik
a csapvizzel, melyhez elézetesen 1% BSA-t (Albumin bovine serum Cohn Fraction V, VIWR
International Ltd., CAS: 9048-46-8) kevertiink. Az aktivacid6 utdn 30 madasodperccel
készitettiink felvételt. Mintanként 2 aktivaciot végeztiink.

III. 2. Az 5-fluorouracil (5-FU) hatasa a zebradanié spermiumok motilitasara in vivo

crc

CAS 51-21-8) oldatokban tartottuk az egyedeket egész életciklusuk alatt, 7 honapon keresztiil.
Mivel az 5-FU felolddsahoz dimetil-szulfoxid (DMSO; Reanal, 08860-1-08-65)
sziikségeltetett, ezért olddszeres kontroll csoport beallitdsa is tortént - a megengedett
maximalis 100 pg/l koncentracidban -, a rendszervizes kontroll csoport mellett. A kisérletet
2 ismétlésben végeztiik, medencénként 5-5 him egyed felhaszndldsaval. A halakat a
7 hénapos kitettség alatt félstatikus rendszerben, 8 literes medencékben tartottuk, folyamatos
levegdbeporlasztas mellett; oldatcsere kétnaponta tortént. Az expozicid alatt az egyedek
etetése hetente kétszer, frissen keltetett Artemia salina nauplius-larvaval tortént. A 7 hénap
elteltével, az egyedek heréinek kivétele a I11. 1. fejezetben leirtak szerint tortént.

A CASA vizsgalat soran a here szuszpenziobol, a minta striiségétdl fiiggden 1-2 pl-t
vettiink ki, melyet 10 ul, pontyféléknél hasznalt aktivald oldattal aktivaltunk (45 mM NacCl,
5 mM KCl, 30 mM Tris, pH 8), melyhez eldzetesen hozzakevertiink 1% BSA-t. Egy minta
vizsgalata soran egy aktivaciot végeztiink, aktivacionként 6 felvételt készitettiink egy percen
beliil.

III. 3. A spermavizsgalat soran alkalmazhaté immobilizalé és aktivalo oldatok

o0sszehasonlitasa

Kisérletiinket 5 egyed felhasznaldsaval végeztiik el, mely soran 0sszehasonlitottunk
2 immobilizald és 3 aktivald oldatot. A vizsgalt immobilizalo6 oldatok pontyféléknél
alkalmazott immobilizalé oldat (200 mM KCI, 30 mM Tris, pH 8), illetve 300 mOsm/kg
ozmolaritasi Hanks-féle sooldat (Sigma-Aldrich, H9269) volt. A tesztelt aktivaldé oldatok
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pontyféléknél hasznalt aktivalo oldat (1asd a III. 2. fejezetben), desztillalt viz (vezetoképesség
<5 uS), valamint zebradaniok tartasara hasznalt rendszerviz volt.

Vizsgalatainkhoz 6 honapos him egyedeket hasznaltunk fel, melyeket recirkulacios
rendszerben, 3 literes medencében, 20-25 fés csoportban tartottunk a kisérletet megelézden.
Az egyedek etetése naponta kétszer mesterséges SDS tappal, valamint kiegészitésként
kétnaponta frissen keltetett Artemia salina nauplius-larvaval tortént.

A himeket MS-222-vel torténd talaltatds utan az agy roncsolasaval és a gerinchur
atvagasaval dekapitaltuk, majd a heréket eltavolitottuk. Egy him egyik heréjét 10 ul ponty
immobilizal6 oldatba, mig a mésikat 10 pul Hanks-féle sooldatba helyeztiik, majd a szoveteket
spatulaval 6vatosan roncsoltuk. A mérés megkezdéséig 4°C-on tartottuk a szuszpenziokat.

A CASA vizsgalat soran minden aktivalasnal 2 pl sperma szuszpenzidt aktivaltunk az
adott aktivalo oldatban, melybdl 10 pl-t hasznaltunk. Minden aktival6 oldat tartalmazott 1%

BSA-t. Az aktivacio utan egy percen keresztiil, 10 méasodpercenként készitettiink felvételt.

I1I. 4. A natrium-fluorid (NaF) spermara kifejtett hatasanak vizsgalata in vitro

Ebben a kisérletben 500, 1000 és 5000 mg/l koncentracidju NaF-oldatok spermiumok
motilitdsara gyakorolt direkt hatdsat vizsgaltuk. A kisérlethez egyedi spermamintikat
kevertiik ki, igy az expozicio alatt a sejtek nem veszitették el motilitasi képességiiket. A
kontroll mintdkat immobilizalo oldattal higitottuk. A 2 o6ras expoziciéo alatt féloranként
vizsgaltuk a spermiumok progressziv motilitasat. A vizsgalatot 5 ismétlésben végeztiik el.

A him ivarterméket nem invaziv modon, az egyedek abdominalis masszazsaval
nyertiik. A spermagytjtést megeldzden altatast végeztiink az egyedeken, melyhez MS-222-t
alkalmaztunk: 400 mg tricaint feloldottunk 97,9 ml desztillalt viz €s 2,1 ml 1 molos Tris (pH
9) keverékében. A kapott torzsoldatbol 4,2 ml-t oldottunk fel 100 ml rendszervizben. Ebben a
keverékben altattuk el egyesével a him egyedeket; hozzavetdlegesen 1-1,5 perc alatt kabultak
el a halak. Altatds utan a himeket egyesével, egy szivacson ejtett nyilasba fektettiik a hatukra
forditva, ezaltal rogzitettiik az egyedeket a hasukkal felfel¢, a fejést megkonnyitendd. Az
egyedek ivarnyildsat papirtorld segitségével szarazra toroltiik, ezzel megelézve a sperma
vizzel torténd kontaminacidjat. A fejést mikroszkop segitségével, 1x nagyitas alatt végeztiik
el. Egy, a végén gorbiilettel rendelkezd csipesszel dvatosan nyomast gyakoroltunk a hasfalra.

Az ivarnyilashoz tartott kapillaris cs6 (World Precision Instruments, Inc., 1BI100F-3)
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segitségével felszivtuk a himek altal leadott spermat (6. abra). A spermavétel utdn az

egyedeket visszahelyeztiik a medencékbe; a kovetkezo fejésig atlagosan 2-3 nap telt el.

6. abra: Az ivartermék kinyerése. (Fénykép: Horvath Akos, 2010)

Minden koncentraci6, és a kontroll csoport esetében is, 10:1 aranyban higitottuk a
spermat immobilizald oldattal, amely a kontroll csoport kivételével mar tartalmazta a NaF-ot
az alkalmazott koncentracidkban. A kapillaris segitségével lefejt ivarterméket — mely
koriilbeliil 1 ul volt egyedenként - 10 pl immobilizald oldatba kevertiink.
keresztiil, 30 percenként vizsgaltuk a sejtek progressziv motilitasat. A mérések kozott 4°C-on
tartottuk az ivarterméket. A szamitdgépes spermavizsgalat soran, a spermiumok aktivalasahoz
desztillalt vizet hasznaltunk: 5 pl — a mikroszkop targylemezére pipettazott - desztillalt vizbe
1 pl spermaszuszpenziét juttattunk. Mintanként, az adott mérési idépontban 2 aktivaciot

végeztilink, az aktivacio utan 15 masodperccel készitettiink felvételt.

II1. 5. Az 5-fluorouracil (5-FU) spermara kifejtett hatasanak vizsgalata in vitro

crer

direkt hatdsat vizsgaltuk. Mivel az 5-FU nem vizoldékony vegyiilet, igy a feloldasahoz
DMSO-t alkalmaztunk, emiatt sziikség volt olddszeres kontroll csoport beéllitasara is. Az
egységesen 100 ul DMSO-t tartalmazott 50 ml immobilizal6 oldatban. Ahogy az el6zd
kisérletnél, itt is egyedi spermamintdkkal dolgoztunk. Az alkalmazott koncentracidkat

pontyféle immobilizaldé oldat segitségével kevertiik ki. A kontroll mintdkat immobilizald
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oldattal higitottuk. Kisérletiinket 5 ismétlésben végeztilk el. A 2 oras expozicio alatt fél
oranként végeztiink motilitasi méréseket.

Az egyedek vizsgalat el6tti tartdsi korlilményei a III. 3. fejezetben leirtakkal
megegyezik. A spermagytjtés a III. 4. fejezetben leirtak szerint tortént. Minden koncentracio,
¢s a kontroll csoportok esetében is, 10:1 aranyban higitottuk a spermat immobilizal6 oldattal,
mely a kontroll és a pozitiv kontroll csoport kivételével mar tartalmazta az 5-FU-t az
alkalmazott koncentraciokban. A lefejt ivarterméket — mely kortilbeliil 1 pl volt egyedenként -
10 ul immobilizal6 oldatba kevertlink. A spermiumok motilitdsanak mérése megegyezik a III.

4. fejezetben leirtakkal.

III. 6. Az eredmények feldolgozasa

Az eredmények értékelését Graphpad Prism, valamint SPSS statisztikai programokkal
végeztiik, az alabbi tesztek végrehajtasaval:

o [II. 1. vizsgalat: Az adatok normalitdsvizsgalatat Shapiro-Wilk-proba segitségével
végeztiik el, majd egytényezds variancia-analizist (ANOVA) alkalmaztunk.

o [II. 2. vizsgalat: Az adatok normalitdsvizsgalatat Shapiro-Wilk-proba segitségével
végeztiik el. A kontroll és oldészeres kontroll csoportok Osszehasonlitasdhoz Mann-
Whitney-probat hasznaltunk, majd egytényezds variancia-analizist végeztiink, post hoc
tesztként Dunnett-proba alkalmazéséaval.

e III. 3. vizsgalat: Az adatok normalitdsvizsgalatait Kolmogorov-Szmirnov-proba
segitségével végeztiikk el. Ezutdn tobbtényezds variancia-analizist alkalmaztunk, post
hoc tesztként Bonferroni-proba hasznalataval, illetve egy esetben (50. masodperc)
Kruskal-Wallis-proba segitségével értékeltiik ki az eredményeket.

o IIl. 4. vizsgélat: Az adatok normalitdsvizsgéalatait Kolmogorov-Szmirnov-prébaval
végeztiik el. Ezutan egytényezOs variancia-analizist végeztiink, post hoc tesztként
Dunnett-préba alkalmazasaval.

o III. 5. vizsgalat: Az adatok normalitasvizsgalatdit Kolmogorov-Szmirnov-probaval
végeztiik el. A kontroll és oldészeres kontroll csoportok Osszehasonlitasdhoz Mann-
Whitney-probat hasznaltunk. Ezutan egytényezOs variancia-analizist végeztiink, post
hoc tesztként Dunnett-proba alkalmazasaval, illetve egy esetben (120. perc) Kruskal-
Wallis-proba segitségével értékeltiik ki az eredményeket.

A szignifikanciaszint minden esetben p=0,05 volt.
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IV. EREDMENYEK

IV. 1. A natrium-fluorid (NaF) hatasa a zebradanié spermiumok motilitasara in vivo

Vizsgalatainkhoz 40 him egyedet hasznaltunk fel (4 kezelés x 5 him X 2 ismétlés), igy
Osszesen 80 motilitdsmérést végeztiink el a mintankénti 2 aktivacid miatt. Az egyik kontroll
csoport szélsdségesen alacsony motilitdsi értékeket mutatott, igy az eredmények
feldolgozasanal ezeket az értékeket elhagytuk. A 100 és 200 mg/l koncentracidban volt 1-1
kiugro érték, ezeket szintén nem vettilk figyelembe a statisztika soran. Az egyedek
spermavizsgalata sordn elvégzett két aktivalas soran kapott motilitasi értékek szdmtani atlagat
képeztiik az eredmények kiértékelésekor.

A kontroll csoport atlagos 31,25+17,69% progressziv motilitasdhoz hasonldan,
100 mg/l koncentracioban 22,58+16,52%, 200 mg/l koncentracioban 29,08+14,5%, 500 mg/1
koncentracioban pedig 26,41+12,73% progressziv motilitds volt tapasztalhatd. A variancia-
analizis szerint a NaF nincs szignifikans hatassal a spermiumok progressziv motilitdsara az
alkalmazott koncentracidkban (p=0,7178, 7. abra). A 8. &bran egy-egy zebraddnio

spermajanak CASA rendszerrel torténd analizise lathatd, reprezentativ jelleggel.
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7. abra: A NaF hatésa a zebradani6 spermiumok progressziv motilitasara
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8. abra: CASA rendszerrel készitett felvételek a kiilonboz6é koncentracidju NaF-oldatokban
tartott egyedektdl szdrmazo spermiumok progressziv motilitdsarol. A: kontroll, B: 100 mg/1,
C: 200 mg/1, D: 500 mg/l. Piros: immotilis sejtek, vilagoskék: lokalisan mozgé sejtek, zold:
progressziv mozgas, fehér: linearis mozgas, lila: nemlineéris mozgas, sotétkék: korkords
mozgas (Fénykép: sajat kép, 2013).

IV. 2. Az S5-fluorouracil (5-FU) hatasa a zebradanié spermiumok motilitasara in vivo

Vizsgalatainkhoz 50 him egyedet hasznaltunk fel (5 kezelés x 5 him x 2 ismétlés), igy
Osszesen 300 motilitdAsmérést végeztiink a mintdnkénti 6 felvétel elkészitése soran. A
0,01 pg/l-es csoportba eggyel kevesebb him — igy 6sszesen 9 egyed -, a 100 pg/l-es csoportba
pedig eggyel tobb him — igy dsszesen 11 egyed — keriilt. Az egyedek spermavizsgalata soran

elvégzett hat mérés szamtani atlagat képeztiik az eredmények kiértékelésekor.
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A kontroll csoport esetében atlagosan 35,84+12,87%, a pozitiv kontroll csoportban
29,07£17,79%, 0,01 pg/l koncentracioban 16,41+9,19%, 1 ug/l koncentracioban
24,63+18,64%, mig 100 pg/l koncentracié esetében 18,62+11,96% progressziv motilitast
tapasztaltunk. Mivel a kontroll és olddszeres kontroll csoport nem kiillonbozott szignifikansan
egymastol (p=0,1611), ezért ezt a két csoportot Osszevontuk a statisztikai elemzés soran, az
igy képzett kontroll csoport motilitdsa 32,45+15,51% volt. Az variancia-analizis szerint az
5-FU szignifikans hatdssal van a spermiumsejtek progressziv motilitasara (p=0,0233). A post
hoc teszt 0,01 pg/l (p=0,025) és 100 pg/l (p=0,042) koncentracid esetében mutatott ki
szignifikans kiilonbséget. A kozépsd, 1 pg/l koncentracid esetében nem tapasztaltunk

szignifikanciat (p=0,408, 9. abra).
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9. abra: Az 5-FU hatésa a zebradani6 spermiumok progressziv motilitasara
(* jeloli a szignifikans kiilonbséget)

IV. 3. A spermavizsgilat soran alkalmazhat6 immobilizalé és aktivalo oldatok

o0sszehasonlitasa

Vizsgalatainkhoz 5 him egyedet hasznaltunk fel az 5 ismétlés miatt, igy Osszesen
180 motilitdsmérést végeztliink el a kiilonbozo idépontokban
(2 immobilizald x 3 aktivald x 6 idépont x 5 ismétlés).

Pontyféle aktivald oldat alkalmazdsa soran, pontyféle immobilizalé oldattal
immobilizalva 10 masodpercnél 32,55+23,21%, 60 masodpercnél pedig 34,85+14,36%

progressziv motilitast tapasztaltunk. Hanks-féle soéoldattal torténd immobilizalds esetén
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36,5+£15,17%, valamint 32,14+12,86% motilitast mértiink a vizsgalat kezdetén és végén.
Aktival6 oldat alkalmazéasaval nem valtozott szamottevden a motilitds az egy perces vizsgalati
periodus alatt, egyik immobilizaldé oldat esetében sem. Desztillalt vizzel torténd aktivalas
soran, immobilizald oldat esetében 10 mésodpercnél 59,45+£24,19%, 60 masodpercnél
23,5149,7% progressziv motilitdst mértiink, mig Hanks-féle sooldattal immobilizalva
64,34+7,68%, valamint 10,88+9,26% motilitast tapasztaltunk 10, illetve 60 masodpercnél.
Rendszervizzel aktivalva, immobilizald oldat esetében a vizsgalat kezdetén 54,02+21,17%, a
vizsgalat végén pedig 17,97+£10,12% volt a progressziv motilitds. Hanks-féle sooldattal
immobilizdlva 10 maésodpercnél 59,91+£11,53%, 60 masodpercnél pedig 12,57+8,37%
motilitdst mértiink. Desztillalt vizzel €s rendszervizzel torténd aktivalas esetében is az ido
elérehaladtaval megfigyelhetd csokkend tendencia a motilitdsban, mindkét immobilizalo oldat
esetében.

Az eredmények statisztikai értékelését idopontonkénti bontasban végeztiik el. Egyik
mérési idOpontban sem volt szignifikans kiilonbség az alkalmazott immobilizalé oldatok
kozott (p>0,05). Az aktivald oldatok Osszehasonlitdsa sordn viszont tiz és hatvan
masodpercnél szignifikans kiilonbséget tapasztaltunk (p=0,0173 ¢és p=0,0176): pontyféle
aktivald oldathoz képest a desztillalt vizzel aktivalt mintdk motilitdsa szignifikansan eltért
(p<0,05) Hanks-féle sooldattal torténé immobilizalas esetében, rdaddsul hatvan masodpercnél
a rendszervizzel torténd aktivalas is szignifikanciat mutatott, mindkét immobilizalé oldat

esetében (p<0,05; 10., 11. abra).

90 -
80
70 -

60

—&— aktivalo
—l— desztillalt viz
—A— rendszerviz

50 1

40

30 1

Progressziv motilitas (%)

20 A

10 4

0 T T T T 1
10 20 30 40 50 60

Idépont (mp)
10. abra: Pontyféle immobilizal6 oldattal kezelt mintak kiilonbozé aktivald oldatokkal

torténd aktivalasa sordn kapott progressziv motilitasi értékek (*jeldli a szignifikans
kiilonbséget)
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11. abra: Hanks-féle sdoldattal immobilizalt mintak kiilonb6zo aktivalé oldatokkal torténd
aktivalasa soran kapott progressziv motilitasi értékek (* jeloli a szignifikans kiilonbséget)

IV. 4. A natrium-fluorid (NaF) spermara kifejtett hatasanak vizsgalata in vitro

Vizsgélatainkhoz 0sszesen 20 spermamintat hasznaltunk fel (4 kezelés x 5 ismétlés),
igy a kiilonboz6é idopontokban Osszesen 200 mérést végeztiink (20 minta X 5 idOpont X
2 aktivacid). Az adott mérési idépontokban elvégzett két aktivalas motilitasi eredményeinek
szamtani kozepét vettiik az eredmények kiértékelése soran.

A kontroll csoportban a vizsgalat kezdetekor 86,27+6,41%, a 2 6rds expozicid végén
pedig 84,47+4,64% progressziv motilitdst mértiink. A legkisebb, 500 mg/l koncentracid
esettben a 0. percben 81,32+11,74%, a 120. percben pedig 78,66+=13,54% motilitast
tapasztaltunk. Ehhez hasonloan, 1000 mg/l koncentracio esetében a vizsgalat kezdetén mért
progressziv motilitds 77,27+8,12%, a végén pedig 74,91£5,57% volt. A legnagyobb,
5000 mg/l koncentracio esetében a 0. percben 71,81+9,76%, a 120. percben pedig
29,25+17,75% progressziv motilitast tapasztaltunk.

Az eredményeket idopontonkénti bontasban értékeltiik. A mérés 0. percében nem volt
szignifikans kiillonbség egyik koncentracid esetében sem (p=0,056). A kitettség 30. percétol
kezdve viszont mar szignifikdns kiilonbséget tapasztaltunk minden mérési idépontban

(p<0,05): a post hoc teszt a legnagyobb koncentracio, 5000 mg/l esetében mutatott
szignifikanciat (p<0,05; 12. abra).
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motilitasara, az id6 fiiggvényében (* jeldli a szignifikans kiilonbséget)

IV. 5. Az S5-fluorouracil (5-FU) spermara kifejtett kozvetlen hatasanak vizsgalata

Vizsgalatainkhoz 6sszesen 25 spermamintat hasznaltunk fel (5 kezelés x 5 ismétlés),
igy a kiilonbozé id6pontokban Osszesen 250 mérést végeztiink (25 minta X 5 idépont X
2 aktivacid). Az adott mérési idopontokban elvégzett két aktivalas motilitasi eredményeinek
szamtani kozepét vettiik az eredmények kiértékelése soran.

A kontroll csoport esetében a vizsgalat kezdetekor 89,35+4,8%, a vizsgalat végén
pedig 77,96+18,02% progressziv motilitdst mértiink. Az olddszeres kontroll csoportban mért
értékek 85,82+7,51%, valamint 51,36+16,98% volt a 0., illetve 120. percben. A legkisebb,
0,1 mg/l koncentracio esetében 85,32+7,59%, valamint 75,19+14,08% progressziv motilitast
tapasztaltunk a vizsgalat kezdetén és végén. Ehhez hasonldan, 1 mg/l koncentracio esetében a
0. percben 74,33+20,05%, a 120. percben pedig 61,62+27,43% motilitdst mértiink. A
legnagyobb, 10 mg/l koncentracié esetében a vizsgalat kezdetén 86,32+8,25%, a vizsgalat
végén pedig 40,34+30,16% progressziv motilitast tapasztaltunk.

Az eredményeket idépontonkénti bontasban értékeltiik. A kontroll és az olddszeres
kontroll csoport nem kiilonbozott szignifikdnsan egymastol egyik mérési idopontban sem

(p>0,05), igy ezt a két csoportot 6sszevontuk a statisztikai elemzés soran. A variancia-analizis
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13. abra: Kiilonb6z6 koncentracioju 5-FU-oldatok hatasa a spermiumok progressziv

motilitasara, az id6 fliggvényében
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V. ERTEKELES ES KOVETKEZTETESEK

Az altalunk elvégzett vizsgéalatok célja a natrium-fluorid (NaF) és az 5-fluorouracil
(5-FU) spermiumok motilitasara gyakorolt hatasdnak feltérképezése, valamint a zebradénio
sperma toxikologiai célu vizsgalatdnak fejlesztése volt. A fluoridvegyiiletek hatasat négy
kisérlet soran vizsgaltuk: mindkét anyagot teszteltiik in vivo és in vitro mdédon egyarant. A
vizsgalatok  elvégzéséhez  kiillonb6z6  modszereket — valasztottunk — azért,  hogy
alkalmazhatdsagukat Osszehasonlithassuk, mely egy jovébeni spermavizsgalati protokoll
leirasanak alapja lehet.

A natrium-fluorid in vivo vizsgalata soran a 96 6rds expozicid nem eredményezte a
spermiumok motilitdsanak csokkenését 100, 200 és 500 mg/l koncentracié esetében sem. Ez a
kisérlet, a kevés koncentracio €s a nagy lépték miatt doziskereso (range finding) vizsgalatnak
foghat6 fel. Mivel Zhang és mtsai (2006) a patkanyok 6 hetes kitettsége utan, 100 mg/I
koncentracié esetében a spermiumok csokkent motilitdsardl szamoltak be, ezért javasolt
tovabbi vizsgalatok elvégzése az expozicid idbétartamanak ndvelésével, esetleg tobb
koncentraci6 beallitasaval.

Ezzel szemben a sperma kozvetlen kitettsége esetén, 5 g/l koncentracidoban a vizsgalat
30. percétdl kezdve folyamatos motilitascsokkenést mértiink, mely a 120. percre a kezdeti
motilitds toredékére csokkent. Ez egybevdg Chinoy és Narayana (1994) huméan sperman
végzett megfigyeléseivel, ahol 10,5 g/l NaF 20 perc expozicidé utin csokkentette a
himivarsejtek mozgasat. A kevés koncentracid €s a nagy lépték miatt ezen vizsgalatunk is
doziskeresd vizsgalatként funkciondl. Javasolt tovabbi vizsgalatok elvégzése kisebb 1épték,
valamint 5 g/l alatti és feletti koncentraciok alkalmazaséaval, hogy pontosabb képet nyerjiink a
NaF spermatoxikoldgiai hatdsardl. A sperma NaF-ot tartalmaz6é immobilizalé oldatban
torténd inkubdldsa — a szeminalis plazmaval megegyezd ozmolaritds miatt — felfoghato a
herében végbemend expozicidé modellezéseként. Ennek értelmében az egyedek szervezetében
kialakulo 5 g/l NaF-koncentracié mar 30 perc utdn szignifikansan csokkenti a spermiumok
motilitasat. Fluoriddal erdsen szennyezett teriileteken (pl. vulkanikus teriiletek,
mezOgazdasagi miuvelés alatti teriiletek) mar révid tavon negativ  Okologiai
kovetkezményekkel jarhat: reprodukcids problémakhoz, valamint a termékenység
csokkenéséhez vezethet halak esetében.

Az 5-fluorouracil in vivo vizsgalata soran a spermiumok motilitdsanak csokkenését
tapasztaltuk, viszont a hatas nem volt minden koncentracidé esetében szignifikans. Ebbdl

kifolyolag javasolt egy kisebb léptékii, tobb koncentraciot alkalmazo vizsgélat elvégzése, a
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spermatoxikoldgiai hatds pontosabb feltérképezésére. Kisérletiink soran az 5-FU 10 ng/l
koncentracioban mar a spermiumok csokkent motilitdsat eredményezte, ami megkdzeliti a
kornyezetben mar tobb alkalommal mért koncentraciot. Ennek hosszl tavii 6kotoxikologiai
hatdsa megnyilvanulhat a halak csokkent termékenyitd képességében.

Az 5-fluorouracil spermara gyakorolt direkt hatdsanak vizsgalata soran a statisztika
nem mutatott ki szignifikdns kiilonbséget egyik vizsgalt koncentracio esetében sem a 2 orés
expozicio alatt, viszont a legnagyobb, 10 mg/l koncentracié esetében lathatdé némi csokkend
tendencia az id6 eldrehaladtaval. Emiatt javasolt tovabbi kisérletek elvégzése hosszabb
expozicid, valamint tobb koncentracié alkalmazisaval. Az intratesztikuldris Kkitettség
nem eredményezi a himivarsejtek mozgasanak csokkenését; spermatotoxikus hatdsat hosszu
tavon fejti ki, melyhez — ahogy az eldzd kisérlet eredményeibdl is latszik — alacsonyabb
koncentracio6 is elegendd. Ez a hatasa tulajdonképpen érthetd, hiszen az 5-FU alavetd szerepe
a timidilat szintetdz enzim miikodésének gatlasa. Ez az enzim felelds a timidin, mint a DNS
replikacio szamara alapvetd DNS épitokd szintéziséért. Hidnyaban a DNS megkett6zddése az
osztodas soran lehetetlenné valik (LONGLEY ET AL. 2003). Az érett spermiumokban DNS
replikacio nem zajlik, igy az 5-FU 6 funkcidjat sem tudja kifejteni.

A rendelkezésre allo szakirodalmat attekintve megallapithatd, hogy nem létezik olyan
standard eljards, mely a =zebradanio-sperma vizsgalatira alkalmas lenne. Emiatt
kisérleteinkkel egyidejlileg megkezdtiik egy olyan moddszer kidolgozasat, amelyet barhol,
barmikor elvégezve megkdzelitdleg azonos motilitasi eredményre szdmithatunk. Ennek elsé
lIépcsdje az alkalmazhatdo immobilizalo és aktivald oldatok Osszehasonlitdsa volt. E vizsgalat
soran megallapitottuk, hogy az aktivalas utdni motilitismérés idépontja hatdrozza meg azt,
hogy melyik immobilizal6-aktivald oldatkombinaci6é alkalmazésaval lehet a legnagyobb
tapasztaltunk szignifikdns kiilonbséget, bar 20 masodperctdl kezdve minden mérési
iddpontban magasabb motilitas volt mérhetd pontyféle immobilizald oldat alkalmazasaval. Az
aktivalé oldatokat 6sszehasonlitva elmondhato, hogy pontyféle aktivalo oldat alkalmazasaval
a spermiumok motilitdsa nem valtozik szammottevden az aktivalas utan: egy percen keresztiil
szinte azonos szinten marad, bar ez az érték jelentdsen alacsonyabb, mint a mésik két aktivalo
oldattal tapasztalt kezdeti motilitas. Rendszervizzel aktivalva a desztillalt vizes aktivacidhoz
kozeli értékeket kaptunk, de ezen értékek minden esetben alulmaradtak a desztillalt vizzel
szemben. Ez érthetd is, hiszen a desztillalt viz ozmolaritdsa joval alacsonyabb a

rendszervizhez képest, mivel nem tartalmaz ionokat — ahogy az a vezetoképességbodl is
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latszik. A desztillalt vizes és a rendszervizes aktivacié soran a kezdeti, szignifikdnsan magas
progressziv motilitas az id6 elérehaladtaval fokozatosan csokken, ami az aktivaciot kovetd 40.
masodperc kornyékén eléri az aktivald oldattal mért motilitds értékét, majd szignifikans
mértékben az ala csokken. Wilson-Leedy ¢€s mtsai (2009) is a vizzel torténd aktivacio
esetében fokozatos motilitascsOkkenést tapasztaltak — megfigyeléseink ezzel egyezdek.
Mindebbdl arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy ha a motilitds mérését az aktivaciot kdvetd
tiz masodpercen beliill szeretnénk elvégezni, akkor legcélszerlibb a mintdt Hanks-féle
sooldattal immobilizalni, valamint desztillalt vizzel aktivalni. Ha htsz és negyven masodperc
kozott szeretnénk motilitdsmérést végezni, akkor immobilizalé oldat és desztillalt viz
kombinaciéjaval tudjuk a legnagyobb motilitdst elérni. Otven masodperc utin pedig a
pontyféle immobilizald és aktivalod oldat alkalmazasa eredményezi a legnagyobb motilitést.
Viszont szamolni kell azzal, hogy vizzel torténd aktivalds utan, az 1d6 eldrehaladtaval
jelentésen csokken a motilitas, a tul koran elvégzett mérés pedig — a folyadék sodrodasa miatt
— félrevezetd informacidval szolgalhat a spermiumok motilitdsi képességét tekintve.
Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy az aktivalas utan 15 masodperccel mar teljes
mértékben megsziinik a folyadék sodrodasa, viszont a motilitds még nem csokken
szamottevden, emiatt ez a mérési idopont idealisnak tekinthetd, amelyhez — a fentebb
leirtaknak megfelelden — pontyféle immobilizalé oldat és desztillalt viz alkalmazando.

A natrium-fluorid és az 5-fluorouracil in vivo és in vitro vizsgéalata soran alkalmazott
kontroll csoportok motilitasi értékeit 0sszevetve megallapithatd, hogy az egyedek heréinek
sebészi uton torténd eltavolitasaval Iényegesen alacsonyabb motilitds mérhetd, mint a himek
ivartermékének lefejésével, mely megegyezik Jing és mtsai (2009) megfigyelésével. A
spermiumsejtek herébdl torténd kinyerése soran alkalmazott szovetroncsolas a himivarsejteket
is roncsolja, mely a motilitasi képesség elvesztésével jar. A zebradaniok fejése - amellett,
hogy lényegesen magasabb motilitast eredményez - nem teszi sziikségessé az egyedek
elpusztitasat, ezaltal egy olyan, szelektalt dllomany létrehozasara nyilik lehetdség, melyet
rendszeresen fejve nagy mennyiségil ivartermékhez lehet jutni. A himek azonos koriillmények
kozotti tartdsaval az egyedi kiilonbségek minimalisra cs6kkenthetéek. Nem mellékesen pedig
allatvédelmi szempontbdl is kedvezObb az ivartermék nem invaziv moédon torténd kinyerése.
Jing és mtsai (2009) szerint a fejés soran tobb egyed ivartermékének dsszekeverése, poolozas
alkalmazand6 annak érdekében, hogy egy vizsgalathoz elegendé mennyiségli spermahoz
jussunk. Megfigyeléseink ennek ellentmondanak: a fluoridvegyiiletek in vitro vizsgélata soran

egyedi spermamintakkal dolgoztunk, és kisérleteink sikeresnek mondhatdak.
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A higitasi aranyok tekintetében elmondhato, hogy az immobilizalas soran alkalmazott
1:10 arany, valamint az aktivalas soran alkalmazott 1:5 arany, igy Osszességében a sperma
1:50 aranyu higitdsa alkalmas a motilitds vizsgalatanak elvégzéséhez. Ilyen aranyl higitds
esetén a mikroszkop latdterében megfeleld, 100 és 300 kozotti darabszamu sejt lathato,
melyek motilitdsanak szazalékos eredménye korrekt informacioval szolgal a sperma

mindségét tekintve.

V. 2. Kovetkeztetések

Az altalunk elvégzett kisérleteket tekintve az alabbi kdvetkeztetéseket lehet levonni:

e Olyan relevans informaciokra tettiink szert a natrium-fluorid és az 5-fluorouracil
zebraddnié — ezaltal a halak - termékenységét befolydsold hatdsardl, melyrdl ezidaig
nem volt szakirodalmi adat. Az eredmények pontositidsa végett tovabbi vizsgalatok
sziikségesek, de ezen kisérletekbdl is latszik e két fluoridtartalmt vegyiilet jovObeni
novekvo felhasznaladsanak hosszl tava dkologiai hatésa.

e Vizsgilataink soran fontos Iépéseket tettiink a zebradanid sperma toxikologiai célu
vizsgalatanak optimalizalasara, mely a kés6bbiekben egy egységes halsperma-vizsgalati

toxikoldgiai teszt alapja lehet.
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VI. OSSZEFOGLALAS

A spermiumok motilitdsa szoros korreldcioban 4all a termékenyitd képességgel. A
himivarsejtek mozgasadnak intenzitasara ¢és idétartaméra a kiilonb6z0 szennyezdanyagok
kozvetleniil, vagy a halak Kkitettségén keresztiil kozvetve, hatassal lehetnek, emiatt
toxikologiai tesztek végpontjaként szolgalhat.

A szamitogépes spermavizsgalat (Computer Assisted Sperm Analysis) gyors és
objektiv mod a sperma mindségének megallapitasara. Az eljaras segitségével standardizalhato
a spermavizsgalat, ezaltal a kiilonb6z0 toxikus anyagok spermara gyakorolt hatasa kvantitativ
modon becsiilhetd. Vizsgalataink e standardizacids folyamat kezdetei 1épései. Kisérleteink
soran két fluoridtartalmi vegyiilet, a natrium-fluorid (NaF) és az 5-fluorouracil (5-FU)
spermiumok motilitasara kifejtett hatasat teszteltiik in vivo és in vitro médon. Vizsgalatainkat
zebradanio (Danio rerio) fajban végeztiik el.

A vegyiiletek tesztelése soran — mind az in vivo, mind az in vitro vizsgalat esetén —
3 koncentraciot, valamint egy kontroll csoportot vizsgaltunk. A NaF in vivo vizsgéalata soran
100, 200 ¢és 500 mg/l koncentraciokat alkalmaztunk koncentracionként 5 him
felhasznalasaval, 2 ismétlésben, 96 oras expozicidt alkalmazva. A NaF in vitro vizsgélata
soran 0,5, 1 és 5 g/l koncentracidkat teszteltliink a 2 6rds expozicio soran, 5 ismétlésben. Az
5-FU in vivo vizsgalata soran 0,01, 1 és 100 pg/l koncentraciokat teszteltiink a halak 7
honapos kitettsége alatt. Az 5-FU in vitro vizsgalata sordn 0,1, 1 és 10 mg/l koncentraciok
hatasat vizsgaltuk a 2 6ras expozicid alatt, 5 ismétlés alkalmazasaval. Az 5-FU vizsgalata
soran olddszeres kontroll csoport (DMSO) bedllitasa is tortént. Az in vivo kisérletek végén a
halak heréit eltavolitottuk, pontyféléknél hasznalt immobilizal6 oldatba helyeztiik
(200 mmol KCI, 30 mmol Tris, pH 8), pépesitettilk, majd az ivarterméket szamitogépes
spermavizsgalatnak vetettilk ala. A sperma aktivalasdhoz NaF esetében csapvizet, mig az
5-FU vizsgélata soran pontyféléknél hasznalt aktivald oldatot (45 mmol NaCl, 5 mmol KClI,
30 mmol Tris, pH 8) hasznaltunk. Az in vitro vizsgalat soran a vegyiiletek immobilizalo
oldatba voltak keverve, ebbe juttattuk a lefejt spermat, majd félordnként vizsgaltuk a
spermiumok motilitdsat. Az aktivalashoz mindkét anyag tesztelése soran desztillalt vizet
hasznaltunk. A standardizacios folyamat fontos Iépéseként Gsszehasonlitottunk két
immobilizal6é oldatot, tovabba harom aktivald oldatot. A vizsgalt immobilizalo oldatok a
pontyféléknél hasznalt immobilizald oldat, valamint a Hanks-féle sooldat volt. A harom
aktivalo oldat a pontyféléknél hasznalt aktivald oldat, desztillalt viz, valamint a zebradaniok

tartisara hasznalt rendszerviz (25°C, pH 7,0 £ 0,2, vezet6képesség 525 + 50 uS). Az aktivalas
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utdn egy percen keresztiil, 10 masodpercenként végeztiink méréseket. Ezen vizsgalat
eredményei képezték az in vitro vizsgalatok alapjat.

A NaF in vivo vizsgéalata esetében az alkalmazott koncentraciok nem voltak
szignifikans hatassal a spermiumok progressziv motilitasara (p=0,7178). A kontroll csoport
31,25+17,69% progressziv motilitdsahoz hasonloan, 100 mg/l esetében 22,58+16,52%,
200 mg/l esetében 29,08+14,5%, 500 mg/l esetében pedig 26,41+£12,73% progressziv
motilitast tapasztaltunk. Az 5-FU az in vivo vizsgélat soran szignifikdns hatdssal volt a sejtek
progressziv motilitasara (p=0,0233), de a hatds nem dozisfiiggd. Az olddszer nem
befolyasolta a motilitast. Mig a kontroll csoport atlagos motilitdsa 32,45+15,51% volt, addig
0,01 pg/l esetében 16,41£9,19%, 100 pg/l esetében pedig 18,62+11,96% progressziv
motilitast mértiink. Az 1 pg/l koncentracio esetében nem volt szignifikans a kiilonbség, itt
24,63+18,64% volt az atlagos motilitds. Az aktivalo és immobilizal6 oldatok Gsszehasonlitdsa
soran megallapithatd, hogy tiz masodpercig Hanks-féle sooldattal immobilizalt, valamint
desztillalt vizzel aktivalt mintdk esetén mérhetd a legnagyobb motilitds (64,34+7,68%). Hlsz
¢€s negyven masodperc kozott immobilizal6 oldat €s desztillalt viz kombinacidjaval érheto el a
legnagyobb progressziv motilitdas (59,85+24,49%, 53,85+16,02%, 44,33+18,92%), Otven
masodperc utdn pedig a pontyféle immobilizald és aktivald oldat alkalmazaséaval
(36,68+21,55%, 34,85+14,36%). A NaF in vitro vizsgélata soran 5 g/l koncentracié esetében
30. perctdl kezdve szignifikans motilitdscsokkenést tapasztaltunk (p<0,05): a 0. percben mért
71,81£9,76% progressziv motilitdshoz képest, a 30. percben 58,45+£12,35%, a 60. percben
42,84+18,79%, a 90. percben 33,49+20,58%, a 120. percben pedig 29,25+17,75% progressziv
motilitast mértiink. Az 5-FU in vitro vizsgalata soran nem tapasztaltunk szignifikans
kiilonbséget egyik koncentracio esetében sem a 2 oras expozicio alatt (p>0,05).

Vizsgélataink soran olyan relevans informaciokra tettiink szert a natrium-fluorid és az
5-fluorouracil zebradani6 — ezaltal a halak - termékenységét befolyasolod hatdsardl, melyrdl
ezidaig nem volt szakirodalmi adat. Az eredmények pontositisa végett tovabbi vizsgalatok
sziikségesek, de ezen kisérletekbdl is latszik e két fluoridtartalmu vegyiilet jovobeni novekvo
felhasznalasanak hosszii tavi ©kologiai hatdsa. Ezen kiviil fontos Iépéseket tettiink a
zebradanio sperma toxikologiai célu vizsgalatdnak optimalizalasara, mely a késébbiekben egy

egyseéges halsperma-vizsgalati toxikologiai teszt alapja lehet.
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