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1. Bevezetés és célkitiizések

A kornyezetiinkbe kikeriild veszélyes vegyiiletek kozott nagy szamban taldlunk EDC
(Endocrine Disrupting Compounds — Endokrin Rendszert Karositd) vegyiileteket, elsésorban
Osztrogénhatast anyagokat, melyek a természetes kozegek koziil legnagyobb mértékben a vizet
szennyezik. A csoportba tartoz6 anyagok kémiai sokfélesége megneheziti a vizsgélatukat,
mivel kiilonb6z6é analitikai modszerek sziikségesek kimutatasukhoz, raadasul az EDC-k a
kornyezetben keverékek formajaban vannak jelen, amely tovabb bonyolitja a mérésiiket. Ezt a
problémat hidaljak 4t a hatésoldalrol vizsgalé modszerek, példaul a kiilonb6zo

biomonitor/bioindikdkor szervezetek hasznalatan alapulé vizsgalatok.

A halak az egyetlen olyan gerinces csoport, amelyek a teljes életciklusukat a vizben toltik,
igy fokozottan ki vannak téve a vizes kdrnyezetet érint6 szennyezések hatasainak, ideértve az
EDC vegyiiletek hatésait is. Az 6sztrogénhatasu anyagoknak szdmos karos hat4sa van halakon
a hormonrendszer megzavarasan keresztiil, egyén szintjén ilyen példaul az immunrendszer
hatékonysaganak csokkenése, fejlodési rendellenességek kialakuldsa, a reproduktiv rendszer
miikddési zavara (pl. himek vitellogenin termelése), hosszitavon petesejtfejlodés kialakulasa a
hereszovetben (ovotestis), amelyek a termékenység csokkenéséhez és a szexualis viselkedés
megvaltozasahoz vezethetnek. Az ovotestis kialakulasat, mas EDC biomarker vizsgalatokkal
szemben (pl. vitellogenin mérés), csak az allat felaldozéasaval lehet jelenleg vizsgélni és ez
szamos problémat vet fel mint példaul: nem lehet folyamatiban vizsgalni a tiinetek kialakulasat,

illetve az allat elpusztitasa tovabbi allatvédelmi kérdéseket vet fel.

A komplex 0Okotoxikologiai és kornyezeti kockdzatbecsléshez kothetd elemzések
kihagyhatatlan részei a haltesztek, amelyek legnépszer(ibb alanya a zebradanio (Danio rerio).
A vad tipust zebradanié allomanyok mellett a mutans és transzgenikus vonalak toxikologiai
célu felhasznaldsa is ismert, koziiliik a specifikus valaszt adéo biomarker/bioindikéator vonalak

alkalmazasa a legperspektivikusabb, ezekbdl azonban nagyon kevés all rendelkezésre.

Nagy lehet6ségeket hordoz azonban magaban az a mutans vonal (Casper), amely
nemcsak embrioként, hanem felndtt korban is transzparens marad. Segitségével olyan
vizsgalatok is megvaldsithatova valnak, amelyekre az embriok még nem alkalmasak.
Kialakithatok lehetnek pl. olyan biomarker transzgenikus vonalak, melyek segitségével
fluoreszcens mikroszkop alatt in vivo is vizsgalhatova valnak a xenobiotikumok okozta szervi
elvaltozasok az atlatszé testen beliil (pl. az EDC okozta petesejtfejlodés a hereszovetben). Az

elmult két évben a Casper vonal specialis tulajdonsagaira alapozva, egy olyan dupla recessziv



mutaciét tartalmazé multikolor transzgenikus biomarker zebradanié vonalat (roy”;nacre”

/Tg(vtgl:mCherry;fact:YFP)= Csili(Chili) hoztak 1étre a tanszék dolgozoi, amely segitségével

nemcsak a xenoosztrogének akut hatdsa vizsgalhato in vivo, hanem nagy valdsziniiséggel

nyomon kovetheté az EDC-k okozta petesejtfejlodés kialakulasa is a hereszovetben szintén az

allat felaldozasa nélkiil.

A modell létrehozasanal a klasszikus keresztezési eljards mellet dontottek egy teljesen uj

transzgenikus vonal eléallitasa helyett, amelyet a pigmentmutans vonal érzékenysége miatt

itéltek célravezetObbnek. A modell, amely a Chili fantazianevet kapta, kialakitisaban 3

zebradaniod vonal kerilt felhasznalasra:

Casper (roy”;nacre”™): Adult korban is transzparens pigmentmutans vonal, melyben in
vivo megfigyelhetok a belsd szervek a hasfalon keresztiil.

Tg(vtgl:mCherry): A tanszék sajat elballitasu Osztrogénhatas biomarker zebradanio
vonala, amely 0sztrogénhatast anyagok jelentlétében fluoreszcens fény hatdsara voros
izzassal jelez a m4j teriiletén (in vivo modell).

Tg(Pact:YFP): A vonal egyedeinek minden sejtjében sarga szinnel expresszal a
transzgén, azonban a fiatal fejlodési stadiumu oocytakban az izzas mértéke kb. 10-100x

nagyobb, mint mas sejtek esetében, igy kivaldan alkalmas petesejt markernek.

A dolgozat elkészitése soran céljaim a kovetkezdk voltak:

Célom volt a Chili, mint multicolor biomarker transzgenikus, dupla recessziv mutans
vonal egyedfejlédésének jellemzése, amely magaban foglalta egy életciklus atlasz
elkészitését.

Célul tliztem ki az Osztrogénhatasi vegyiileteknek a vtgl:mCherry transzgén
expessziojara gyakorolt akut hatasanak in vivo vizsgalatat a Chili vonal embridin, illetve
adult himjein.

Kivancsi voltam arra, hogy a kiilonb6zd xenodsztrogénekre milyen érzékenységgel
rendelkeznek a Chili embriok a vonal kialakitasnal hasznalt vtgl:mCherry keresztezési
partner embridihoz képest.

A Chili vonal nem csak a toxikologia, hanem a fejlodésbiologia teriiletén is
felhasznalhato lehet, a két kutatési irdny azonban eltérd inkubalasi hdmérsékeletet ir eld
a vizsgalatok soran. Ebbdl kiindulva fel kivantam deriteni azt, hogy van-e kiilonbség a
mCherry fehérje kifejezédésében az ugyanazon kezelésnek kitett, de eltérd inkubalasi

hémérsékleten tartott Chili embriok kozott.



- Igazolni kivantam azt, hogy a Chili vonal valoban alkalmas az ovotestis kialakulasanak
in vivo vizsgalatara, illetve a hoszzatavi Osztrogénkezelések hatasara bekovetkezo

szervi elvaltozdsok nyomonkovetésére.



2. Szakirodalmi attekintés

2.1. Osztrogénhatasi anyagok a kérnyezetiinkben

A viz az egyik legfontosabb természeti er6forrasunk, melynek védelmére fokozottan
iigyelniink kell, azonban jelenleg a felszini viztestek tobbsége mar nem éri el a jo 6koldgiai
allapotot. A rajuk nehezedd terhelések foként antropogén forrdsokbol (1. &bra) keriilnek
elsdsorban  szenny- illetve talajvizekbe, onnan pedig a természetes vizekbe.
Megkiilonboztethetiink pontszerti (pl. szennyvizbemenet) és diffiz (pl. mez6gazdasagi teriilet)
forrasokbol szarmaz6 szennyezést (htpp 1). A f0 szennyezdanyagok kozott talalhatunk
endokrin rendszert megzavar6 vegyiileteket (Endocrine Disrupting Compounds) is, melyeket
EDC anyagoknak neveziink.

1. abra: Osztrogén hatdasi anyagok iitja a természetes vizek és az ivéviz felé. Expozicios
utvonalak: hulladéklerakok (1), szennyviztisztito telepek (2), ipari létesitmények (3),
haztartasok és korhdzak elfolyo vizei (4), allattarto telepek (5) vagy szantofoldek,
gabonatarolok (6) (Csenki-Bakos, 2014)

Az EDC vegylletek olyan exogén agensek, amelyek zavarjadk az allatok és az emberek
endokrin  rendszerének normalis miikodését (Scholz és  Kliiver, 2009). A vizi
kornyezetben taldlhatd6 EDC-ket vilagszerte széles korben tanulményoztdk az elmult
évtizedekben, mivel potencialis egészségiigyi kockazatot jelentenek a vizi szervezetekre és az
emberekre (Gong et al., 2016). llyen hatasok példaul a vitellogenezis megjelenése, a
hermafrodizmus és a feminizaci6 a him halakban, emberben pedig az exponencialisan névekvo

prosztata-, emld- és hererak eldfordulasa (Liu et al., 2011) is kapcsolatba hozhat6 ezekkel a


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/aquatic-environment
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/aquatic-environment

vegylletekkel. Az EDC-k koziil az 6sztrogén tulajdonsadgokkal rendelkezé vegyiiletek keriiltek
leginkabb a figyelem kozéppontjaba. A jelenleg alkalmazott szennyviztisztitasi technologiak
sajnos nem, vagy csak kis mértékben képesek eltavolitani ezeket az anyagokat, igy egy résziik
az ivovizben is megtalalhatd. Az ivovizben kimutatott EDC tipusu szennyezOk kozott
eléfordulnak természetes hormonok (fitodsztrogének) és mesterséges eredetli Osztrogének
(xeno0sztrogének) melyek lehetnek: ipari alapanyagok (PCB-k, ftalatok, dioxionok), valamint
gyogyszerek (pl.: fogamzasgatld tablettak hatéanyagai) és novényvédd szerek (pl.: atrazin,

DDT és bomlastermékei) (Zakanyiné & Muranszky, 2013).

2.1.1. Az 6sztrogénhatasu anyagok jellemzése

A xenoodsztrogének kémiai struktirdjukban nagy valtozatossagot mutatnak, mind a
talajban, vizben és levegében el6fordulnak, ezért is hasznalatos rajuk az: ,,ubiquiter”
(mindeniitt jelen 1év0) kifejezés (Gubo et al., 2019). Kiilondsen ellenalléak mind a biologiai
mind a kémiai hatdsoknak és elsGsorban a nagy zsirtartalmu szdvetekben halmozddnak fel
(Mackay et al., 2000), ezért POP (Persistent Organic Pollutant) vegyiiletekként is szdmon
tartjak oket. Hatdsmechanizmusuk kozé sorolhatok a direkt hormon agonizmus/antagonizmus,
hormon receptorok megvaltoztatasa és az endogén hormonszintek modositasa. EDC

vegyiiletekként tobbségiik az 6sztrogénhez hasonld valtozast/hatast idézhet eld a szervezetben

(Soto et al., 1995).

Mig a xenooOsztrogének az elmult évtizedek alatt keriiltek a kornyezetbe, addig a
fitodsztrogének mindvégig a bioszféra szerves részei voltak. Ezek olyan ndvényi eredetli
vegyiiletek, melyek képesek az 6sztrogén receptorokhoz kétddni és hasonld hatasokat kivaltani,
azonban hatasfokuk kisebb, mint az antropogén 6sztrogéneké. Napjainkban ma is folyamatos
expozicionak vagyunk kitéve a kiilonb6z6 hiivelyesek és a teljes kidrlésti termékek fogyasztasa
altal. Elelmiszereinkben a legnagyobb mennyiségben jelenlévé fitodsztrogének a kovetkezék
lehetnek: lignanok, melyek a legtobb ndvényben is eléfordulnak, illetve izoflavonoidok,
melyek foként hiivelyesekben taldlhatdak meg (Adlercreutz és Mazur, 1997). Azonban mig a
mesterséges Osztrogének bioakkumulalédnak és raktarozddnak a szervezetben, addig a

fitodsztrogének gyorsan kivalasztodnak (Manach, 2004).



2.2. A Kisérletben felhasznalt vegyiiletek jellemzése

2.2.1. 17-B-osztradiol

j A 17-B-6sztradiol (2. abra) (mas néven E2, két

ﬁ hidroxil csoportja miatt) egy szteroid hormon és a

f’ / \ legfontosabb ndéi nemi hormon. Az E2 felelds a ndi

Ho - “xm/”J masodlagos szexualis jellemzok kialakuldsaért, szerepet

2. dbra: E2 szerkezeti képlete  jatszik a reproduktiv szovetek kialakuldsaban és
(http 2) fejlodésében, az ivari ciklus kialakitdsdban ¢és
fenntartdsaban (Ryan, 1982). Szamos madas, nem

reproduktiv szovetben is kimutathato ide értve a csontszdvetet, zsirszovetet, bérszovetet, majat

¢€s az agyat.

2.2.2. 17-a-etinil-osztradiol

A 17-o-etinil-6sztradiol (EE2) (3. abra), az
Osztradiol szintetikus szarmazéka, oralisan adagolva
aktiv 0sztrogén. A modern fogamzasgatlo tablettak f6

hatdéanyaga. Hatdsmechanizmusa alapjan

Osztrogénreceptor agonistanak nevezhetjiik, hiszen az
3. dbra.: EE2 szerkezeti képlete Osztrogénreceptor komplexhez kotddve belép a
(http 3) sejtmagba, aktivalva az Osztrogén sejtvalaszokban

részt vevd gének DNS transzkripciojat. Az
epididimalis (mellékhere) szovetben gatolja az 5-alfa-reduktazt, igy vezetve a
tesztoszteronszint csokkenéséhez, ezzel csokkentve a prosztatardk progresszigjat.
Daganatellenes hatdsa mellett, véd a csontritkulas ellen is. Félszintetikus 0sztrogénként is

szamon tartjak, hiszen természetes formaban is megtaldlhatd bizonyos ndvényfajokban (pl.:

Origanum syriacum, Origanum sipyleum) (http 3).

2.3. Az analitikai vizsgalatok lehetoségei az EDC-k vizsgalataban

Mivel az EDC vegyiiletek kémiai strukturajuk alapjan igen eltéré és valtozatos
vegyliletek, ezért kiilonféle analitikai eljardsokra van sziikség a kimutatdsukhoz. Azonban az
ilyen mddszerekkel nem allapithatd meg, hogy ezek a vegyiiletek 0Osztrogénként tudnak-e

miikodni a szervezetben és tovabbi nehezité tényezd, hogy a kornyezetben szamos mas anyag



is jelen van, melyek nagy mértékben befolyasolhatjak a hatasukat (Wright-Walters és Volz,
2009).

Altalanossagban elmondhato, hogy a tomegspektrometriat (MS) alkalmazoé tomegalapt
modszerek nagy érzékenységliek €s viszonylag alacsony kimutatasi hatart mutatnak mas
modszerekhez képest (Chang et al., 2009). Tovabbi elterjedt analitikai modszerek kozé
sorolhatok az extrakcion alapulé modszerek, illetve az ezek parositasan alapulé modszerek,
mint példaul: nagy teljesitményli folyadékkromatografia (HPLC), gazkromatografia-
tomegspektroszkopia (GC/MS), gazkromatografiaval kapcsolt tandem tomegspektroszkdpia
(GC-MS/MS), folyadékkromatografiaval kapcsolt tandem tomegspektroszkopia (LC-MS/MS)
(Kerdivel et al., 2013). Mig az ELISA moédszerrel (antigén-antitest kdlcsonhatason alapulo,
bioldgiai modszer) meghatdrozott mintak észlelési hatara 20 és 40 ng/l koz¢ tehetd, addig GC-
MS/MS technikaval ez az érték csupan 0,05-2,4 ng/l (Chang et al., 2009). Mivel a mintak igy
még mindig nem alkalmasak kozvetlen vizsgélatra, igy mérés el6tt a vizsgalandd anyagot akar
tobb szdzszorosara is toményiteni kell és valamilyen fazison meg kell kotni. Ezeket altalaban
folyadék-folyadék (LL) vagy szilard fazisu extrakcioval (SPE, SPME, SBSE) végzik (Csenki-
Bakos, 2014).

Annak ellenére, hogy a kiilonb6z0 analitikai modszerek segitségével meg tudjuk
hatarozni a vegyliletek koncentracidit, ezek egymadsra gyakorolt hatasair6l, egymast
erésité/gyengité tulajdonsagairdl élettani hatasairdl nem jutunk informacidhoz. Igy
megfelelden érzékeny indikator szervezetek (pl. halak, kétéltliek) alkalmazasara is sziikség van,
a biologiai vizsgalatok elengedhetetlen részei ezen vegyiiletek mérésének (Zakanyiné &

Muranszky, 2013).

2.4.  Biologiai vizsgalatok lehetéségei az 6sztrogénhatas kimutatasara

A biologiai vizsgalatok kozé sorolhatjuk az in vitro illetve in vivo tesztrendszereket. Az
in vitro kifejezés olyan kisérleti technikara utal, mely ellendrzott koriilmények kozott zajlik le
(pL: kémcsO) ¢és jellemzden nem az €16 szervezetben megy végre. Jellemzden sejtekkel,
szovetekkel, szervekkel és biomolekuldkkal dolgoznak. Osztrogénhatdsnal elsésorban a
receptorkotddés, majd a receptor konformdcios valtozasa altali jelatviteli kaszkad elinditésa,
végiil pedig az Osztrogénérzékeny gének atirodasa torténik meg. Az ilyen modszerek mar a
komplexebb kdrnyezeti mintak 6sztorgén hatasanak kimutatasara is alkalmasak (Csenki-Bakos,
2014). llyen, in vitro vizsgalatok kozé sorolhato példaul a YES-teszt, melynél a tesztszervezet

egy genetikailag modositott, rekombinans éleszté faj (Saccharomyces cerevisiae), illetve a



BLYR (Bioluminescent Yeast Reporter) moddszer, melynél a térzsvonalba integraltdk a
fénykibocsatashoz sziikséges lux kazettat tartalmazo plazmidokat. A BLYR esetében a torzs
alapallapotban is rendelkezik fénykibocsatd képességgel, de amint valamilyen citotoxikus

anyag ¢ri a torzset, egy gatlo folyamat indul meg a fénykibocsatas terén (Hahn, szobeli kozlés).

In vivo vizsgalatoknal altalaban hosszabb és koltségesebb eljarasokrol beszéliink. Ezek a
tesztrendszerek mar alkalmasak a szervezetben lezajlé komplex folyamatok elemzésére,
jellemzésére. Egészen a legegyszeriibb testfelépitésii allatoktol (és ndvényektdl) a legfejlettebb
idegrendszerrel rendelkezd egyedek is a kisérlet részévé valtak. Jellemzden szaporodasi
viselkedést, termékenyiilési sikerességet, morfologiat, vitellogenin termelést stb. vizsgalnak
(deFur 2004, Jobling et al., 2004). Tovabbi jelentds attorést jelentett a transzgén technologia és
a fluoreszcens fehérjék alkalmazasa, melyek segitségével in vivo is tanulmanyozhaté egy
meghatarozott gén aktivalodasa (Pakhomov & Martinov, 2008). A biomarker vonalak
(esetlinkben Osztrogénhatast kimutato) indikator szervezetként mitkdve alkalmasak a komplex
kornyezeti mintak vizsgalatara, dézis-hatads vizsgalatokra. Felhasznalasuk megoldast jelenthet

az analitikaban felbukkano problémak kikiiszobolésére (Bakos et al. 2019; Csenki et al. 2020).

2.5.  Halmodellek szerepe az 6sztrogénhatasi anyagok vizsgalataban

Annak ellenére, hogy széles korben elismerik, hogy a kornyezetbe kikeriild kiilonb6zd
antropogén anyagok karosak lehetnek mind az emberre, mind az 6kosztisztémara, Korlatozott
ismereteink vannak arrol, hogy hany ilyen vegyiilet van hatassal az egészségre, illetve okozhat
egeészségkarosodast. A viszonylag rovid életciklussal rendelkezé halfajok a legkedvezdbbek a
teljes életciklusra vonatkoz6 megkozelitésekhez, mivel alkalmazasuk lerdviditi a fejlodésre
vonatkozo kisérleti vizsgalatok idGtartamat és a szaporodas Vizsgalatat, igy ezek a kisérletek

kezelhet6bbé és koltséghatékonyabba valnak.

Az endokrin rendszert karositd vegyiiletek vizsgalatara szolgalo fajok egyike a
zebradanio (Danio rerio) is, mivel a megtermékenyitést6l a szaporodasi stadiumig minddssze
harom honap alatt ivaréretté valik és egész évben 0sztondzhetd a szaporodasra (Fenske et al.,
2005). A zebradaniok szexualis differencialodasa kiilonbozik mas, az endokrin karositd
vegyiiletek vizsgalatara hasznalt fajoktol, mint példaul (Pimephales pimephales) vagy a
medaka (Oryzias latipes) abban, hogy nem differencialt ,,gonochoristaként”, hanem "juvenilis
hermafroditaként" vagy differencidlatlan ,,gonochoristaként” fejlodik, tehat a két nem késébb
kiilontl el egymastol (Maack & Segner, 2003). Az ontogenezis (egyedfejlodés) soran a

zebradaniok, fliggetleniil a genetikai nemtdl, egy nem funkcionalis ndstény fazison mennek



keresztiil, amikor a fejlodé gonadok kizardlag az elsédleges ndvekedési stadiumban 1évé
petesejtekbdl allnak. A nem funkcionalis petefészkek késébb funkcionalis petefészkekké vagy
herékké alakulnak at. A gonadok atmeneti szakasza az 0sztrogénérzékenység kritikus idészaka:
ebben az iddszakban expozicidnak kitett halak petesejt termelése ¢€s késdbbiekben
megtermékenyiilése jelentdsen csokkent, mig a korai stddiumban (hermafrodita szakasz) kezelt

halak szaporodasi képességére nem volt jelentds hatassal (Maack & Segner, 2004).

2.5.1. Zebradanidé, mint tesztszervezet

A zebradanié (Danio rerio) a pontyalakuak (Cypriniformes) rendjébe és a pontyfélék
(Cyprinidae) csaladjahoz tartozik. Tropusi, édesvizi hal, eredetileg Indiaban Gshonos;
megtalalhaté Banglades, Nepal, Burma és Gangesz régidiban. Patakok, csatornak, arkok, tavak
¢s lassan csordogald folyok, rizsfoldek biztositanak neki él6helyet. Szamos pozitiv
tulajdonsaggal rendelkezik, ilyenek példaul: kis termete, békés természete, rovid generacios
ideje, nagy mennyiségli ivarterméke. A zebraddnidk a toxikologiai kutatasok élvonaldban
allnak; széles korben alkalmazzak a vizmintdk toxinjainak kimutatdsara, valamint a kdrnyezeti
xenobiotikumok ¢és a hozzajuk kapcsolodo betegségek hatasmechanizmusainak vizsgalatara.

Mara mar az OECD 4ltal is javasolt toxikologiai modellallat lett (Csenki-Bakos, 2014).

2.5.2. Biomarker és mutans zebradanio vonalak

Bar a vad fenotipusu zebradaniot széles korben alkalmazzak a kiilonbozé kornyezeti
szennyezddések toxicitasanak feltérképezésére, szdmos olyan tulajdonsdguk van, melyek nem
feltétlen eldnydsek bizonyos vizsgalatok elvégzésekor. Ilyen példaul a teljesen pigmentalt test
(adult korban), melyné¢l az allat felaldozasa nélkiil nem jutunk informacidhoz a belsd szervi

elvaltozasok terén.

Napjainkban azonban mar a transzgenikus és mutans zebradaniok felhasznalasaval ez
sikeresen kikiiszobolhetd. A fluoreszcens fehérjét expresszald transzgénikus halak sikeres
kifejlesztésével a zebradanidé modell kiemelkedd tesztszervezetté valt a kdrnyezeti monitorozas
teriiletén. A fluoreszcens fehérje, mint riportergén, heterolog sejtekben expresszalhato, ezen
kiviil konnyen kimutathat6 toxicitds nélkiil is. Mas invaziv modszerek helyett, egy olyan
alternativat nytjt, melynél az allat elpusztitdsa nélkiil végezhetdk el kiillonb6zo kisérletek.
Emiatt a fluoreszcens vagy biolumineszcens fehérjét széles korben alkalmazzak transzgenikus
allatok tanulmanyozasara. Amennyiben a promoter permanensen bekapcsolva tartja a riportert,
akkor olyan vonalak tervezésére is lehet6ség van, amelyekben adott sejtek vagy szervek

permanensen kifejezik a riporter jelét. gy némely vegyiiletek egyes célszervekre gyakorolt
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karos hatdsa is vizsgalhatd. Biomarker vonalak hozhatdk létre, indukalhat6 promoterek
segitségével. Ezekben a biomarker vonalakban a jel, egy kiils6 inger (pl. 6sztrogén) hatasara
aktivva valik, igy akar indikator szervezetként és koncentraciofiiggd, dozis-hatas értékelésekre,
elemzésekre is megfeleldek. Fontos, hogy a riportergének szabalyozhaté modon kifejezhetdek,

illetve hogy potencialisan érzékenyek legyenek (Csenki-Bakos, 2014).

Jelenleg a Nemzetkozi Zebradanié Adatbazisban (ZIRC) 44208 transzgenikus vonalat
tartanak nyilvan (2022.10.05.), ez majdnem a dupléja a 2014-ben mért adatokhoz képest. Az
ujabb technikak lehet6séget kinalnak arra, hogy az enzim aktivitast in vivo elemezzék.
Amennyiben egy toxikus anyag jelen van, az enzim atirédik és feldolgozza a jelenlévd
szubsztratot, ezaltal mérhetové téve a jelet, mely fluoreszcencia alapjan mérhetévé valik. A
riportergének mukodéséhez csupan az alkalmas energiaju fotonokat kell szolgaltatni, igy
fluoreszcens szlir6k hasznalataval mikroszkop alatt in vivo vizsgalhato. Egymassal nem atfedd
emisszios és abszorpcids spektrumt fluoreszcens fehérjék hasznédlata miatt olyan vonalak
kifejlesztése is lehetdvé valt, amelyekben a kiilonbozo fehérjék expresszidja, ugyanabban az

egyedben egymastol fiiggetleniil tanulmanyozhat6 (Yang et al., 2009).

2.6. Az ovotestis kialakulasa halakon

A xenodsztrogének kornyezetben vald eldfordulasara és hatasaira iranyuld kutatasokban
nemcsak rovidtava, hanem hosszatava vizsgalatok is sziikségesek a kockazatuk pontosabb
feltérképezéséhez. A halak endokrin rendszerének zavaraval kapcsolatos korabbi, rovid- és
hosszutava kezeléseket vizsgald tanulmanyok kimutattdk, hogy az allatok EE2-nek valo
kitettsége a maj vitellogenin szintézisének ¢és a gonadoszomatikus indexnek (GSI-
Gonadosomatic Index) valtozasat idézte el (Kime, 1995). A GSI a halak szaporodasi

allapotanak meghatdrozasara szolgal, egyfajta ,,termékenységi mutato™.

Mindazonaltal ritkabban szdmolnak be az EE2 a tiisz6k mennyiségi termelésére gyakorolt
hatésair6l, illetve az altata indukalt vitellogén ndvekedésére a petefészekben. A vitellogenin,
mint a vitellin nevili szikfehérje eldanyaga, normalis esetben csak a ndstényekben termelddik
valaszul a petefészekbdl szarmazd Osztrogének hatasdra. A him halak altalaban nem
szintetizalnak vitellogenint, mivel a himeknek nagyon alacsony (gyakran kimutathatatlan) a
keringd Osztrogének koncentracidja. Ugyanakkor a him egyedek ugyan ugy reagalnak az
exogén Osztrogénekre, ezért a vitellogenin jelenlétét a plazmaban a him halaknal biomarkerként
hasznaljak fel, igy kimutatva a kornyezeti mintakbol az Osztrogén hatdsu anyagokat. A

molekularis bioldgiai kutatasok vitellogenin mRNS kimutatasara szolgaldé modszereket
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fejlesztettek ki mint példaul ELISA és az RT-PCR (Burki et al., 2013) vizsgalatok, ezekkel a
modszerekkel konnyen ki lehet mutatni az Osztrogénhatdst és akut vizsgalatoknal is jol

alkalmazhatoak.

A megnovekedett xeno0sztrogénszint megzavarhatja a spermatogenezist és csokkentheti
a here méretét (Almeida et al., 2017), megzavarja a spermatogoniak mitozisat (Chieffi et al.,
2002) ¢és gatolja a spermiumok képzddését (Verderame et al., 2107). Kiilonb6z6 halfajoknal
kimutattak, hogy a gonadok fejlodésének kritikus iddszakaban az exogén hormonok adagolasa
feliilirhatja az endogén nemi meghatarozé/differenciald mechanizmusokat a fejlédo
szervezetben, lehetévé téve fenotipusos nemek indukcidjat, megforditasat. Tekintettel arra,
hogy az egyik nem piacképesebb lehet, ezért ezt a gyakorlatot ma mar gyakran alkalmazzak a
haltenyésztésben az egynemi egyedek eldallitasahoz, populaciok 1étrehozasahoz (Mylonas et
al., 2010).

A természetes ¢l6helyeken kiilondsen nagy veszElyt jelentenek az 6koszisztémara, igy a
halpopulaciora is azok a felszini befogad6 vizek, melyekbe a szennyviz valamilyen formaja
torkollik. A jelenlegi szennyvizkezelési technoldgiak nem biztositjadk kelloképpen sem a
természetes, sem a mesterséges eredetli Osztrogének lebomléasat (Ternes et al., 1999). A
laboratoriumi kisérletek soran tobb publikacid sziiletett a halak endokrin rendszerének
karosodasarol, him halak ,.elndiesedésérdl” és a szaporodasi képességrol kiillonbozo
Osztrogénhatas kovetkeztében (Campbell & Hutchinson, 1998) és ma mar egyre tobb

informacio all rendelkezésiinkre arrol is, hogy ezen anyagok milyen hatassal vannak a vadon

€16 populaciokra kronikus kitettség kdvetkeztében.

5
w .
S

4. dbra: Himnemii szivdarvanyos pisztrang heréjének keresztmetszete, melyet kronikus 1
mg/l-es EE2 koncentrdcionak tettek ki 76 napig,; FC: tiiszdsejt; PG: elsédleges novekedési
petesejt; L: lamella; ST: alapszévet (sztroma) (Depiereux et al., 2014)
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Depiereux és tarsai egy olyan tanulmanyt végeztek el 2014-ben, melynél szivarvanyos
Osztradiol (EE2) expozicio alatt. A toményebb oldatoknak kitett halak jelent6sen
alulmaradtak novekedés és sulygyarapodas terén, mint kontroll tarsaik. Szignifikansan az 1
¢és 10 mg/l-es koncentracionak kitett halak mérete és stlya jelentdsen csokkent. 76 nap
elteltével jol megfigyelhetd volt az ovotestis (here- és petefészekszovetet egyarant
tartalmazé ivarszerv) megjelenése a hereszovetben (4. dbra) (Depiereux et al., 2014). Az

oocytak szamatol és érési stadiumatol fiiggden a tanulmany 3 kategoriaba osztotta dket:

— Ovotestis 1: normalis és abnormalis hereszerkezet, melyek petefészek lamellakra
emlékeztetd holyagokat tartalmaznak. Nem lathatoak nagy previtellogén tiiszok, de
a csirasejtek meiotikus stddiumban lathatok. A gonadok tobbsége normalis
heremorfologiat mutat, a legtobb spermiumsejt (gonocyta) a spermatogoniumban
van. A ndi ivarszervek tekintetében az ovotestis 1 nagy hasonlésagot mutat a korai

— Ovotestis 2: izolalt petesejtek jelenléte az abnormalis hereszerkezetben. Az oocytak
primer oocytak jellemzdit mutatjak, jol megfigyelhetdek a previtellogén tiiszok. A
diplotén fazistol kezd6dden az oocytakat korai follikuldris sejtek veszik koril (Grier
etal., 2007). Szétszorddnak a gonocytak kozott, bar a legtobbjiik elsésorban a here
periférias részén talalhatdoak meg. Az oocytdk nem ugy helyezkedtek el a petefészek
lamellai kozott, mint ahogy az a petefészkekre jellemzo.

— Ovotestis 3: az ivarmirigyek két részre valasztodnak szét; egy petefészek- és egy
here-részre. Ez utobbi abnormalis morfologiat mutat. Itt talalhatunk els6dleges
novekedeési stadiumban 1évd oocytakat, egyes egyedeknél pedig érett stadiumban is
eléfordulnak, melyek nagy mennyiségii vitellogenint is tartalmaznak (Depiereux et

al., 2014).

Masanori €s munkatarsai egy hasonl6 vizsgalatot végeztek 2001-ben adult medakékon
(Oryzias latipes), melyet szintén EE2-nek tettek ki 21 napig a kdvetkez6 koncentraciokon: 32,6;
63,9; 116; 261 és 488 ng/l. Mivel ez a faj a szamdara optimadlis kdrnyezeti tényezok és megfeleld
taplalas mellett naponta akar 10 ikra leaddsara is képes, idedlis a reproduktiv rendszerre
gyakorolt toxikologiai kutatasokhoz. ElsGsorban a halak szaporodasi képességét, ivarmirigyek
allapotat €s a vitellogenin indukciot vizsgaltak. A harom hetes expozici6 alatt a koncentracio
novekedésével az allatok termékenysége csokkent, 116 ng/l koncentracid felett szignifikans

kiilonbséget mutattak ki. A 448 ng/l-es koncentracionak kitett kezelési csoportban minden tejes
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egyednél a termékenység dramai csokkenését figyelték meg 6 napos kitettség utan (feltehetéen
az anyag toxikussaga miatt), és az ezt kdvetd iddszakban a kezelt halak mar egyaltalan nem
termeltek ikrat. A kontroll himekben a vitellogenin koncentracioja nem volt kimutathat6 (<18,9
ng/mg a majban), mig az 17-a-etinil-6sztradiollal kezelt halak esetében 63,9 ng/1-t6l ez az érték
is szignifikans kiilonbséget mutatott. Szdvettani elemzések az ovotestisek termelddését is
kimutattak ennél a koncentracional (33%-os gyakorisaggal), a 116 és 261 ng/l oldatoknal ez a
gyakorisag elérte a 88%-ot. A legnagyobb toménységii oldatnal (448 ng/l) a két here koziil csak
az egyikben figyeltek meg ovotestist és szinte az egész kotdszoveti teriilet abnormalis
elvaltozasokat mutatott. A spermiumok ¢és spermatocytak szama is drasztikusan lecsokkent a
kezelt allatokban a kontroll egyedekhez viszonyitva (Seki et al., 2002). Mivel az ovotestis csak
az allat felaldozasa utan vizsgalhato, ezért az in vivo kimutatasukra alkalmas halvonalak

l1étrehozasa fontos eldrelépést jelenthet az erre iranyul6 kutatasokban.
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3. A vizsgalatok médszerei

3.1. A vizsgalatok helyszine

A kisérleteimet a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetemen, a Szent Istvan Campuson
az Akvakultira ¢és Kornyezetbiztonsagi Intézet Kornyezettoxikologia Tanszékének

laboratoriumaban végeztem.

3.2. A Chili vonal eléallitasahoz hasznalt zebradanio vonalak jellemzése
3.2.1. Tg(vtgl:mCherry)

Vitellogenin transzgenikus zebradanié vonal. Vitellogenin prométer altal iranyitott,
fluoreszcens fehérjét (mCherry; gerjesztési hullamhossz: 587 nm, kibocsatasi hullamhossz: 610
nm) kifejez biomarker vonal, mely alkalmas a xenobiotikumok vagy vizmintdk
Osztrogénérzékenységének meghatarozasara, az 0Osztrogének vitellogenin promoterre hato
indukalt fluoreszcens jel kifejezddése altal, igy 6sztrogén hatast anyagok jelenlétében a majban
voros fluoreszcens fehérje termelddik. Normal esetben csak az ikras halakban miikddnek a
vitellogenin gének, azonban 0Osztrogén hatdsira a himekben (5. abra) és a larvdkban is
aktivalodnak. A vonal nem csak Osztrogénhatasok vizsgélatidra alkalmas, hanem segitséget

nyujt a fejlodési rendellenességek, majkarosité anyagok vizsgalataban is.

5. dabra: 100 ng/l EE2-vel megkezelt adult him Tg(vtgl:mCherry) vonal, 96 ords
expozicio utan

3.2.2. Casper (roy-/-;nacre-/-)

6. abra: Bal oldalon ikras, jobb oldalon tejes Casper sima fénymikroszkopos felvétele
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Adult korban is transzparens pigmentmutans vonal (6. abra), melyben in vivo
megfigyelhetéek a belsé szervek a hasfalon keresztiil. Széles korben hasznaljak a
tumorbiologiai kutatdsoktdl az idegtudoményig terjedé vizsgalatokban. A Caspert  két

recessziv pigmentmutdns vonal szelektiv tenyésztésével hoztak létre: a gyongyhazdanio

crer

rrrrr

melanin pigmenteket termelnek. A masik vonal a Roy (roy orbison), egy eddig azonositatlan
genetikai hatteri mutans vonal, amelyb6l hianyoznak a reflektiv iridoforok. Ezek olyan
kromatoforak (olyan sejtek, amelyek szint termelnek), melyek a fényt a guaninbol késziilt

kristalyos kemokrom lemezek segitségével verik vissza (Gianluca et al., 2017).

3.2.3. Tg(pact:YFP)

A vonalat 4.7 kb ponty B-aktin promdter régiot tartalmazé DNS fragmentumok
koinjekcidjaval hoztak l1étre (Alam et al., 1996), mely a yfp génhez kapcsolodik (B-aktin: YFP).
A sejtvazfehérje miatt a vonal egyedeinek minden sejtjében sarga szinnel expresszal a transzgén
(7. abra), azonban a fiatal fejlédési stadiumt oocytakban (ezek jelennek meg a herében
hossztavu dsztrogén kitettség esetében) az izzas mértéke kb. 10-100x nagyobb (8. abra), mint

mas sejtek esetében, igy kivaldan alkalmas petesejt markernek.

7. abra: Adult him Casper Tg(fact:YFP) példany normal és YFP

fluoreszcens fényben
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8. dabra: Petefészekben fejlodo fiatal és idosebb oocytak YFP fényben— a fiatal oocytdk izzdsa

joval erdteljesebb mint az idésebb fejlodési stadiumban lévokeé

3.3. A Kkisérletekben alkalmazott zebradanié vonalak tartasi koriilményei

A vizsgalatokban  felhasznalt zebradani6 vonalak a  Chili  (roy’;nacre”
[Tg(vtgl:mCherry;fact:YFP) és a Tg(vtgl:mCherry) vonalak voltak. Az alkalmazott halakat,
kiilon halneveld és tarto helységben tartottuk, specialisan erre a halfajra kifejlesztett Techniplast
ZebTEC recirkulacidos rendszerben. A rendszer folyamatosan biztositotta az optimalis
vizmindséget a pH-t, a vezetoképességet €s a hdmérsékletet. Az allvanyok aljaban talalhato
mechanikai és bioldgiai (kerdmia) sziirék és az kdzponti egységben taldlhaté UV sziirdk
biztositottak a viz tisztasagat €s csiramentességét. A vizparamétereket a nap 24 Oorajaban
feliigyelte a rendszer. A mért paraméterek ez id0 alatt a kovetkezOk voltak: hdmérseklet: ~ 25,5
°C £+ 1,5 °C; pH: 7,4%0,2; vezetoképesség: 520+50 uS. A helység ablak nélkiili, automatizalt
fényprogrammal felszerelt, ez biztositotta a halak szamara a 14 6rds vilagos (természetes
fényhatast kelté megvilagitas) és 10 oras sotét periodust. A feln6tt egyedek etetésére napi 2X,
Sparos ZEBRAFEED (400-600 pum szemcseatmérdjil) szaraz tapot hasznaltunk fel, mig a
fejlodd egyedek taplalasa bananféreggel (Helicotylenchus multicinctus) ¢és kisebb
szemcseatmerdji (<100 um; 100-200 um; 200-400 um) Sparos ZEBRAFEED tappal tortént.
Nagyobb szemi tapra mindig akkor valtottunk, mikor a halak kora és mérete tigy indokolta.
Ezen kiviil minden hal (10 napos koruktol kezd6déen) minden nap, napi egy alkalommal frissen
kikelt el artémiat (Artemia salina nauplii) kapott kiegészitésként, ez hozzajarult a halak
egészségéhez, a természetes viselkedésmintdzatok kialakuldsahoz és segitette az ikra
termelddését a szaporitandd anyahalakban. A szaporitd allomany 3 literes tankokban, mig a

felnétt kisérleti példanyok szeparaltan 1 és 3 literes tankokban voltak elhelyezve.
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3.4. A szaporitas és ikranyerés folyamata

A kisérlethez vald felkésziilést mar mindig az azt megel6z6 napon el kellett kezdeni.
Ilyenkor a szaporitandé halakat az ivatast megel6z6 napon, délutdn 3 6ra magassagaban, egy
specialis, 1 literes szaporitdbedényben (Techniplast Breeding Tanks) (9. abra) helyeztiik el. Az
edény belso része lyukas ikraelvalasztoval van felszerelve (sziilok ikrafaldsa elkeriilése végett),
az aljzat kialakitdsa partkozeli szakaszt utdnoz. A két nemet valasztofallal valasztottuk ketté,
jellemzdéen 3:4 vagy 2:4 (tejes:ikrds) ivararanyban. Az edényekbe ezen kiviil miindvényeket
helyeztiink el, melyek segitettek a halak komfort érzetén és rejtézkddd helyet biztositottak.
Ezen a délutdinon mar nem kaptak szaraztapot az alkalmazott halak. Masnap, az automata
vilagitas felkapcsolta utan (reggel 9 o6rakor), az 6sszes szaporitdedényben 1évd rendszervizet
friss rendszervizre (a rendszerben recirkuléltatott, tiszta viz) cseréltiik és kivettik a

valaszfalakat.

9. abra: Szaporitéedénybe Kihelyezett vigl:mCherry vonal és az ivas folyamata

Ezutan az ivas megkezdddott, a megtermékenyiilést kovetden fél oranként gyiijtottiik
Ossze, kisebb lyukatmérdjii haloval sziirtiik le az ikrat, majd embri6 médiummal feltoltott
petricsészékbe mostuk dket. A folyamatos gytijtésre azért volt sziikség, mert igy a begyiijtott
ikraszemek késObb ugyanabban az osztddasi stddiumban voltak. Amennyiben nem volt
elegendd a leadott ikra, egy kis jéggel segitettiik a halakat az ivashoz. Minden folyamat utan
kalium-permanganatos vizzel fert6tlenitettiink. A halakat minden alkalommal 11:30-kor

valogattuk szét nemek szerint és helyeztiik vissza a tankokba.

3.5. A Chili vonal egyedfejlédésének vizsgalata

sziikség. Egy szaporitomedencébe 2 ikras és 3 tejes Chilit tettem, majd masnap az ivasbol
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Osszegyljtottem az ikrat és 25,5 °C-os inkubatorba tettem. Egészen 5 napos korukig voltak
inkubatorban, majd 1 literes tankba helyeztem Oket. Ekkortdl napi 2x, Sparos ZEBRAFEED
(<100 um) tapot és bananférget (Helicotylenchus multicinctus) kaptak takarmanyként, majd 10
napos kortol napi 1x frissen kikelt artémiat (Artemia salina nauplii) is ettek. 3 hetes korukban
tettem at Oket 3 literes tankba. El6szor a 8 sejtes osztddast fotdoztam a 0. napon, majd egészen
10 napos korig minden nap készitettem egy sima fénymikroszkdopos és két fluoreszcens fénnyel
(mCherry és YFP) megvilagitott képet 1-1 egyedrdl. 10 nap eltelte utan hetente, majd 1 honapos
koruk utan havonta fotéztam 6ket, 3 honapos korukig, mig ivaréretté nem valtak. A nagyitast
mindig a halak méretéhez igazitottam (7,82x-50x-), ~ 15 ms exponalasi id6vel készitettem a
felvételeket. 2 honapos korukban a két ivart mar kiilon fényképeztem. A vizsgalatok eldtt az
embriokat majd a larvakat is 0,02%-0s MS-222 (Tricaine-metan-szulfonat) oldatban altattam,
majd (1 honapos korig) 4 %-os metilcellulézba helyeztem Oket a fényképezés eldtt, amelynek
segitségével fixalhattam a pozicidjukat, igy konnyitve a felvétel készitését. Ezutan a
fénymikroszkopos (BF) és a 2 féle filterrel készitett képet (YFP, mCherry) egymas mellé
illesztettem ¢€s az id0 fiiggvényében egymas ala szerkesztettem a felvételeket, dokumentalva

ezzel a fejlodés litemét normal tartasi koriilmények mellett.

3.6.  Rovid tavi vizsgalatok menete
3.6.1. Rdvid tavu hatasok vizsgalata embriokon
3.6.1.1.  Felhasznalt anyagok és az embriok kezelése

A tesztanyagok rovid tavi hatasait Chili illetve Tg(vtgl:mCherry) vonal egyedein
vizsgaltam. A frissen leszilirt ikrakat 25,5 °C-0s vagy 27,5 °C-os inkubatorba helyeztem,
fliggden attdl, hogy a késObbiekben melyik hOmérsékleti tartomanyban vizsgaltam az
embriofejlodést és a tesztanyagok hatasat. Mlianyag 50 ml-es falcon csovekbe elkészitettem a
higitasi sorokat, melyeket az aldbbi tablazatokban foglaltam 0ssze (1. és 2. tdblazat). A
felhasznalt vegyszereket a Merck Kft. gyogyszergyartdé vallalat Budapesti telephelyétdl

rendeltiik meg.
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Vizsgalati
Vegyszer neve Roviditése Vizsgalt vonalak
hémérséklet
Chili,
17-B-6sztradiol E2 25,5°C és 27,5°C
vtgl:mCherry
17-a-etinil-osztradiol EE2 Chili 27,5°C

1. tablazat: Az embriok kezelése soran felhasznalt xenodsztrogének és vizsgalati

homeérsékletiik
Torzsoldat
Vegyszer roviditése Kezeléoldatok koncentracioja
koncentracioja
E2 19/ 200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 0,1 pg/l
EE2 1 mg/l 600; 400; 300; 200; 100; 50 ng/I

2. tablazat: A felhaszndlt térzsoldatok koncentrdcioi és a higitasi sorok

A termékenyiilés utan az embridk fejlédését Leica mikroszkop
alatt, folyamatosan nyomon kovettem, majd a 8 sejtes allapotban (10.
abra) 1évoket 1,5 ml-es pasteur pipetta segitségével kiilon

petricsészébe valogattam. Valogatas utan 6 lyuku mtianyag platekbe

helyeztem a normal fejléddést mutatd embriokat, vajatonként 15-6t.
10. dbra: 8 sejtes Ezutan minden elkészitett koncentraciobol 5 ml oldatot mértem be
osztodas egy vajatba, egy koncentraciohoz 3 ismétlést készitettem. Minden
mikroszkopi képe  yizsoglathoz embrié médiumot (NaCl-t, KCl-t, CaClat, MgSOu-t és
NaOH-t tartalmaz6 RO vizzel higitott és autoklavozott oldat) hasznaltam negativ kontrollként.

Ezutan az embriokat a vizsgalatokig 25,5 °C-os vagy 27,5 °C-os inkubatorban tartottam.

3.6.1.2. Az embriok mikroszkopos fényképezése

Az embridkat 5 napos korukban kivettem az inkubatorbol, majd az oldatot eltdvolitottam
roluk pasteur pipetta segitségével, majd 0,02%-0s MS-222 (Tricaine-metan-szulfonat) oldatban
elaltattam Oket. Ezutan koncentracioként, 15-6sével 4%-os metilcellulézba helyeztem Sket a
jobb oldalukra forditva. Ezutan fluoreszcens mikroszkép alatt (Leica M205 FA + DFC7000 T
kamera) minden larvardl egy fénymikroszkopos (BF) (exp. id6: 15 ms) és egy fluoreszcens

képet (mCherry) készitettem ~1 masodperces exponalasi idovel, 50x-es nagyitasban.
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3.6.1.3.  Fényképek kiértékelése

A képeket ImageJ programmal elemeztem ki, mely egy Java alapu, képfeldolgozo
szoftver. A programot a National Institutes of Health és a Laboratory of Optical and
Computational Instrumentation (LOCI) fejlesztették ki (Schneider et al.,2012; Collins, 2007).
A képek feldolgozasa soran sajat fejlesztésii makrot hasznaltunk. Minden fluoreszcens képet
RGB szinskalara bontottam, majd csak a voros (R-red) tartoményt tartottam meg. Ezutan a sima
fénymikroszkopos képet 6sszehasonlitottam a fluoreszcens kép vords tartomanyaval, és minden
felvételen egy azonos nagysagl €s alaku ellipszis (a makro altal fixalt bedllitdsu), kijelold
tertiletet hliztam a majhoz (11. 4bra). Ezutan a program meghatarozta a jel er0sségét €s a vilagito
terlilet nagysagat, amelybdl integralt denzitas (ID) értéket generalt, amely a tovabbiakban az

értékelések alapjat adta.

11. dabra: E2-vel kezelt Chili kishal fénymikroszkdpos és voros felbontasi fluoreszcens
mikroszkopos felvétele, melynél az ellipszist a mdj teriiletére huztam az ImageJ
programban
Az igy kapott ID értékeket Excel tablazatba mentettem, kiértékelésiiket GraphPad Prism 9.0.0
(GraphPad Software, San Diego, USA) szoftverrel végeztem. Az adatokat Saphiro-Wilk
normalitasi tesztnek vetettiik ald, mely megallitotta, hogy az adatok nem felelnek meg a
parametrikus modszerek kovetelményeinek. A szignifikans kiilonbségeket Kruskal-Wallis

analizissel és Sidak- féle utoteszttel végeztiik.

3.6.2. A majj fejlodésének vizsgalata

A vizsgalathoz 4:3 (ikras:tejes) aranyban tettem ki a Tg(vtgl:mCherry) és Chili vonalat
szaporitomedencékbe. Masnap az ikrat begyiijtottem majd a 25,5 °C-ra és a 27,5 °C-ra bedllitott
inkubatorokba helyeztem Oket, mindkét gylijtésbdl kiilon elhelyezett petricsészékben. Az 5.
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napon MS-222 segitségével bealtattam az embriokat és 4%-os metilcellul6zba helyeztem 6ket.
Ezutan fénymikroszkopos felvételeket készitettem roluk (exp. idé: ~15ms), majd a képeken a

majakat korbe rajzoltam mindkét vonalon, mindkét tartasi homérsékleten.

3.6.3. Az mCherry fehérje termelodésének vizsgalata adult him egyedekben

A vizsgalatot feln6tt Chili himeken végeztem, melyek 1; 10 és 100 ng/l 17-o-etinil-
egészséges adult tejes példanyt valasztottam ki, majd az oldatok elkészitése utan kiilon-kiilon
1 literes tankokba helyeztem 6ket. A kisérletben részt vevd tankoknal elzartam a befolyast, a
kifolyokat pedig parafilmmel letapasztottam. Naponta fényképeztem Oket (4 napig)
fénymikroszkopos és mCherry fluoreszcens megvilagitasi fényben, a legkisebb nagyitasban

(7,82x). A felvételek készitése elott MS-222-vel altattam be a halakat.

3.7. Az EE2 hosszutavu hatasainak vizsgalata adult Chili himeken

Hosszl tava hatasokat a Chili vonal adult him egyedein végeztem melyek 100 ng/l 17-a.-
egészséges tejes példanyt kivalasztottam és egyesével 1 literes tankokba helyeztem dket. A
kisérlet elott az 1 literes tankok kifolydjat parafilmmel lefélidztam, igy megakadalyozva az
oldat kiaramlasat. 1-10-ig megszamoztam a tankokat, igy minden halnak egyedi azonositdja
volt (1-5-ig: kontroll halak, sima rendszervizben; 6-10-ig 100 ng/l EE2 oldattal kezelt halak).
Ezutan minden tankba levegdztetdt helyeztem, igy biztositva a sziikséges oxigén szintet. A
kisérletben részt vevlé halak mindvégig ugy kaptak enni (napi 2x Sparos ZEBRAFEED
szaraztap, 1x artémia), mint ahogyan az altalanos haltartasi részben szerepel. Az oldatokat 2
naponta cseréltem minden halon, majd hetente fényképeztem Oket a legkisebb nagyitdsban
(7,82x) fénymikroszkopos és YFP fluoreszcens fényben, mindkét oldalrdl. A 4 hét alatt nyomon
kovettem a halak egészségi allapotat, a herék méretének €s alakjanak valtozasat, illetve a

kezelés hatdsara a herékben megjelend oocytakat kerestem.

3.7.1. A herék méretében bekovetkezé valtozasok nyomon kovetése

A hétrél hétre késziilt képek Osszehasonlitasat és szerkesztését a GIMP (GNU Image
Manipulation Program) 2.10.32.-es szoftverével végeztem. A 0. hét és a 4. hét képein a heréket
fehérrel atrajzoltam, majd a képeket rétegként egymasra helyeztem, igy nyomon kovetve a

herék méretének és alakjanak valtozasat.
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3.8. Allatvédelem

A kisérleteket a magyarorszagi allatvédelmi torvényeknek megfeleléen végeztik. A
vizsgalatokhoz sziikséges kisérleti engedélyekkel rendelkeziink: akut vizsgalatok: PE/EA/350-
7/2019; szubkronikus vizsgalatok: PE/EA/731-7/2019. Az embrioteszteknél minden vizsgalatot
befejeztiink az 6nallo taplalkozasra képes fejlettségi szint elérése eldtt (120hpf).

22



4. Eredménvek és értékelésiik

4.1.  Chili vonal egyedfejlédésének dokumentalasa

BF YFP mCherry

4h

1d

2d
3d

4d

5d
6d
7d
8d

9d
10d

1mo

2mo J &

12. abra: Chili vonal egyedfejlddése az idé fiiggvényében, 1. oszlop fénymikroszkopos,
2. oszlop: YFP sziird alatt késziilt fluoreszcens felvételek; 3. oszlop: mCherry sziird
alatt késziilt fluoreszcens felvételek

A fenotipusos elvaltozdsokat, illetve annak mértékét minden esetben egy referencia
megjelenéshez képest hatdrozunk meg. Ahhoz, hogy az ujonnan eldallitott vonalunk egyedein
a kezelések hatdsaira megjelend elvaltozasokat korrekten értékelni tudjuk sziikségiink volt egy
referencia fenotipus Sor meghatarozasara. Ennek érdekében hoztuk 1étre a Chili vonal életciklus
térképét, amelyben bright field, illetve fluoreszcens felvételek segitségével dokumentaltuk a

halak egyedfejlédésének fobb allomasait (12. abra).
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A normal fénymikroszkopos felvételeken jol latszik, hogy a Chili vonal egyedei a
pigmentalodas kivételével pontosan kovetik a vad tipust zebradaniokra jellemzd fejlodési
iitemet és megjelenést. A belsd szervek, a Casper vonalbol szarmazd genetikai hattérnek
koszonhetben, végig jol megfigyelhetbek a teljes egyedfejlodés alatt az allat testén beliil in vivo.
Két honapos korban mar nagyon konnyen megfigyelhetéek az ivarszervek is a fiatal

egyedekben.

A pact:YFP transzgénrodl termelddd fluoreszcens fehérje mar anyailag is megjelenik a
fejlodé utodokban, egy alap sargas izzas mar kozvetleniil a termékenyiilés utdn is
megfigyelhetd a fejlodé embriokban. A fluoreszcens jel a fejlodés elérehaladtaval egyre inkabb
er6sodik az egyedekben, ahol elsdsorban a vazizomzatban, illetve az emésztérendszerben lehet
megfigyelni jelentds aktivitasat. Két honapos kor koriil a ndstények fejlédésben 1évo
petefészkében a fiatal fejlédésli oocytdkat tartalmazé teriileteken is jelentds expresszid
figyelhetd meg. A nagy mennyiségli érett petesejtet tartalmazd petefészekben azonban a
fluoreszcens fehérje jelenléte, a nagy mennyiségii szikfelhalmozodas miatt, mar nehezen
detektalhatd. A himekben sem a fejlodd, sem az érett herékben nem figyelhetd meg szamottevo

fluoreszcens jelbeli eltérés a vazizomzatban megfigyelhetéhoz képest.

Az mCherry fehérje megjelenése, a Tg(vtgl:mCherry) vonalhoz hasonldan, csak a
nostényekben detektalhatd az ivari €érés megkezdése utani idészakban a m4j teriiletén,
kortilbeliil két honapos kortol. Az egyedfejlodés korai szakaszaban, illetve a himekben a voros

vilagito fehérje nem fejezddik ki normal koriilmények kozott.
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4.2. Rovid tavua kezelések hatasainak vizsgalata

4.2.1. Révid tavu vizsgialatok eredményei embriokon

E2 25,5 °C
125- * -
— Chili
_§ 100- x e vtg7:mCherry
.ﬁ ~.‘~_‘{|: -------
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13. abra: 25,5 °C homérsékleten, E2-vel kezelt Chili és vigl:mCherry embriok integralt
denzitasanak osszehasonlito grafikonja. A szignifikans eltérések megjelolése a kontrolltol
(*), a 6,25 (p<0,0001); 12,5 (p<0,0001); 25 (p<0,0001); 50 (p<0,05); 100 (p<0,05) ug/l

értékeknél

Mivel a vonal hasznalata a toxikologia és fejlodésbiologia teriiletén is varhatd, amelyek
a vizsgalatok soran eltéré hdmérsékleten torténd tartast irnak eld, igy a vizsgalatokat 25,5 °C-
on, illetve 27,5 °C-on is elvégeztiik, az esetleges eredménybeli eltérések feltarasa érdekében. A
vizsgalatok soran arra is szerettiink volna valaszt kapni, hogy van-e érzé¢kenységbeli eltérés a
Chili vonal embridinak, illetve a keresztezési partnerként hasznalt, eredeti vtg transzgenikus
vonal embridi kdzott az 6sztrogénhatdsu anyagokra, igy a vizsgalatokat mindkét vonal embridin
elvégeztik. A kisérletben 3 0Osztrogénhatasu anyag (E2, EE2) hatasat vizsgaltam a
megtermékenyitéstdl kezdve 5 napon keresztiil. Els6ként a Chili és az vtgl:mCherry vonalak
Osszehasonlitasat végeztem el E2 hatasara 25,5 °C-on, amely a toxikologiai vizsgalatokhoz az

OECD altal ajanlott hdmérséklet, az 5. napon (13. abra).

25



Chili

vtgl: mCherry

Konc.

(ng/l)

0,1 6,25 12,5 25 50 100 200

14. abra: A fluoreszcens jel valtozasa E2 kezelés hatasara, kiilonbozo koncentraciokon a
Chili és vtgl :mCherry larvak mdjaban 25,5 °C-on torténd tartas mellett (fluoreszcens
felvételek)

A kezeletlen kontrollnal, a legkisebb (0,1 pg/l) és a legnagyobb (200 pg/l) kezelés
esetében nem volt kimutathato6 szignifikans kiilonbség a két vonal integralt denzitasa kozott. A
vtgl:mCherry embriok ID értéke a 6,25 ug/l-nél elérte el a platd fazist kezdetét, majd egy
folyamatos visszaesés volt megfigyelhetd az ID értékekben, feltehetdleg az anyag toxikus
hatasa miatt. A Chili vonal integralt denzitas értékei mindvégig alulmaradtak a vtgl:mCherry
vonal értékeihez képest. A két vonal majaban megjelend reprezentativ fluoreszcens felvételeket

a 14. abra tartalmazza.
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15. dbra: 27,5 °C homérsékleten, E2-vel kezelt Chili és vtgl:mCherry embriok integralt

denzitasanak osszehasonlito grafikonja, szignifikans kiilonbségekkel (*) megjelolve: 25

(p<0,0001); 50 (p<0,0001); 100 (p<0,0001); 200 (p<0,0001)ug/I-nél

Chili

vtgl: mCherry

Konc.

(ng/1)

0,1 6,25 12,5 25 50 100 200

16. abra: A fluoreszcens jel erésédése Chili és vigl:mCherry larva majaban nagyobb

tomenység felé haladva mCherry fluoreszcens megvilagitas alatt

A 27,5 °C, amely a fejlédésbiologiai vizsgalatok elvégzéséhez javasolt hdmérséklet, a

kisérlet méasodik felében ezért ezen a hdmérsékleten is elvégeztiik a kisérleteinket.

A vizsgalt halak integralt denzitas értékeinek a gorbéje mar mas lefutdst mutatott, mint
alacsonyabb hdmérsékleten (15. abra): a kezeletlen kontrollnal, és a kisebb koncentracidoknal
(0,1; 6,25; 12;5 pg/l) a két vonal integralt denzitasa kozott nem volt kimutathato szignifikans
kiilonbség. A vtgl:mCherry embriok ID értéke az 50 pg/l —nél elérte a plato fazist, majd egy
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folyamatos visszaesés volt tapasztalhaté. A Chili vonal ID (integralt denzitas) értékei ebben a
vizsgalatban is alul maradtak a vtgl:mCherry vonal értékeihez képest. ebben csak a 0,1 pg/l —
es koncentraci6 jelentett kivételt. A majban megjelend reprezentativ fluoreszcens felvételeket

a 16. abran szemléltettem.
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17. abra: A két homérsékleten kezelt Chili embriok majanak integralt denzitas értékei,

szignifikans kiilonbségekkel (*) megjelolve: 12,5 (p<0,05) és 25 (p<0,05) ug/l-nél

A Chili embridknal a két tartasi hdmérsékleten kapott ID eredményeket Gsszehasonlitd
abra (17. abra) alapjan elmondhatd, hogy a 25,5 °C homérsekleten kezelt embriok majanak
integralt denzitas értékei az azonos kezelési dozisokat 6sszevetve magasabb értékeket mutattak.
A két értékgorbe szinte végig parhuzamosan koveti egymast, minddssze a 12,5 ug/l-es (p<0,05)
és a 25 pg/l-es (p<0,05) dozisokkal tortént kezelések esetében volt megfigyelhetd szignifikans

kiilonbség.

4.2.2. A Chili és a vtigl:mCherry embridok majfejlédésének dsszehasonlitasa

Szerettiink volna arra is fényt deriteni, hogy mi allhat a két vonal (Chili és vtgl:mCherry)
eltérd érzékenysége mogott. Ezért kezeletlen embriokban megvizsgaltuk a maj fejlédésbeli
eltérését, mivel a méj mérete és fejlettsége egyértelmilen befolyasolja a fluoreszcens jel

intenzitasat és a vilagito teriilet nagysagat.
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25;5°C 27,5°C

Chili

vtgl:mCherry

18. dbra: A kiilonbozé homeérsékleten tartott Chili és a vigl:mCherry majméretének

osszehasonlito abrdja

A két kiilonb6z6é hdmérsékleten tartott embrioknal és a két vonal egyedei kozt is jelentds
eltérést lathattunk (18. abra). Mindkét vonal esetében a 27,5 °C-on tartott embridknal a maj
nagyobb, fejlettebb volt az ugyanabban a fejlédési allapotban 1évé egyedeknél, mint
alacsonyabb tartasi hdmérsékleten. Az abran jol latszik, hogy a vtgl:mCherry embriok méja
lényegesen nagyobb és fejlettebb volt, mint az ugyanolyan kori ¢€s ugyanolyan tartasi
hémérsékleten fejlédoé Chili egyedeknél. Ez a fejlédésbeli kiillonbség magyarazatul szolgalhat
az ID értékeknél tapasztalt eltérésekre.
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4.2.3. Az mCherry fehérje termelodésének valtozasa EE2 kezelt adult him
egyedekben

EE2

Konc.

[

10 ng/L 100 ng/L

1 ng/L

»
»

24 h 48 h 72 h 9 h Exp.

19. dbra: Fluoreszcens jel kifejezodése felnott him Chili halak majaban EE2 kezelés

hatdsara, a koncentrdcio és az ido fiiggvényében

Az embriok érzékenység vizsgalata mellett, a feln6tt him egyedek
Osztrogénérzékenységét is fel szerettiik volna deriteni. Ennek érdekében akut vizsgalatot
végeztiink him Chili halakon, melyeket 3 kiilonb6z6 EE2 koncentracionak tettiink ki. A 19.
etinil-osztradiol hatas kovetkeztében mikor kovetkezett be az expresszio. Mig 100 ng/l-nél mar
48 ora elteltével, addig a 10 ng/l-es tdménységnél csak 72 ora elteltével jelent meg a
fluoreszcens jel a majban. Az 1 ng/l-es koncentracid esetében nem figyeltem meg valtozast 96

ora elteltével sem.
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4.3.  Hosszu tava hatasok vizsgalata Chili himeken

4.3.1. A herékben bekivetkezo valtozasok nyomon kiovetése

Mivel az irodalmi adatokbdl ismert, hogy a here mindségére is hatassal vannak a
xenodsztrogén anyagok, szerettiilk volna megnézni, hogy in vivo koriilmények kozott nyomon
kovethetdek-e in vivo a szervben bekovetkezo valtozasok. Ennek érdekében 4 hetes (kronikus)
etinil-6sztradiolnak tettiik ki a him Chili egyedeket, mely jol észlelhet6 elvaltozasokat generalt

a kezelt halakban 100 ng/l-es koncentracion.

20. abra: 100 ng/l EE2-vel kezelt felndtt him Chili a 4 hetes expozicio elétt (balra) és utdn
(jobbra)

A halak a kezelés hatidsdra latvanyosan megvaltoztak: a pikkelyek elallasat
(pikkelyborzolés), a testtomeg csOkkenését €s a here alakjanak és méretének elvaltozasat
figyeltik meg (20. 4bra), utobbinal a zsugorodas mértékét a herének a korberajzoldsaval
szemléltettem. Az &llatok szinében is jelentds eltérést mutatkozott, a kezelt halak joval
fakobbak voltak a 4. hét végére, a kopoltyll vérbdségének mellett a méj vérbdség novekedése

is megfigyelhetd volt. A kezelt halak aktivitasukban is alul maradtak kontroll tarsaiknal.
4.3.2. Az ovotestis megjelenésének vizsgalata

Mivel a Chili vonal egyik f6 felhasznalasi iranyanak az ovotestis kialakulasi
folyamatanak vizsgalatat és in vivo megfigyelését szanjuk, bizonyitani szerettiik volna, hogy a
vonal valdban alkalmas-e erre, az eredeti elképzelésiinknek megfeleléen. Ezért szubkronikus
(4 hetes) vizsgalatot végeztliink, melynél 5 adult tejes egyedet tettiink ki 100 ng/l EE2
koncentracionak, 5 kontroll egyeddel szemben. Az egyedekrdl minden héten fénymikroszkdpos
(BF) és fluoreszncens (YFP) felvételt készitettem, melyek alapjan ellendriztem a herék

allapotat. A petesejtek megjenésére a herékben csak a 4. héten talaltunk egyértelmi
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bizonyitékot. Az ovotestist az 5 kezelt halbol 2 egyed esetében sikeriilt fenotipusosan

megfigyelniink. Az ovotestisrdl késziilt felvételek a 21. abran lathatoak.

21. abra: Ovotestis megjelenése a hereszovetben (alul: YFP fluoreszcens felvétel a herérdl,
benne oocytdk; fent: ugyanazon testrész fénymikorszkopos felvétele)
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. Kovetkeztetések és javaslatok

Altalanossagban elmondhat6, hogy a Chili vonal egyarant alkalmas az dsztrogénhatésu
anyagok rovid- és hosszutava hatasok vizsgalatara. A megfigyelt elvaltozasok in vivo
nyomon kovethetdek akar ugyanazon az allaton beliil is.

A fejlodésbiologusok (27,5 °C) és a toxikologusok (25,5 °C) altal hasznalt
hémérsékleten tartott és kezelt egyedek kozott nem volt jelents kiilonbség a Chili vonal
esetében az embriok ID értékei kozott. A jelek eréssége azonban a Tg(vtgl:mCherry)
vonalhoz képest jelentdsen kisebb volt.

Az akut embri6 tesztekben végzett vizsgalatoknal a Chili inkabb igen-nem valaszt
adott, ezért az ilyen jellegli vizsgalatokra inkabb a Tg(vtgl:mCherry) vonal az
alkalmasabb, melynél a d6zis mértékétdl fiiggott a jel kifejezddése és erdssége.

Az mCherry fehérje termelddése az endogén vitellogenin termelédéssel parhuzamosan
¢s megegyez0 intenzitassal zajlik a zebradaniok majaban (Bakos et al., 2019.), amelyre
a szerv érettsége €s épsége is nagymértékben hat. mely befolyasolja az integralt denzitas
értékét is. A Chili egyedek esetében a maj fejlettsége alulmaradt a Tg(vtgl:mCherry)
vonal ugyanazon koriilmények kozott tartott és kezelt egyedeihez képest, ami
magyarazatul szolgél ID értékeknél tapasztalt eltéréséknél a két vonal kozott.

A hosszltava vizsgalatoknal sikeriilt megfigyelni az ovotestis megjelenését, valamint
jol nyomon kovethetd voltak a bels6 szervek és szovetek elvaltozasa a kezelés hatasara
a Chili himeken. A vonal lehetdséget nyajt arra, hogy folyamatukban is nyomon
kovethetdek legyenek az elvaltozasok. Ez j6 lehetdséget biztosit az egyes elvaltozasok
kritikus szakaszainak meghatdrozasdhoz, a mintavételezések pontos iddzités¢hez,
illetve a molekularis hatteriik pontos feltarasahoz.

A vonal hasznalata hozzajarul a 3R (Replacement, Reduction, Refinement) stratégiahoz.
A Chili vonal multikolor kialakitasti biomarker vonal amely a Casper keresztezési
partner tulajdonsagait is hordozza (transzparens test) igy egyrészt kevesebb sziilo
egyedet kell felhasznalni az allomany fenntartasahoz, masrészt a kisérletben felhasznalt
halak mennyisége is jelentdsen csokkenthetd a hasznalatukkal.

Mivel a B-actin:YFP transzgenikus halak minden sejtjében expresszal a transzgén, egy
alapvet6 ,hattérzajt” jelentkezik az oocytak vizsgalatanal, amellyel szamolni kell a

vizsgalatok értékelésénél. Annak ellenére, hogy a B-actin:YFP transzgén betoltotte a
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neki szant szerepet a Chili vonalon beliil, egy masik Kifejezetten oocyta specifikus
transzgén hasznalata megfontolando lehet egy tjabb ,,Chili verzio” kialakitasanal.

A vonal az eddigi eredményeink alapjan alkalmas egyedi hatéanyagok, hatéanyag
kombinaciok és kornyezeti mintdk rovid és hosszatavi vizsgalatara, illetve
felhasznalhat6 lehet az ivarszervek kialakuldsaval, mikodésével kapcsolatos
fejlodésbiologiai  vizsgalatoknak is, melynek eredményei akar kozvetleniil is
felhasznalhatéak lehetnek akar a togazdasagi, vagy egyéb akvakultirds haltenyésztés

tertiletén is.
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6. Osszefoglalis

Az Osztrogénhatasti anyagok a természetes kozegek koziil legnagyobb mértékben a
felszini vizeinket szennyezik. A halak, amelyek az egyetlen olyan gerinces csoport képviseloi,
amelyek a teljes életciklusukat a vizben toltik, fokozottan ki vannak téve a hatasaiknak. A
xenodsztrogének halakra gyakorolt rovidtavi hatasai laborkoriilmények kozott jol
modellezhetéek ¢és vizsgalhatdak akar in vivo koriilmények kozott is, a hosszatava
vizsgalatoknal a szervi/szoveti elvaltozasok modellezése azonban csak korlatozottan
lehetséges, illetve ez esetben az in Vvivo vizsgalati lehetdségek 1ényegében hianyoznak, annak
ellenére, hogy nagy igény lenne rajuk.

A zebradanié (Danio rerio), mint kisérleti modell nyujtotta elényoket kihasznalva a
tanszékiink egy olyan biomarker zebraddnié vonalat hozott Iétre, amely segitségével egyszerre
kovethetdek nyomon az Osztrogénhatasti anyagok okozta rovidtavu (vitellogenin termelés
valtozasa), valamint hosszatava (ovotestis kialakulasa) élettani folyamatok az allat elpusztitasa
nélkil. Dolgozatom kozéppontjdban ez a dupla recessziv mutacidt tartalmazé multikolor
biomarker transzgenikus zebradanié vonal, a Chili (roy”;nacre”/Tg(vtgl:mCherry;fact:YFP)
vizsgalata allt, melynek a toxikologiai és fejléddésbioldgiai célokra torténd felhasznalhatosagat
tobb szempont szerint is jellemeztem:

- A Chili vonal egyedfejlodését nyomonkdvetve készitettem egy életciklus atlaszt a
termékenytiléstdl az ivarérésig, amely referenciaként hasznalhat6 a vonal egyedein
torténd vizsgalatok okozta fenotipusos elvaltozasok, illetve azok mértékének a
meghatarozasahoz mindkét ivar esetében.

- Rovid tavi EDC kezelések segitségével elvégeztem a Chili és a kialakitasanal
keresztezési partnerként hasznalt Tg(vtgl:mCherry) transzgenikus vonalak embridinak
Osszehasonlitasat az 0sztrogénérzékenységiik szempontjabol. Az eredmények alapjan
elmondhato, hogy bar a Chili vonal alkalmas az akut embri6 vizsgélatokra, a
Tg(vtgl:mCherry) vonal érzékenysége minden esetben feliilmulja azt.

- Tanulményoztam tovabba a vitellogenin termelés indukciojat jelzd mCherry
fluoreszcens jel kifejez6dését adult Chili him egyedek majaban, akut EE2 kezelések
hatdsdra. A vizsgalatok sordn a kornyezeti koncentraciok koriili dozisokndl a
fluoreszcens jel aktivalodasa mar 48-72 6ra alatt in vivo is megfigyelhetd volt a kisérlet

kezdete utan.
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- Az adult himeken EE2-vel folytatott hosszutavh kezelések soran sikeriilt megfigyelni
fluoreszcens mikroszkdp segitségével a vegyiilet altal okozott ovotestis kialakuldsat az
allatok felaldozasa nélkiil is.

Osszességében elmondhatd, hogy a Chili vonal bevaltotta a hozza fiizétt reményeket és

kivaléan alkalmas az Osztrogénhatisu vegyiiletek rovid és hosszatava hatasainak in vivo
nyomonkovetéséhez. A vonal a fejlédésbioldgiai és a toxikoldgiai vizsgalatok egy 11j, nagy jovo

el6tt allo modellje lehet a tovabbiakban.
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