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Roviditések jegyzéke

ABPV: acute bee paralysis virus, heveny

méhbénulas virus
ATP: adenozin-trifoszfat

BSA: bovine serum albumin,

szarvasmarha szérum albumin
CAT: katalaz

CBPV: chronic bee paralysis virus, idiilt

méhbénulas virus

CCD: colony collapse disorder, kolonia-

Osszeomlés korkép
CYP450: citokrém P450

DWYV: deformed wing virus, deformalt

szarny virus

G6PDH: gliik6z-6-foszfat-dehidrogenaz
GSH: redukalt glutation

GSSG: oxidalt glutation

GST: glutation-S-transzferaz

H>02: hidrogén-peroxid

HRP: horseradish peroxidase,

tormaperoxidaz

IAPV: israeli acute paralysis virus, izraeli

heveny méhbénulés virus

JH: juvenilis hormon

LD50: letalis dozis 50
MDA: malondialdehid
nAChR: nikotinos acetil-kolin receptor

NADPH + H": redukalt nikotinamid-

adenin-dinukleotid-foszfat

NMDA: N-metil-D-aszpartat

NO: nitrogén-monoxid

Os: 6zon

9-ODA: 9-oxodecensav

PER: proboscis extension reflex, szajszerv
nyujtasi reflex

RCS: reactive chlorine species, reaktiv
klor szabadgyokok

RH: relative humidity, relativ paratartalom

RNS: reactive nitrogen species, reaktiv

nitrogén szabadgyokok

ROS: reactive oxygen species, reaktiv

oxigén szabadgyokok
SOD: szuperoxid-dizmutéz
TBA: tiobarbitursav

TPC: total protein concentration,

Osszfehérje-koncentracid



Bevezetés

A kiilonbozoé beporzo rovarfajok kimagasld jelentdséggel birnak az agrarium, az
Okologia és az élelmiszeripar szdmara. A rohamosan gyarapodd népességszammal
parhuzamosan a fogyasztott ¢lelmiszerek mennyisége is novekvd tendenciat mutat. Ezen
¢lelmiszereknek jelentds hanyada pedig olyan novényekbdl szarmazik, melyeknek fejlodése
beporzéashoz kotott [1]. Az elmult évtizedekben azonban hossztavon és éves veszteségként
is jelentkezett a beporz6 izeltlabuak populacidinak csokkenése. Ennek hatterében szamos ok
allhat, tobbek kozott a fert6zo betegségek, kartevok (Varroa destructor), agrokémiai hatasok
[2], szallitas altal okozott stressz, nem megfeleld takarmanyozas, éghajlati valtozasok [3],
illetve az elektromagneses sugéarzasnak vald fokozott kitettség [4]. Mivel nem lehet
megnevezni egy oki tényezo6t a beporzok eltiinésének hatterében, ezért egy ezen faktorokat
Osszefoglald betegségként hivatkoznak ra. Ez a kolonia-osszeomlas korkép (Colony
Collapse Disorder, CCD), mely globalisan is egyre nagyobb figyelmet kap. A korkép
tipikusan a méhcsalad dolgozodinak eltiinésével jar [S]. A kaptar igy hatramarad a
méhanyaval, herékkel, fiasitdssal, valamint pollen- és mézraktarakkal. A csalad a

munkasméhek nélkiil azonban nem marad sokdig ¢€letképes, igy elpusztul.



Célkituzések

Az elmult évtizedekben egyre nagyobb mértéket 6lt a beporzd rovarfajok szdmanak
csokkenése. Ez a probléma nemcsak 6kolégiai szempontbol, hanem a mezdgazdasag €s az
¢lelmiszeripar szamara is drasztikus kovetkezményekkel jar. A beporzd rovarfajok
eltinésének hatterében szamos tényezo all, melyek koziil a kolonia-6sszeomléas korkép az
egyik legfontosabb, mely vildgszerte jelentds figyelmet kap. E kor kialakulasaban tobb
faktor jatszik szerepet, koztiik a kiilonbozo fert6zo betegségek, a stressz altal okozott negativ
hatasok, a természetes €¢l6helyek €s a biodiverzitas csokkenése. Az emlitett faktorok koziil
is kiemelkedd szerepet tulajdonitanak az intenziv mezdgazdasag soran alkalmazott
ndvényvédodszereknek valo kitettségnek.

Az emberek altal fogyasztott élelmiszer jelentds hényada olyan ndvényekbdl
szarmazik, melyek kiilonb6zé beporzoktol fliggenek. Az agrarium szamdra kimagaslod
jelentdséggel birnak a mézeld méhek, melyeknek populacidoi a beporzo rovarfajok
legnagyobb hanyadat adjak. A rohamosan novekvo népességszammal parhuzamosan az
¢lelmiszerellatmanynak is novekednie kell, mely tendencia elérhetetlen lenne a
mezdgazdasagban hasznalt ndvényvéddszerek hasznalata nélkiil. Ezen szerek azonban nem
szelektivek, igy negativ hatdssal vannak a nem céléllatfajokra is, koztiik a mézeld méhekre.
A neonikotinoid inszekticidek 1is ilyen széles korben alkalmazott szerek, melyek
generacios neonikotinoidok csoportjaba tartozd acetamiprid vildgszerte biztonsagosnak veélt
hatéanyag, melynek alkalmazasara kevésbé szigort eldirasok vonatkoznak, mint példaul a
szintén elsé generacios imidakloprid esetében. Hatasuk azonban tagadhatatlan a nem
célallatfajokra, amit kordbban szamos tanulmdnyban bizonyitottak, azonban a mézeld
méhekre mért kovetkezményeirdl kevés elérhetd kutatas 1étezik.

Jelen dolgozat célja az acetamiprid akut, szubletédlis hatdsainak vizsgalata a nyugati
mézeld méh (Apis mellifera) kozponti idegrendszerének redox-homeosztazisara. A
felgyiilemld reaktiv vegyiiletek miatt feltehetden kialakulo oxidativ stressz karositja a meéhek
egészségét és potencialisan hozzajarul a CCD kialakulasdhoz. Kimutatasanak €s mértékének
meghatdrozasa céljabol vizsgalt paraméterek a H>O», valamint MDA koncentrécidja, a GSH-
GSSG aranya, tovabba a G6PDH és SOD enzimek aktivitdsa voltak. Eredményeink
hozzéjarulhatnak a jovOben a novényvédOszereknek a biztonsdgosabb és tudatosabb

hasznalatdhoz, figyelembe véve a beporzo rovarfajok sértetlenségét €s egészségét.



Irodalmi attekintés

Nvyugati mézeld méh

A nyugati mézelé méh (4pis mellifera), Carl von Linné svéd természettudos
rendszere szerint, az izeltlabtiak (Arthropoda) térzsébe, a rovarok (Insecta) osztalyaba, a
hartyasszarnyuak (Hymenoptera) rendjébe, a méhfélék csaladjaba (Apidae), a mézeld méhek
(Apinae) alcsalddjaba ¢és az Apis nembe tartozik. Ebbe a nembe tartozd méhfélék
valamennyien nektart gylijtenek ¢€s beldle mézet készitenek. A méhészkedés,
méhgazdalkodas szempontjabol azonban a nyugati- €s a keleti mézelé méhnek (Apis cerana)
van kimagasld jelentdsége [6]. Jelen dolgozat a nyugati mézeld6 méhhel kapcsolatos

vizsgalatokra tér ki.

A méhcsalad felépitése

A mézelé méhek a rovarok azon csoportjaba tartoznak, melyeknek fejlédése teljes
atalakuldssal (holometamorf6zis) torténik. Ez azt jelenti, hogy a larva és a bebabozddas utan
kikel6 rovar eltér mind morfologiaban, mind viselkedésben. A fejlodés szakaszai: pete, alca
(larva), bab, kifejlett egyed. Az egészséges méhcsalad tagjait az altaluk végzett munka
alapjan részaranyosan, harom kasztba lehet besorolni. A hdrom kasztot a méhanya, a herék
¢s a dolgozok jelentik. A munkasméhek egyedszdma a nyari periodusban hozzavetdlegesen
60.000 (ennek a harmada az attelel6 népesség), a herék szama néhény szazra tehetd, mig
méhanya csak egy van [6]. A csalad ezen felosztasi egyenstlyanak a felboruldsa akar
végzetes is lehet az egész kaptarra nézve, igy a méhészeknek hatalmas feleléssége van
abban, hogy méhészetiikben észrevegyék az anyatlan vagy alanyas méhcsaladokat. A méhek
euszocialis tarsadalomban élnek, ami azt jelenti, hogy csak az anya feladata a szaporodas, és
minden mas egyed a kaptarban ennek az utdda. A naszrepiilés soran 15-25 herével parosodik.
A spermium a méhanya spermatheca-jdban raktarozodik, igy az anya vagy
megtermékenyitett, vagy megtermékenyitetlen petét képes rakni. A megtermékenyitett
diploid sejtbdl késdbb majd vagy dolgozd vagy 0jabb anya lesz, a megtermékenyitetlen
haploid sejtbdl pedig here fog kifejlddni. A mézeld6 méhekben ez a haplodiploid
ivarmeghatarozasi modszer egy egyediilallé embriogenezist segit el6 [7]. Az anya a sikeres
naszrepiilés befejeztével kezdi el rakni petéit, amit élete végéig folytat. Ez természetes
koriilmények kozott négy-6t évet is jelenthet, viszont a méhészetekben a mindségi
méhszaporulat érdekében legtobbszor 2-3 év utan szelektalnak. A méhanya ezen kiviil termel

egy anyaterméknek nevezett vegyliletet, a 9-oxodecensavat (9-ODA) [8]. Ez a vegyiilet



megakadalyozza a munkasméhek petefészkeinek miikodését, tovabba, hogy a dolgozdk az 6
ideje alatt ijabb anyat neveljenek. A herék egyetlen feladata a méhanya megtermékenyitése
a naszrepiilés soran.

A dolgozok mind szaporodadsra képtelen néstények ¢és az & feladatkorik a
legszéleskorlibb. A fiatalabb egyedek etetik az alcakat és az anyat, takaritanak, érkddnek
vagy épitenek. A tajékozodo kirepiilések utan kezdddik meg a munkdsméh kaptaron kiviili
munkdja, a viragpor, nektar és propolisz gytlijtése. A taplalékkeresést altalaban életiik 21.
napja utan kezdik el, aminek hatterében a juvenilis hormon (JH) megnovekedett szintje all
munkasméhek agyanak antenna lebenyében sokkal nagyobb aranyban van jelen, mint a
dajkdknak [10]. Bar a méhek nagyon fejlett tajékozodo képességgel rendelkeznek, mégis
kiilonb6z6 hatasokra eléfordulhat, hogy nem taldlnak vissza a kaptarba. Ez a jelenség az
eltijolas, melynek hatterében legijabb ismereteink szerint szamos ok allhat. Ilyenek
lehetnek példaul az elektromagneses sugarzasnak valé fokozott kitettség [4], egyes hirtelen
éghajlati valtozasok [3], vagy éppen az agriariumban hasznalt ndvényvéddszerekkel
szembeni fokozott kitettség [2].

Karl von Frisch mézeld méhek viselkedését érintd tanulmanyaban hivta fel a
figyelmet a méhek tancanak fontossagara. A taplalékkeres6 munkasméhek tanccal képesek
a legeldn a taplalékforras megtalaldsdhoz sziikséges tavolsdgra és irdnyra vonatkozd
informaciokat atadni. Ezen t0l szagmintdkat is hagynak, melyek konnyebbé teszik
megtalalasat [11]. A tancon kiviil a feromonoknak is meghatarozo6 szerepe van és az egyik
legfejlettebb kommunikacidos modot jelentik a tarsas rovarok kozott. A feromonok olyan
kémiai anyagok, melyeket belsé elvalasztasu mirigyek segitségével vélasztanak ki. Ezen
vegyiiletek elengedhetetlenek a méhtarsadalom komplexitasanak megdrzésében, és kelld
mennyiségli rugalmassdgot biztositanak ahhoz, hogy a valtozo kdrnyezeti feltételekhez a
koloénia egésze alkalmazkodni tudjon [12]. Ha a méheket kirepiilésiik utan elfogtak és egy
tetszOleges helyen szabadon engedték, a kaptarig vald visszatalalasig rogzitett reptilési
iranyt repiilik, amelyen elfogasukkor voltak, vagy pedig amelyet tdncos kommunikacid
soran tanultak. A t4jékozodo repiilésre a lassu sebesség és a gyakori irdnyvaltoztatas a

jellemzé [13].



A méhek 6kologiai szerepe

Az ¢let a f6ldon rendkiviil fontos természet adta javaktol fiigg, ezek az ugynevezett
Okoszisztéma szolgaltatasok. E szolgaltatasok biztositjak az éldlények diverzitasat, valamint
az embereknek is sziikséges élelmiszer, takarmany, fa, biomassza, vagy akéar tiizeldanyag
eloallitasat [14]. A beporzas is egy ilyen 6koszisztéma szolgaltatds, mely torténhet abiotikus
uton a sz¢l és viz altal, azonban a legtobb virdgos novénynek a biotikus, azaz mas ¢él6lény
altali beporzasra van sziiksége. Az allati beporzasu novények atlagos aranya a mérsékelt
¢govi kozosségekben a fajok 78%-at, a tropusi kdzosségekben pedig 94%-at érinti [15]. A
mézeld méhek beporzd tevékenysége nélkiilozhetetlen az agrarium szamadra, hiszen a
beporzo rovarok Osszességét nézve 0k vannak a legnagyobb szamban jelen [14]. A nyugati
mézeldé méh vildgszerte 215 millidrd dollar értékii terményt poroz be [16]. Bar a
méhcsaladok szama 1961 o6ta 45%-kal nétt globalisan, a beporzoktdl fiiggd ndovények aranya
300%-kal emelkedett, ami nagy mértékben megterheli a beporzasi kapacitast [17]. Az
emberek altal fogyasztott élelmiszer 35%-a olyan ndvényekbdl szarmazik, melyek a rovarok
altali beporzastdl fiiggenek [1].

A mézel6 méhcsaladok szama azonban az elmult évtizedekben rohamosan csokken,
mely csokkenés mind hossza tavon, mind éves veszteségként leginkdbb Eurdpa és USA
szerte jelentkezett [18]. A potencidlisan kéaros kovetkezmények kozé tartozik a
terméshozamok csokkenésébdl eredd gazdasdgi veszteség, ¢és az alacsonyabb
termelékenység kovetkezményeként mezdgazdasagra gyakorolt szélesebb korti hatasok
[19]. A beporzok ¢éppen ezért Iétfontossdgiiak a fenntarthatd mezOgazdasag ¢és
¢lelmiszerbiztonsdg szempontjabol. A mézeld méhpopulaciok jelenlegi hanyatlasa
hangstlyozza annak sziikségességét, hogy felmérjiik, milyen gazdasagi karokat okozhat ez
a jovOben. Ennek a szambeli visszaesésnek tobb oka is lehet, ezek koz¢é tartozik az €l6hely
¢és genetikai diverzitas csokkenése, kiilonb6zo fert6zé megbetegedések, peszticideknek vald
fokozott kitettség, valamint a hirtelen bekdvetkezd iddjarasi és éghajlati valtozasok [20]. A
pollinator fajok szdménak csokkenésébdl fakadd problémékra mar kordbban is szdmos
alkalommal felhivtdk a figyelmet. Ezen belathatatlan kovetkezményekkel jard katasztrofa
megeldzése elengedhetetlen az emberiség és az altalunk ismert 6koszisztéma fenntartasa

szempontjabol.



A méhek fert6z0 betegségei

A mézel6 méheket szamos fertdz6 megbetegedés fenyegeti. Ezek egyike a varroa
atkanak (Varroa destructor) valo kitettség, mely amellett, hogy a méhek hemolimfajaval
taplalkozik, a kifejlett egyedeket, a fiasitast s az imagot is karositja. A varroa atka szamos
korokozot terjeszt, koztiik a retrovirusok kozé tartozd deformalt szarny virust (deformed
wing virus, DWV), mely els6sorban a fiasitast karositja [21]. Egyéb virusos megbetegedések
kozé tartozik a heveny méhbénulas virus (acute bee paralysis virus, ABPV) ¢és az idiilt
méhbénulas virus (feketekor, CBPV), melyek hatasara a fo észrevehetd klinikai tiinet a
remegés. Fontos megemliteni még az izraeli heveny méhbénulés virust (israeli acute bee
paralysis virus, IAPV), melynek szintén nagy jelentdséget tulajdonitanak a
koldniadsszeomlas kialakulasaban [22]. A légcsOatka (Acarapis woodi) szintén
hemolimféaval taplalkozik, melyhez a 1égzdszervhez tapadva jut hozza. A mikrosporidiumok
két faja, a Nosema apis és a Nosema ceranea pedig karosithatjadk a méhek bélrendszerét,
szamos baktériumnak €s virusnak kitéve azt. Bar a Nosema apis a legrégebben diagnosztizalt
faj a méhekben, a nyugati mézeld méh esetében a legnagyobb kérokat a Nosema ceranea
okozza [23]. Baktérium altali jelentés megbetegedés a Paenibacillus larvae altal okozott
nyulés vagy amerikai koltésrothadas. Ez a Gram-pozitiv, burokkal rendelkezd és aerob
sporaképzd baktérium a fiasitds soran a larvékat fertézi meg, elszaporodva azok
kozépbelében. Sporaképzd 1évén gydgyitasa nehéz, hiszen azon szerek koncentracidja, ami
elpusztitand a spordkat, mar a kolonia egészére is végzetes lenne. A betegség a hatalyos
szabalyozasoknak megfelelden szigoriian bejelentési kotelezettség alé tartozik és az érintett
csalddok elégetés révén torténd megsemmisitését vonja maga utan [24]. A méhegészségiigy
szempontjabol szamos tovabbi virus, bakterialis, gombas megbetegedés vagy egyéb kartevo
(pl. kis kaptarbogar; Aethina tumida) altal okozott érintettség is tovabbi jelentdséggel bir,
melyeket azonban, mivel nem képezik szorosan a dolgozat témdajat, részleteiben nem

ismertetink.

Elnéptelenedés szindroma (Colony Collapse Disorder, CCD)

A nyugati nagylizemi méhészeteket mar szamos kar fenyegette az idok soran, kezdve
a fent emlitett izeltlabu kéartevoktol a kiillonbozo betegségekig. A 2006-0s év szén, egy addig
még soha nem latott, minden elézmény nélkiili kiiiriilés tortént a nyugati mézeld méheket
érinté koloniakban az Egyesiilt Allamokban. A jelenség elészor a keleti partvidék mentén

jelentkezett, de par honappal késébb a nyugati partvidéken is feliitotte a fejét. Ezt a hirtelen
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kaptar elnéptelenedést, mivelhogy kordbban semmi ehhez hasonlét nem irtak le,
ideiglenesen ,,Fall Dwindle Disease” -nek nevezték el, ami késobb jelentds nemzeti és
nemzetkdzi figyelmet kapott [25]. A koérképre azota leginkabb Colony Collapse Disorder-
ként (CCD), vagy magyarul elnéptelenedési szindromaként hivatkoznak, hiszen a 6
jellemzdje a kolonia dolgozd méhalloméanyéanak hirtelen elvesztése. A kolonia-6sszeomlas
korképet Eurdpaban eldszor 2009-ben, Svajcban dokumentaltak, azdta azonban mar szinte
az Osszes orszagban is visszavezethetd volt rd a méhcsaladok pusztulasa [26]. Annak
érdekében, hogy szamszerlisiteni lehessen az Egyesiilt Allamok méhészeteiben 2006
szeptembere ¢és 2007 marciusa kozott tapasztalt veszteségek mértékét és nagysagat, az
Apiary Inspectors of America (AIA) 384 méhészeti tevékenységet, és Osszesen 143816
méhcsaladot vizsgalt meg. Az atlagos méhveszteség 31,8% ¢és 37,6% kozott alakult. Ebbdl
a bizonyitottan CCD-ben szenvedd méhészeteknek 45%-0s, mig a CCD-ben nem szenvedd
méhészeteknek 25,4%-o0s Osszvesztesége volt [27].

A koér egyik okanak a ndovényvédelemre alkalmazott rovarirtoszereket tartjak,
melyeknek valo tartds kitettség megzavarhatja az idegi kolinerg és oktopaminerg jelatvitelt.
Ez a neurondlis jelatvitel gatlas a kozvetlen bénitd hatds mellett karositja az olfaktorikus
tanuldst és memoriat, igy a dolgozé méhek nem tudnak visszatérni a kaptarba [2]. A kaptar
igy hatramarad a kirdlynovel, a herékkel és viszonylag béséges méz- és pollenraktarral. A
visszamaradt méhcsalad azonban nem tudja fenntartani magat a dolgozok nélkiil, igy végiil
elpusztul. A CCD egyéb korképektdl, példaul akut rovarirtdszer-mérgezéstdl vald
megkiilonboztetése a kaptarban, vagy akoriil 1évo tetemek alapjan torténik. CCD esetén
ugyanis az akut mérgezéstol eltérden nagyon kevés, vagy szinte egyaltalan nem lathat6 halott
méh a kaptar kozelében. A kaptarkartevok invazidja és a lopassal jard parazitizmus
(kleptoparazitizmus) a szomszédos méhcsaladokbol is késleltetve kovetkezik be [5]. A
kolonia-6sszeomlas oka ma sem tisztazott, tobb faktor egyiittes hat4sa allhat a hattérben. A
legvalosziniibbnek tartott okok kozé tartozik az invaziv varroa atka okozta veszteség, az
izraeli akut paralizisvirus, a bélparazita Nosema, a termesztett ndovényekre vagy
méhkaptarakban eléfordulé atkak ellen alkalmazott peszticideknek valo kitettség, szallitas
okozta stressz, nem megfeleld takarmanyozas [28], a kirdlyndk genetikai variabilitdsanak
csokkenése, agrokémia alkalmazasa a mezdgazdasagban €s a rossz méhészeti gazdalkodas
[29]. Végeztek mar kordbban vizsgalatot a kockézati tényezdknek vald Kkitettség
Osszehasonlitasa érdekében a CCD altal érintett és nem érintett populaciok kozott. A 61
vizsgalt valtozo koziil, egyik mért érték sem bizonyult a CCD egyediili okdnak. A kisérletek

tovabbi eredményei alapjan a CCD altal érintett méhcsaladok korokozé terhelése magasabb
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volt, mint a kontrollcsoportoké, ezzel ellentétben a Varroa destructor parazita ellen hasznalt
atkadlo szer szintje alacsonyabb értéket mutatott [30]. Az egyéb kémiai hatasoknak valod
kitétel, a kaptarban alkalmazott rovardlé szerek és antibiotikumok, stressz hatdsai is

kedvezotleniil hatnak a méhek immunrendszerére [31].

Neonikotinoidok

A neonikotinoidok az agrariumban jelenleg a legszélesebb korben alkalmazott
szintetikus kartevoirto szerek vilagszerte. A nikotinhoz hasonloan a rovarok idegrendszerére
hatnak a posztszinaptikus nikotinos acetil-kolin receptorokon (nAChR) keresztiil [32].
Agonista hatdsuk révén megvaltoztatjdk a membranpotencidlt, ami neuronalis
hiperexcitaciohoz, végiil bénuldshoz ¢és haldlhoz vezet. Gerincesekre nem tartjak
nagymértékben karosnak, mivel a vér-agy gat megakadalyozza a kdzponti idegrendszerben
nagy koncentracidban valdé megoszlasat [33]. A neonikotinoidokat az 1970-es években
fejlesztették ki, a heterociklikus nitrometilének rovardld szerként valo felhasznalasra torténd
fejlesztései soran [34]. A Nihon Bayer Agrochem vegyészei 1984-ben fedezt¢k fel az
imidaklopridot, amikor az alapmolekuldhoz hozzaadtak 3 piridilmetilcsoportot. Ez a
hozzdadas csokkentette az emldsokre gyakorolt toxicitast, ugyanakkor megnovelte a
rovardlé hatast [33]. A 8 leggyakoribb neonikotinoidot csoportositani lehet generaciok
szerint. Az elsd generacidba tartozok az imidakloprid, nitenpiram, tiakloprid, és acetamiprid.
Maisodik generdcidos a tiametoxam ¢és a klotianidin. Harmadik generacidba pedig a
dinotefuran tartozik. Eddigi generacids vegyliletek mindegyike rendelkezik egy vagy tobb
amin csoporttal. A negyedik generacios szulfoxaflor ez alol az egyediili kivétel [35]. 2015-
ben a globalis novényvéddszerpiac 25%-at a neonikotinoidok tették ki [36].

Mivel vizoldhatosdguk lehetové teszi a ndvényi szovetekben vald hatékony
megoszlast, alkalmazasukat kovetden jelen lesznek a virdgporban €s a nektarban is, igy ezek
a virdgforrasok mérgezévé valnak a beporzok szamara. A neonikotinoidok hosszu tdvon
kimutathaté koncentracidja bar a ndvényvédelem szempontjabdl hasznos, azonban a
vegyszerek karositd hatasa is megmarad, még akkor is, ha az elsd alkalmazasra a viragozasi
1d6északon kiviil kertilt sor [37]. Hosszabb 1don keresztiil megmaradhatnak a talajban is, igy
a kitettség a virdgzason tllra, a kovetkezd évre is nyulhat. A hatéanyag megtaldlhato a
novények guttacids folyadékaban is, ezzel ndvelve a veszélyességét a nem célszervezetekre.
A mézelé méhek igy tobb fronton is ki vannak téve a hatéanyagoknak és azok potencidlisan

karos hatasainak.
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Az 06t leggyakrabban hasznalt neonikotinoid altali méz kontaminéciot globalisan
mérve, a vizsgalt mintdk 75%-a tartalmazott minimum egy hatéanyagot. Ebb6dl 30%-bol
mutattak ki egy, 45%-bol kettd-6t, 10%-bdl négy-6t féle neonikotinoidot. A tobbszords
kontaminacié Eszak-Amerikéban bizonyult a legjellemz&bbnek. Az eléfordulasi gyakorisag
az imidakloprid esetében volt a legmagasabb, ¢és klotianidin esetében a legalacsonyabb. A
pozitiv mintaknal a maximalis és atlag koncentracidk az acetamiprid és a tiakloprid esetében

voltak a legmagasabbak [38]. Ezen peszticideknek valo kitettség negativan befolyasolta a

crer

crer

megvaltoztatasaval [40]. Ezek a patofiziologiai rendellenességek a méretben ¢és a
szerkezetben, gatoljak az élettani funkciokat. A mitokondriumok majd minden sejtiinkben
megtalalhato sejtorganellumok, melyek egyik legfobb feladata az oxidativ foszforilacid és
az adenozin-trifoszfat (ATP) szintézise, ami a hatébanyagnak valo kitettség hatasara sériil és
sejtszintli energiahidny 1ép fel. Ezen kéros hatdsok mellett a neonikotinoidok feltehetden
oxidativ stresszt indukalnak, amit a reaktiv molekuldk felszaporodasabdl eredd redox

homeosztazis felboritasaval okoznak, ami a klinikai megfigyelések hatterében is allhat [41].

Acetamiprid

Az acetamiprid ((E)-N'-[(6-kloro-3-piridil)metil]-N>-ciano-N'-metilacetamidin) egy
N-cianoamidinek koz¢ tartozo, klorozott, elsd generacids neonikotinoid. Kémiai szerkezetét
az 1. abra szemlélteti. Metabolizmusa emlds6kben foképp a majban torténik, olyan enzimek
altal, mint az aldehid-oxid4z és a citokrom P450 (CYP450) rendszer, majd legnagyobb
mennyiségben a vizelettel tirtil [42]. Eldszor 1984-ben szintetizaltdk és 2002-ben kertilt
kereskedelmi forgalomba novények é€s haszonallatok szdmara. Az utobbi évtizedben az
acetamipridet széles korben hasznaljdk mezdgazdasdgi, haztartdsi és kozegészségligyi
tevékenységekben a tobb szempontbol is veszélyesebb organofoszfatok, karbamatok és

piretroidok helyettesitésére [43].
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1. abra Az acetamiprid kémiai szerkezete, Forras: Silva és mtsai., 2019 [44]

Laboratoriumi tesztek kimutattdk, hogy a kereskedelmi forgalomban 1évo
neonikotinoidok koziil a nitroszubszitualt vegyiiletek, mint példaul az imidakloprid,
tiametoxam ¢és klotianidin a legtoxikusabbak. A cianoszubsztitualt vegyiiletek, mint az
acetamiprid sokkal alacsonyabb LD50 értékeket mutattak. 2 pg/méh acetamiprid a torra
cseppentve jelentésen csokkentette a mézeld méhek élettartamat, korai taplalékkeresd
aktivitast indukalt, befolyasolta a munkasméhek korforgasat és csokkentette a munkasméhek
taplalékkeresd kirepiiléseit [45]. Az ¢lettartam csokkenését ezen koncentracid
alkalmazasdval mdés kisérlet is bizonyitotta. 2 pg/méh hatdanyaggal kezelt méhek
csoportjanak a fele elpusztult a kisérlet 15. napjaig. Alacsonyabb dézisokkal kezelt
csoportok esetében az elhullas 20. napon vagy késébb kovetkezett be [46]. Egy masik
kisérlet eredményei szerint 5 mg/l acetamipridnek valé tartds expozicio a larvalis fejléddés
soran negativan hat a méhlarvak immunrendszerére és detoxifikacids folyamataira [47]. Az
acetamiprid metabolitjaival végzett vizsgalatok esetén még 50 pg/méh esetében sem
bizonyultak letalisnak topikalis alkalmazés esetén [48].
igy a méhekre gyakorolt toxicitasra. Emiatt egyes hatéanyagok, mint a fungicidek kozé
tartozo azol tipust tebukonazol szigoru szabalyozas ala esik. Ez ugyanis gatolja a CYP450
enzimek miikodését, amik igy az acetamipridet képtelenek lebontani, ami a méhekre nézve
fatalis kovetkezményekkel jar [49]. Emiatt a tebukonazolt csak ¢&jjel lehet alkalmazni, mivel
nappal a taplalékkeres6 méhek nagymértékben ki lennének téve a kéaros hatisainak. Az
acetamiprid alkalmazésara kevésbé szigoru szabalyok vonatkoznak, tovabba az egyetlen
neonikotinoid, amely 2018-t6l korlatozasok nélkiil hasznalhato a szabadf6ldi termesztésben
az EU-ban is, engedélyét 2033. februar 28-ig megujitottdk a 2018/113-as rendelet

értelmében.
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Acetamiprid kiilonboz6é dozisaival (2 pg/méh, 1 pg/méh, 0,5 pg/méh) kezelt hazi
méhek esetében az eredmények igazoltak, hogy sériilt mind a memoria, mind a tanulasi
képesség, csokkent a szajszerv nyujtasi reflex (proboscis extension reflex, PER) sikeressége,
tovabba negativan befolyasolta a munkdsméhek hazatérd képességét [46].

Gerinces ¢és gerinctelen allatokban is kimutattdk a neonikotinoidok, ezzel egyiitt az
acetamiprid altal okozott fehérje-, DNS- és lipidkarositast. Az igy felszabadulo reaktiv
oxigén- (reactive oxygen species, ROS) és reaktiv nitrogén szabadgyokok (reactive nitrogen
species, RNS) oxidativ stresszt okoznak. A méhekkel ellentétben egyéb fajokban in vivo és
in vitro kisérletekkel igazoltdk, hogy az acetamipridnek vald kitettség fokozza a ROS
termelddését, ami felboritja az antioxidans egyensulyt [50]. A kozponti idegrendszer,
kiilonosen a kisagy érzékeny az oxidativ stresszre, a magas oxigénfogyasztds ¢és
tobbszorosen telitetlen zsirsavak, valamint az antioxiddns enzimek alacsony koncentracioja
végett [51]. Az acetamiprid hatasara mézel6 méhekben bekovetkezd karos hatasokat a 2.

abra foglalja 6ssze.

F6 hatdsmechanizmus:
posztszinaptikus nAChR
agonista

Acetamipridnek valo kitettség SN

Akut, szubletalis hatasok

2. abra Acetamiprid kitettség hatasara bekovetkezd karos kovetkezmények méhekben (Forras: sajat abra)

Acetamiprid hatasa gerincesekben

Emldsokben az alacsony affinitasi nAChR-ok ellenére is neurotoxikus hatasokrol
szamoltak be acetamiprid expoziciot kovetéen. Him patkdnyoknak szondén keresztiil

naponta, 28 napon at 10, 20 és 40 mg/ttkg acetamipridet adtak be. A t4jékozodd memoriat

15



Morris-féle labirintussal vizsgaltak, tovabba a hippokampuszt szovettanilag is értékelték. Az
eredmények szerint az alacsony dozis csokkentette a hippokampuszban a glutamat és az N-
metil-D-aszpartat (NMDA) receptorok expresszidjat, ezzel karositotta a memoria rogziilését,
[52]. Egy maésik kisérletben a patkanyokat 3 honapig 3,14 mg/ttkg dézisban (LD50/60)
kezeltek. A mitokondridlis citokrom-c aktivitas jelentdés fokozdddsa az agysejtekben
apoptozist indukalt, tovabba a peszticidnek valo kitettség megvaltoztatta kiilonbozo
neurotranszmitterek aranyat, ami csOkkentette a patkanyok tanuldsi képességét [53]. 100
mg/kg doézisban 7 napon keresztiil Sprague Dawley patkanyoknak adagolt acetamiprid
hatasara szintén blokkolodott a tanulasi képesség, tovabba a mar kialakult memoria
visszahivasa [54]. In vitro koriilmények kozt, 0jsziilott patkdnyokbol szarmazod kisagyi
neuronok tenyészetén is vizsgaltak az acetamiprid karos hatdsat az idegfejlodés kiilonb6zd
szakaszaiban. Az acetamiprid nAChR-ra mért gerjesztése vagy deszenzitizacidja volt
megfigyelheté 1 umol/l-nél nagyobb koncentracidban, ami mar negativ hatassal lehet a
fejlodo emldsok idegrendszerére, a neurotoxikus nikotinhoz hasonldan [55]. Az acetamiprid
idegrendszert karositd hatasat zebradanidban is igazoltak [56].

Nemcsak az idegrendszerben, de a reproduktiv szervekben is karosodas figyelhetd
meg acetamiprid hatasara. 35 napig kezelt Kunming him egerek tesztoszteronra reagald
szerveinek, a herének, mellékherének, ondoholyagnak és prosztatdnak a tomegét
csokkentette, tovabba a spermiumok szdmat, életképességét és mozgékonysagat is negativan
érintette. Az acetamipridnek vald fokozott kitettség ezzel Osszhangban a szérum
tovabba, hogy a reproduktiv funkcidk karosoddsa az acetamiprid oxidativ stresszt okozo
tulajdonsaga miatt kdvetkezett be [57]. 90 napon at, kiilonb6zd dozisokkal (12,5 mg/kg, 25
mg/kg, 35 mg/kg) kezelt him patkdnycsoportokban is hasonléan megfigyeltek a
tesztoszteron szintjének €s spermiumok szdmanak csokkenését. Tovabba lipidperoxidaciot
¢s a redukalt glutation (gamma-glutamil-ciszteil-glicin, GSH) mennyiségének csokkenését
okozta a herékben. Ez a toxikus hatas szintén az oxidativ stresszel hozhatd Gsszefiiggésbe
[58]. Ugyanezen hatidsokat him tengerimalacokban is bizonyitottak, amiket 90 napon
keresztiil kezeltek acetamipriddel [59].

A kételti  populaciok  csokkenésében is  szerepet tulajdonitanak a
neonikotinoidoknak, bar még kevés kutatds 1étezik ezen témaban. Toxicitdsuk Gsszefiigg
nagy vizoldékonysagukkal. Egy tanulményban az acetamiprid akut toxicitasat vizsgaltak

Rana nigromaculata ebihalakban. Az antioxiddns rendszer markerei, mint a szuperoxid-
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dizmutaz (SOD), kataldz (CAT) és malondialdehid (MDA) koncentrécioi is oxidativ stressz
jelenlétét jelezték [60].

Oxidativ stressz

A prooxidansok vagy reaktiv vegyiiletek keletkezése az aerob anyagcsere
természetes velejaroi. Ezek ellenstlyozasara kiilonb6z6 enzimatikus és nem enzimatikus
antioxidans rendszerek vannak jelen a kiilonbozd sejtekben és szovetekben. Oxidativ
stresszr6l akkor beszélhetiink, ha a prooxidans-antioxidans egyensuly felborul a
prooxidansok javara. A legfontosabb prooxidansok a ROS-ok csoportjaba tartozo
vegyiiletek. A ROS egy gytijtéfogalom, amelybe kiilonb6zd szabadgyokok és nem gyokos
oxidalé anyagok tartoznak. A szabadgyokok kiilsé elektronhéjukon parositatlan elektront
tartalmaznak, amitél nagy mértékben reakcioképesek és veszélyesek lesznek. Ilyen
vegyliletek a hidroxil (OH®) és szuperoxid (O2*) gyokok. A nem gyokos oxidaldo anyagok
stabilabbak, de eldanyagaik a szabadgyokoknek, amikké kiillonbozd behatdsokra kdnnyen
atalakulhatnak. A hidrogén-peroxid (H20.) és az 6zon (O3) ilyen reaktiv vegyiiletek. A ROS-
ok fizioldgias esetben is keletkeznek kiilonb6zd anyagcsere folyamatok sordn, és részt
vesznek  kiilonb6z6  enzimatikus  reakciokban,  jelatvitelben,  mitokondriélis
elektrontranszportban, nuklearis transzkripcids faktorok aktivalasaban, valamint a
génexpresszioban [61]. A neutrofil granulocitdk tovabba granulumaikban mieloperoxidazt
tartalmaznak, amely H>O> és CI felhasznalasaval hipoklorossavat képez antimikrobialis
hatasanak eléréséhez [62]. Ebbdl egy reaktiv klor szabadgydk (reactive chlorine species,
RCS) képzddhet, a hipoklorit-gyok (C1O™®). Tovabbi fontos csoport az RNS-ek, melyek az
arginin nitrogén-monoxid szintdz altal nitrogén-monoxidda (NO) torténé bontasabol
keletkeznek [63]. Oxidativ stressz esetén DNS mutaciok, a fehérjék térszerkezeti valtozasai
okén funkcidzavar, a telitetlen zsirsavak lipidperoxidécidja révén pedig membrankarosodas
kovetkezhet be. Az oxidativ stressz 1étrejottét egyes enzimek is eldsegithetik, ilyen enzim
példéaul a xantin-oxidaz [64] és a piruvat-dehidrogenaz [65].

Ezen karos folyamatok ellenstlyozasara 1évé antioxidans rendszert két csoportba
lehet osztani aszerint, hogy enzimatikus vagy nem enzimatikus vegyiiletrdl van sz6. A
vitaminok koziil az A-, E- és a C-vitaminok rendelkeznek antioxidans tulajdonsaggal, de a
vitaminszerli vegyiiletek kozé tartozd flavonoidok, tovabba a GSH is ide sorolhatdk. A
fontosabb enzimek pedig a SOD, CAT, glutation peroxidaz, glutation-S-transzferaz (GST),
és a gliikoz-6-foszfat-dehidrogenaz (G6PDH).
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A GO6PDH enzim a pentoz-foszfat-ciklus oxidativ szakaszanak elsd 1épésében,
gliik6z-6-foszfatbol készit 6-foszfo-gliikono-laktont. Ezen 4talakitds soran redukalt
nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat (NADPH + H") koenzimet termel, mely a reduktaz
enzimeket feltdltve biztositja a hidrogént a koleszterin €s zsirsav szintézishez. De nemcsak
ezen metabolikus folyamatokat segiti eld, hanem az egyik legfontosabb antioxidans, a GSH
oxidalt alakjanak visszaredukalasat végzé enzim, a glutation-reduktdz mukodését is. A
mitokondriumokban zajlo 1égzési lanc folyamata soran nagy a valoszinliség a ROS-ok
keletkezésére. Az itt talalhaté antioxidans €s méregtelenitd enzimek koziil a GSH-nak van a
legfontosabb szerepe. A redox-egyensuly fenntartasaval ellenstlyozza a kialakul6 hidrogén-
peroxidot, lipid-hidroperoxidokat, vagy akar kiilonbozd xenobiotikumokat. Ezen
tulajdonsagat kiillonb6z6 antioxidans enzimek, mint a glutation-peroxiddz vagy a GST
redukalasaval éri el [66]. A G6PDH ¢és a GSH igy kitlind markerei egy fennallo oxidativ
stressznek, melyet antioxiddns ellenstlyozd tevékenységiik kozben bekdvetkezd
kimertilésiikkel jellemezhetiink.

A SOD az oxidativ stressz elleni védelem elsdvonalas metalloenzime. Az aktiv
centrumaban 1év fémion oxidacidjaval és redukcidjaval alakitja at a sejtben 1év6 szuperoxid
anion szabadgyokot hidrogén-peroxidra és molekuldris oxigénre. A hidrogén-peroxidot ezt
kovetden a kataldz alakitja tovabb vizzé és oxigénné, vagy a glutation-peroxidaz GSH-val
vizzé és GSSG-ve [67].

Oxidativ stressz esetén a felgytilemlett reaktiv vegytiletek karositjak a tobbszorosen
telitetlen zsirsavakat, lipidperoxidaciot okozva. Ilyenkor a zsirsavakbdl lipidgyokok majd
lipid-peroxid keletkezik. A folyamat végén visszamaradd MDA koncentracidja a
lipidperoxidacié mértékével ardnyosan nd [68]. Az acetamiprid hatasara bekovetkez6 MDA
koncentraci6 ndvekedését oxidativ stresszben mas allatfajokban mar egyéb kisérlettel is

igazoltak [57].
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Anyag ¢és Mddszer

Begylijtés és kezelés

A kisérletben felhasznalt méhek egy Veszprém varmegyei csaladi méhészetbdl,
Ugodrol szarmaznak. Azért, hogy az eredmények megbizhatéak ¢és reprezentativak
legyenek, a vizsgalatba bevont méhcsaladok a kezelést megel6z6 harom honapban
semmilyen gyogyszert, vagy vegyszeres készitményt nem kaptak. A kutatasban résztvevo
méhcsaladok egészségligyi allapotat a munkat megel6z6 harom honapban szintén nyomon
kovettiik annak érdekében, hogy megbizonyosodjunk azok parazitamentességrol (pl. varroa
atka) valamint, hogy a csalddban nem 4ll fenn semmilyen egyéb fert6zés klinikai tiinete sem.
A kisérletbe bevont dolgozok kivalasztasa, begytijtése és a kés6bbi kezelési csoportok
kialakitasa véletlenszerlien tortént a fenti méhcsaladok egyikébdl. A begytlijtés Williams és
munkatarsai altal mar kordbban leirt eljards szerint tortént [69] fiasitds nélkiili, mézes
keretekrdl a kora reggeli 6rakban. A befogashoz hasznalt méhgyijto ketrecek 30 cm x 20 cm
nagysaguak voltak, melyekbe csoportonként 50 méhet helyeztiink el. A késobbi kezeléseket
25 £ 2 °C-on és 50-65% relativ paratartalom (relative humidity, RH) mellett végeztiik. A
befogas utan egy 36 oras hozzaszoktatési fazis kovetkezett, mely id6 alatt még semmilyen
kezelésben nem részesiiltek. Ez id6 alatt egyediil viz és 50%-os szachardz oldat allt ad
libitum rendelkezésiikre.

A rovid ideig tarté akkomodacio utan az etetéoldatokat acetamipriddel egészitettiik
ki, a kontroll csoport mellett harom kiilonb6zd kezelési koncentraciot kialakitva. A kezelés
48 oran at tartott, és ez 1d0 alatt az etetboldatokat 8 oranként frissre cseréltiik. A kiilonb6zo

csoportokban alkalmazott kezelési koncentraciokat az alabbi tablazat tartalmazza (1.

tablazat).
1. tablazat Kezeléshez hasznalt acetamiprid koncentraciok
Csoport Alkalmazott koncentracio
Kontroll }
Acetamiprid alacsony (LD50/40) 8,75 mg/l etetdoldat
Acetamiprid kozepes (LD50/20) 17,5 mg/1 etetdoldat
Acetamiprid magas (LD50/10) 35 mg/l etetdoldat

A kezelés soran alkalmazott acetamiprid koncentraciokat koradbbi tanulméanyokban

leirt eredmények alapjan hataroztuk meg [70, 71], figyelembe véve a méhek napi atlagos
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takarmanyfelvételét, mely megkozelitéleg 41 pul/méh mennyiséget tesz ki [72]. Az altalunk
alkalmazott hatdéanyagmennyiséget LD50 (letalis dozis 50)/10, LD50/20 és LD50/40
koncentracioknak feleltethetok meg, mely modell alkalmas az acetamiprid akut, szubletalis
hatasainak részletes vizsgalatara [48, 73].

A kezelés befejeztével a gyljtoketreceket szarazjégre helyezve a kisérletben
felhasznalt méhek exterminalasra keriiltek. Ezutdn az egyetem Biokémiai Osztalydnak
laboratoriumaba vald szallitasat kovetden az allatok tarolasa a mintafeldolgozasig -80 °C-
on valdsult meg. Ovatos kiolvasztas utan az egyedek fejének eltavolitasa tortént, melyek
tovabbi boncolédsa késdbb jégen valo hiités mellett, sztereomikroszkop alatt valosult meg. A
kipreparalt részek a kozponti idegrendszer nagy részét tartalmaztak, igy a méhek
protocerebrumat, antenna ¢és optikus lebenyét, valamint a subesophagealis gangliont is. Az
igy kapott mintdk homogenizéaldsa (10 &llat/csoport) Potter-Elvehjem homogenizatorral
tortént T-PER (Tissue Protein Extraction Reagent) oldatban, amit Pierce 1% Protease
Inhibitor Cocktail oldattal (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) egészitettiink ki.
Ezt kovetden 10 percen keresztiil, 5000 g-n torténd centrifugalas kovetkezett, majd a kapott
feliiliszokat a kés6bbi mérések elvégzeéséig tovabbra is —80 °C-on taroltuk. A kisérletek

soran végzett laboratoriumi munkak egyik részfolyamatat a 3. abra szemlélteti.

3. abra Laboratoriumi munka (Forras: sajat kép)
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Laboratoriumi mérések

Osszfehérje-koncentrdcié (TPC) mérése

A mintakkal elvégzett kiilonb6z6 paraméterek mérése elétt, a TPC-t hatdroztuk meg
a standardizalhatésag, €s a mintafeldolgozasi eljarasok soran fellépd esetleges mérési
pontatlansagok korrekcidja céljabol. Ehhez Pierce BCA Protein Assay Kit-et (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) hasznaltunk, a gyartd altal meghatarozott el6irasnak
megfelelden. Standard oldatnak szarvasmarha szérum albumint (bovine serum albumin,
BSA) hasznaltunk. 30 perces, 37 °C-on torténd inkubaciét kovetéen Multiskan GO 3.2
reader-rel (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) 562 nm-en olvastuk le az

abszorbancia értékeket.
Hidrogén-peroxid (H203) koncentrdacio mérése

A H;0: koncentraciot Amplex Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase Assay Kit
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) felhasznaldsaval hataroztuk meg. Az Amplex
Red reagens (10-acetil-3,7-dihidroxifenoxazin) a hidrogén-peroxiddal 1:1 sztdchiometriai
aranyban reakcioba 1€p, tormaperoxidaz (horseradish peroxidase, HRP) jelenlétében. Az igy
bekovetkezd reakcid sordn O: és fluoreszcens rezorufin keletkezik. Utobbi mérésével
adhatjuk meg a mintdban eredetileg jelen 1évé H>O> mennyiségét. 50 pl Amplex Red
oldathoz 50 pl szdvethomogenizdtumot adtunk 96 lyukt lemezen. 30 perces
szobahdmérsékleten torténd, fénytdl védett inkubaciot kovetden a fluoreszcens rezorufin

mérését Victor X2 2030 microplate olvasoval végeztiik (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA).
Malondialdehid (MDA) koncentracio mérése

A lipidperoxidacié mértékének meghatarozasa céljabol végzett MDA méréséhez egy
specifikus kolorimetrias tesztet, az MDA Assay Kit-et hasznaltuk (Merck KGaA, Darmstadt,
Németorszag). A gyartd altal meghatarozott eljarasnak megfelelden, 300 pl tiobarbitursav
(TBA) torzsoldathoz 100 pl minta feliiliszét adtunk. 1 6ra, 95 °C-on térténd inkubéciot,
majd jégen valo lehtitést kovetden, 532 nm-en mértiik az abszorbancia értékeket Multiskan

GO 3.2 reader hasznalataval.
Redukalt-oxidalt glutation (GSH-GSSG) aranyanak meghatarozasa

A GSH ¢és GSSG koncentraciokat az eddigiekhez hasonléan kolorimetrids teszttel
mértilk. Az alkalmazott Glutathione GSH/GSSG Assay Kit (Merck KGaA, Darmstadt,

Németorszag) hasznélatakor 96 lyukt lemezre mértiik fel a standardokat és a mintdkat.
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Ezekhez hozzapipettaztuk a gyartd altal biztositott puffer elegyet. 60 perces, 37 °C-on
torténd inkubdacidt kovetéen minden lyukba keriilt 20 pl Substrate Solution, Coenzyme
Working Solution és Enzyme Working Solution. A glutation oxidalt alakjanak (GSSG)
mérés¢hez a mintdhoz a fentebb felsorolt oldatokon tul, egy Masking Solutiont is
pipettaztunk. Majd tovabbi 10 perces, 37 °C-on torténd inkubéciot kdvetden 412 nm-en

mértiik az abszorbancia értékeket Multiskan GO 3.2 reader segitségével.
Gliikoz-6-foszfat-dehidrogendz (G6PDH) enzimaktivitds mérése

A G6PDH enzimaktivitas méréséhez a Glucose-6-Phosphate Dehydrogenase Assay
Kit-et alkalmaztuk (Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag). A mar elézdleg elkészitett
standard sort és mintakat felpipettaztuk a 96 lyukt lemezre, melyekhez hozzaadtuk még a
G6PDH Assay Buffer-rel higitott és homogenizalt mintakat. Ezutan 46 ul G6PDH Assay
Buffer, 2 ul G6PDH Substrate Mix, valamint 2 ul G6PDH Developer Mix felhasznélasaval
elkészitettiik a Master Reaction Mix-et, amibdl aztan 50 pl pipettaztunk még minden lyukba.
450 nm-en lemértiik a kezdeti abszorbancia értékeket, majd 37 °C-on, fénytdl védetten
inkubaltuk, mikézben 5 percenként ijabb mérést végeztiink egészen addig, amig a
legaktivabb minta abszorbanciaja a legmagasabb standardénél magasabb értéket nem ért el.
Az enzimaktivitds mértékét ezutan a gyartd altal megadott egyenlet alkalmazéasaval kaptuk

meg. A kisérlethez felhasznalt lemez a 4. abran lathato.

4. abra Gliikoz-6-foszfat-dehidrogenaz kolorimetrias méréséhez hasznalt 96 lyuka lemez (Forras: sajat kép)

Szuperoxid-dizmutaz (SOD) enzimaktivitds mérése

A SOD vizsgalatdhoz SOD Determination Kit-et hasznaltunk (Merck KGaA,
Darmstadt, Németorszag). A 96 lyukt lemez mindegyikéhez 20 pl mintat, a vakhoz pedig
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20 pl desztillalt vizet mértiink fel. Tovabbi 200 pL. Working Solution keriilt minden lyukba,
majd az Osszekeverést kovetéen a vak lyukakhoz 20 pl Dilution Buffer-t, tovabba a
mintdkhoz 20 ul Enzyme Working Solution-t pipettaztunk. 20 perces, 37 °C-on torténd
inkubaciot kovetden az abszorbancia értékeket 450 nm-en olvastuk le. Ezutan a gyarto altal

megadott képlet alapjan hatdroztuk meg az enzimaktivitds mértékét.
Statisztika

Az adatok feldolgozésa és analizise a GraphPad Prism 9 szoftver (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, USA) hasznalataval tortént. A normalis eloszlast Shapiro-
Wilk-teszttel ellendriztiik. Az egyes csoportok kozti szignifikans eltéréseket Student tipust
kétmintds t-probak segitségével hatdroztuk meg. Az analizis sordn csoportoként n=10

mintaval dolgoztunk.
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Eredmények

Hidrogén-peroxid (H»,0») koncentracid

A mintdkban mért hidrogén-peroxid koncentracid az acetamipriddel vald kezelés
hatasara szignifikans novekedést mutatott a kontrollcsoporthoz viszonyitva mindharom
kezelési koncentracioban, melyet az 5. abra szemléltet. A szignifikancia érték a legkisebb
¢s a legnagyobb kezelési koncentraciokban megegyezett (p<0,05), mig a kozepes kezelési

koncentracio esetében még ennél is alacsonyabb értéket mutatott (p<0,001).
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5. abra Az acetamipriddel torténd kezelés hatasara bekovetkezd hidrogén-peroxid koncentracié valtozéasa a
kiilonb6z6 kezelési koncentracidkban a kontrollcsoporthoz viszonyitva, violin-ploton szemléltetve. A kdz€ps6
vastag fekete vonal a mediant, a felette 1év6 szaggatott vonal a felsé kvartilist (Q3), az alatta 1év6 szaggatott
vonal pedig az also kvartilist (Q1) jeloli. Az abrak felett 1évo fekete csillagok a szignifikancia értékeket jeldlik.
* p<0,05, *** p<0,001
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Malondialdehid (MDA) koncentracio

A specifikus kolorimetrias teszttel végzett mérés eredményeként megallapitottuk,
hogy az acetamipriddel valdo kezelés hatasara szignifikdnsan (p<0,001) nétt a
malondialdehid koncentracidja mindharom kezelési koncentracidoban a kontrollcsoporthoz

viszonyitva, amit a 6. abra szemléltet.
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6. abra Az acetamipriddel torténd kezelés hatisara bekdvetkezd malondialdehid koncentracio valtozasa a
kiilonboz6 kezelési koncentraciokban a kontrollcsoporthoz viszonyitva, violin-ploton szemléltetve. A kdzépso
vastag fekete vonal a mediant, a felette 1év6 szaggatott vonal a felsé kvartilist (Q3), az alatta 1év0 szaggatott
vonal pedig az alsé kvartilist (Q1) jeloli. Az abrak felett 1évo fekete csillagok a szignifikancia értékeket jelolik.

*4%p<(),001
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Redukalt-oxidalt glutation (GSH-GSSG) koncentracid

A glutation redukalt és oxidalt alakjanak koncentracioit szintén kolorimetrids teszttel
mértiik, eredményeinket pedig a 7. abra mutatja. A redukalt és oxidalt glutation (GSH-
GSSG) ardny a legkisebb koncentracioval kezelt csoportban szignifikdnsan csokkent
(p<0,001), csakugy, mint a kozepes (p<0,05) és legnagyobb (p<0,001) kezelési

koncentracidk esetében.
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7. abra Az acetamipriddel torténd kezelés hatasara bekovetkez6 GSH-GSSG koncentracid aranyanak valtozasa
a kiilonbozé kezelési koncentracidkban a kontrollcsoporthoz viszonyitva, violin-ploton szemléltetve. A
kozépso vastag fekete vonal a mediant, a felette 1év6 szaggatott vonal a felsé kvartilist (Q3), az alatta 1évd
szaggatott vonal pedig az also kvartilist (Q1) jeloli. Az abrak felett 1évo fekete csillagok a szignifikancia
értékeket jelolik. ** p<0,05 *** p<0,001
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Glikdz-6-foszfat-dehidrogendz (G6PDH) enzimaktivitas

A mintdkban mért gliikoz-6-foszfat-dehidrogenaz aktivitasa a kezelés hatasara
szignifikansan csokkent a kontrollcsoporthoz viszonyitva. A szignifikancia értékek a
kozepes €s legnagyobb kezelési koncentracidkban is p<0,001 értéket mutattak. A legkisebb
kezelési koncentracidban mért adat ehhez képest magasabb értéket mutatott (p=0,001). A

méréseink soran kapott eredményeket a 8. abra szemlélteti.
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8. abra Az acetamipriddel torténd kezelés hatasara bekovetkezd gliikoz-6-foszfat-dehidrogenaz
enzimaktivitasanak valtozasa a kiilonb6z6 kezelési koncentraciokban a kontrollcsoporthoz viszonyitva, violin-
ploton szemléltetve. A kdzépso vastag fekete vonal a mediant, a felette 1év6 szaggatott vonal a fels6 kvartilist

(Q3), az alatta 1év6 szaggatott vonal pedig az also kvartilist (Q1) jeldli. Az abrak felett 1évo fekete csillagok a
szignifikancia értékeket jelolik. ** p=0,001 *** p<0,001
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Szuperoxid-dizmutaz (SOD) enzimaktivitas

A szuperoxid-dizmutaz mérése soran eredményiil kapott adatokat a 9. abra foglalja
Ossze. Az acetamipridnek valo kitettséget kovetden, a kezelés befejeztével a fentebb
leirtakkal ellentétben nem mértiink szignifikans eltérést mindharom kezelési koncentracid
esetén. A szuperoxid-dizmutdz enzimaktivitdsa nem valtozott szignifikdnsan sem a
legkisebb, sem a kozepes kezelési koncentracid alkalmazasat kovetden, ugyanakkor

szignifikansan csokkent a legnagyobb kezelési koncentracié esetén (p<0,05).
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9. abra Az acetamipriddel torténd kezelés hatdsara bekodvetkezd szuperoxid-dizmutdz enzimaktivitdsdnak
valtozasa a kiilonbdzo kezelési koncentraciokban a kontrollcsoporthoz viszonyitva, violin-ploton szemléltetve.
A kozéps6 vastag fekete vonal a mediant, a felette 1év6 szaggatott vonal a fels6 kvartilist (Q3), az alatta 1évo
szaggatott vonal pedig az also kvartilist (Q1) jeloli. Az abrak felett 1évo fekete csillagok a szignifikancia
értékeket jelolik. ** p<0,05
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Megbesz¢Elés

A gyors litemben novekvd vilagnépesség €lelmiszerrel vald ellatdsa érdekében a
kémiai rovardld szerek kimagasld jelentOséggel birnak az intenziv mezdgazdasagi
rendszerben. A kiilonb6z6 rovardldszer-csoportokon beliil, a neonikotinoid inszekticidek a
neurotoxinok fontos csoportjat alkotjak, melyek a posztszinaptikus nAChR agonistaiként
viselkednek. Ez a receptor folyamatos aktivalddasat okozza, ami a neurotoxicitas tiineteihez
vezet. Ilyen mdédon az idegi jelatvitel zavardsaval fejtik ki hatasukat. A neonikotinoidok
nagyobb aktivitdssal rendelkeznek a rovarok, mint az emldsok receptoraihoz, igy a
toxicitasuk is jelentdsebb ezen fajok esetében [74].

Az acetamiprid egy elsé generacids neonikotinoidok kozé tartozo klorpiridinil-
vegyiilet. Tovabba cianoamidin csoportot tartalmaz, igy kevéssé¢ polaris és reaktiv
tulajdonsagokkal rendelkezik, mint példaul a szintén elsd generacids nitroguanidin csoportot
tartalmazé imidakloprid [48]. Az acetamipridnek vald kitettség megvaltoztatja a
membranpotencialt, igy megzavarja az idegi jelatvitelt, aminek kdovetkezményeként
neurondlis hiperexcitaciohoz, bénulashoz, végiil pedig a rovarok halalahoz vezet [50]. Bar
mar szdmos allatkisérletben bizonyitottdk az acetamiprid dozisfiiggd toxicitasat, illetve
oxidativ stressz kialakulasat kiilonb6z0 szervekben, a mézel6 méhekre mért karos hatasokrol
¢és azok kovetkezményeirdl jelenleg kevés elérhetd kutatas 1étezik.

Jelen dolgozat célja az acetamipridnek valo kitettség altal okozott oxidativ stressz
kimutatasa a nyugati mézeld méh (Apis mellifera) kozponti idegrendszerében. A kisérletbe
bevont méhcsaladokat korabbi tanulmanyokban leirt eljarasok szerint gyljtottik be és
kezeltiik az acetamiprid kiilonb6z6 koncentracioival, melyet az etetdoldatukhoz keverve ad
libitum vettek fel. A legkisebb koncentracioval kezelt csoport etetdoldataba 8,75 mg/l, a
kozepes koncentracioval kezelt csoportéba 17,5 mg/l, a legmagasabb koncentracidval kezelt
csoportéba pedig 35 mg/l acetamipridet kevertiink. Ezen koncentraciok csoportonként
LD50/40, LD50/20 és LD50/10-nek feleltek meg, mellyel az akut, szubletdlis modell
felallitasdhoz sziikséges feltételeket biztositottuk. Az oxidativ stressz kimutatasara, illetve
annak mérésére kiilonb6z6 biokémiai paramétereket hasznaltunk fel.

Amennyiben a redox-homeosztazis felborul a prooxidansok javara, oxidativ stressz
alakul ki a szervezetben. A legfontosabb prooxidansok a ROS-ok csoportjdba tartozo
vegyiiletek, melyek lehetnek szabadgyokos €s nem gyokos eredetiiek. A nem gyokos reaktiv

crcr

jelenlétének bizonyitasat és mértékének mérését. Vizsgalataink soran kapott eredmények a
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kitettség kovetkezményeként bekovetkezd hatdsok eredményének tudhaté be. A Hz0:
emelkedését ¢és ezzel egyiitt oxidativ stressz kialakulasat acetamiprid hatdsara mas
allatfajokkal végzett kutatdsokban is bizonyitottdk mar. Wistar albindé him patkanyok
kozponti idegrendszerében napi 3,14 mg/ttkg per os acetamipriddel valé 90 napig tartd
kezelés hatasara szintén a H>O, ndvekedése kovetkezett be, a felvételt kovetden bekdvetkezo
kataldz enzimaktivitdsanak csokkenése mellett [75]. Ehhez hasonloan, selyemhernyoval
kiilondsen a kezelés 48. 6rajaban. A selyemhernyokat 0,15 mg/l acetamipriddel kezelték,
amit az allatok a jelen kutatdshoz hasonldan szintén per os vettek fel [76].

Az oxidativ stresszben felszabaduld szabadgyokok szdmos egyéb hatasuk mellett
lipidperoxidaciot is okozhatnak. A sejtmembranokban 1évé tobbszordsen telitetlen zsirsavak
peroxidacidjaval az MDA talprodukcidja kovetkezik be, melynek koncentracidja a

lipidperoxidacio mértékével parhuzamosan novekszik, igy e vegyiilet kivald redox statusz

crer
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szignifikans emelkedését, 26,25 mg/ttkg és 105 mg/ttkg acetamiprid dézisokkal vald szajon
at torténd kezelés utan az allatok majaban, veséjében és agyaban [77]. Egy masik kutatasban
szintén Wistar patkanyokat kezeltek 40 mg/ttkg acetamipriddel szdjon at, ahol a fellépd
lipidperoxidacid6 kovetkezményeként szintén az MDA koncentracid szignifikans
emelkedését mérték az allatok cerebellumaban [78].

Oxidativ stressz esetén a glutation védekezd rendszer aktivaloddsa miatt a redukalt
glutation (GSH) koncentracidja csokken, mig az oxidalt glutation (GSSG) koncentracidja
novekszik. A GSSG-t a glutation-reduktaz alakitja vissza GSH-v4, oxidativ stressz esetén
azonban az enzim mikodése gyakran nem tud Iépést tartani a keletkez6 GSSG
mennyiségével, valamint gyakran a visszaalakitdshoz sziikséges NADPH+H'
mennyiségének parhuzamos csokkenése is bekovetkezhet, igy a GSH-GSSG arany
csokkenés. A fentiekkel 6sszhangban vizsgalataink soran esetiinkben is a GSH-GSSG arany
szignifikans csokkenése volt megfigyelhetdé mindharom kezelési koncentracioban. Egyéb
kisérletekben szintén a GSH szint csokkenését mérték Wistar patkanyban 3,14 mg/ttkg per
0s [79], és Catla catla pontyban 0,5 mg/l és 1 mg/1 acetamipridnek val6 kitettséget kdvetden
[80].

30



A G6PDH a pentoz-foszfat-ciklus szabalyoz6 enzime, amely a gliik6z-6-foszfat 6-
foszfo-glukono-laktonna torténd atalakitasat végzi, mikdzben NADPH+H'-t termel,
amelynek segitségével a glutation-reduktdaz képes a GSSG-t visszaalakitani GSH-va.
Oxidativ stressz esetén azonban a G6PDH enzimaktivitdsanak az antioxidans rendszer
ellensulyozé folyamatai révén torténd kimeriilése kovet, ami altal a nem megfeleld
mennyiségben keletkez6 NAPDH+H' nem lesz képes a glutation-reduktazon keresztiil az
oxidalt glutationt visszaredukalni. Vizsgalataink sordn mérésiink eredményé¢iil mi is a
G6PDH aktivitasdnak szignifikans csokkenését kaptuk minden kezelési koncentracidban,
ezzel is bizonyitva a mintainkban végbemend oxidativ folyamatokat. Hasonl6 valtozasokrol
szamoltak be a szintén neonikotinoidok csoportjaba tartozé imidakloprid esetében, 10 napos
kezelés utdn méhek toraban. Acetamiprid esetében azonban az emlitett faktor kapcsan eddig
semmilyen adat nem &llt rendelkezésre.

A SOD az egyik legfontosabb antioxidans enzim, ami katalizalja a szuperoxid-anion
(O2") hidrogén-peroxidda és oxigénné torténd atalakitasat, az elébbit pedig majd a katalaz
vagy glutation-peroxidaz alakitja tovabb vizzé és oxigénné. A SOD aktivitasaban
szignifikans valtozast csak a legmagasabb kezelési koncentracioban mértiink, ahol is az
aktivitasa szignifikansan csokkent. Bar az antioxidans tevékenysége révén aktivitasanak az
emelkedését varnank, mas kutatasokban is szamoltak be hasonlé eredményrdl. Egy masik
kutatdsban Wistar him patkanyokat kezeltek szdjon &t az acetamiprid kiilonbozd
koncentracioival. A legkisebb kezelési koncentracioban 10,85 mg/ttkg, a kozepes kezelési
koncentracioban 21,7 mg/ttkg, a legmagasabb kezelési koncentracidban pedig 43,3 mg/ttkg
acetamipriddel kezeltek, amik LD50/20, LD50/10 és LD50/5 dozisoknak feleltek meg. A
SOD aktivitasa szignifikdns dozisfiiggd csokkenést mutatott a magasabb dozisokkal valo
kezelés esetén, hasonldan a mi eredményeinkhez [81]. Egy masik kisérletben 8 hetes Wistar
patkanyokat kezeltek alacsony (27,5 mg/ttkg), kozepes (50 mg/ttkg) és magas (110 mg/ttkg)
kaptak az allatok majaban a kozepes és a magas kezelési koncentraciok esetében [82].
Valészintileg a SOD enzim aktivitasanak csokkenése szintén nagymértékben hozzajarulhat
olyan karos folyamatok kialakuldsdhoz, mint amilyen az esetiinkben is megfigyelt MDA
emelkedés és kovetkezetes lipidperoxidacio.

Kutatasunk és abban elért eredményeink Ujszeriiek, ugyanis az acetamiprid redox-
rendszerre gyakorolt hatdsaira kevéssé térnek ki az egyes tanulmanyok, tovabba a beporzo
izeltlabtiakra specifikus kutatdsok szama is meglehetdsen kevés. Az acetamiprid kitettség

nem cé¢lallatfajokra kifejtett hatdsait leginkabb gerincesekben, ezen beliil is elsésorban
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emldsokon vizsgaltak, azonban 6kologiai és agrargazdasagi szempontbdl elengedhetetlen a
beporzé rovarfajokra, kiilonosen a mézeld méhekre mért hatdsok nyomon kovetése. Az, Egy
Egészség” (One Health) szemlélet értelmében is kiemelkedd jelentéségli tudnunk az
acetamiprid karos hatasainak kovetkezményeit a beporzo fajokra és kdvetkezetesen a teljes
Okoszisztémara.

A kutatasunk soran nyert eredményeink alatdmasztottak a hipotézist, mely szerint az
acetamipridnek vald kitettség oxidativ stresszt okoz a nyugati mézel6 méh kozponti
idegrendszerében, mely a mar korabban leirt tajékozddasi, kognitiv €s egyéb nem specifikus
zavarok megjelenésének hatterében allhat, igy pedig hozzéjarulhat a kolonia-6sszeomlas
korkép kialakulasdhoz. Mér a legkisebb kezelési koncentraci6 alkalmazasanal szignifikans
eltéréseket mértiink az egyes vizsgalt paraméterek esetében, igy az alacsony dozist
acetamiprid is ugyanannyira kdrosnak bizonyult, mint a magas, ezért nagyon veszélyes
hasznalata. Fontos megemliteni, hogy mivel a téméval kapcsolatban kevés elérhetd
tanulmany létezik, a munkdnk soran felmeriild kérdések megvalaszolasdhoz tovabbi
vizsgalatok sziikségesek. A kutatdsunk sordn kidolgozott mddszertan hozzajarulhat a
jovoben kiilonbozd toxikologiai mérések elvégzéséhez, mely kutatdsok kivitelezése
méhegészségiigyi, 0kologiai, agrargazdasagi €s élelmiszerbiztonsagi szempontbol is kdzos
érdek. Tavlati célunkként tovabba a téma alapkutatasi jelentésége mellett olyan vizsgalatok
elvégzését tervezziik, melyek soran protektiv takarmanykiegészitok alkalmazasara nyilhat

lehetdség a méhcsaladok védelmének eldsegitése érdekében.
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Osszefoglald

Az elmult évtizedekben a beporzd rovarfajok populacidinak drasztikus csokkenése
figyelhetd meg, mely 6koldgiai és agrargazdasagi szempontbol napjaink egyik legégetdbb
problémajat jelenti. Ezen fajok eltlinésének hatterében szamos ok allhat, tobbek kozott az
egyre nagyobb visszhangot keltd kolonia-6sszeomlds korkép, aminek kialakulasaban tobb
tényezO szinergista hatdsa jatszik szerepet. Ilyen faktorok koz¢ tartozik az intenziv
mezOgazdasagi munka soran alkalmazott ndovényvéddszereknek valo Kkitettség. A
neonikotinoid inszekticidek csoportjdba tartozd acetamiprid vildgszerte széles korben
alkalmazott, biztonsagosnak gondolt hatdéanyag, melynek mézelé méhekre gyakorolt
hatasainak tovabbi vizsgélata elengedhetetlen, ugyanis szamos esetben leirtak a fajra
vonatozo negativ kovetkezményeket, az elérhetd tanulmanyok szama azonban igen kevés és
nem adnak valaszt a kialakult hatdsok hatterében allo sejtszintli folyamatokra.

Jelen dolgozat az acetamiprid akut, szubletalis hatasait vizsgélja a nyugati mézeld
méh (Apis mellifera) agydicanak redox-homeosztazisara. A kisérletiinkbe bevont méhek 50-
ad libitum az etetdoldatukhoz keverve vettek fel (8,75 mg/l; 17,5 mg/l és 35 mg/l). A 48
oraig tartd kezelést kovetden nyert mintdkban bekdvetkezd oxidativ stressz kimutatasara és
mértékének meghatarozasara a hidrogén-peroxid (H20:), malondialdehid (MDA), glutation
(GSH-GSSQG), gliikoz-6-foszfat-dehidrogendz (G6PDH) és szuperoxid-dizmutdz (SOD)
koncentracioit és enzimaktivitasat mértiik.

Eredményeink alapjan a vizsgalt mintdkban a H>O> koncentricio szignifikéns
novekedést mutatott mindharom kezelési koncentracidban. A lipidperoxidacids
folyamatokat, membrankarosodast jelz6 MDA koncentracioja is szignifikdnsan emelkedett
mindhdrom csoportban. A GSH-GSSG arany szignifikans csokkenést mutatott a kezelt
csoportokban, ami a redox-homeosztazis fenntartasaért felelés glutation-rendszer
kimertilését jelzi. Ezzel egyiitt a pentoz-fosztat-ciklus szabalyoz6 enzimének, a GOPDH-nak
enzimaktivitasa is szignifikdnsan csokkent minden csoportban. Az oxidativ stressz elleni
védelem kulcsenzimének, a SOD-nak aktivitdsa szignifikansan kisebb volt a legnagyobb
kezelési koncentracid esetében a kontrollcsoporthoz viszonyitva, melynek hatterében az
antioxidans rendszer zavara allhat.

A kutatasunk sordn nyert eredmények aldtdmasztottdk a hipotézist, mely szerint az
acetamipridnek valo kitettség oxidativ stresszt okoz a mézelé6 méhek kozponti
idegrendszerében, mely a mas kutatocsoportok altal megfigyelt kognitiv karosodasban is
kozrejatszhat. Eredményeink az acetamiprid hatasainak részletes vizsgalata révén jelentéen
hozzajarulhatnak a neonikotinoid inszekticidek beporzokra gyakorolt karos hatdsainak

vizsgalatahoz, mely jelentds szerepet jatszhat a kolonia-6sszeomlas korkép kialakulasaban.
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