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1. BEVEZETES

A tudomanyos célbodl évente felhasznalt gerinces allatok szamat 100 millidra becsiilik
(BAUMANS 2005). Az Europai Bizottsag hetedik jelentése szerint 2013-ban az Europai Unio
teriiletén mintegy 11,5 millié gerinces allatot hasznaltak fel allatkisérletek soran. Eppen ezért az
EU célja, hogy a 3R-stratégia révén (Reduction, Replacement, Refinement, azaz Csokkentés,
Helyettesités, Finomitas) csokkentse a tudomanyos célbol felhasznalt allatok szamat, és olyan
alternativ modszerekkel helyettesitse a gerinces allatokon végzendd kisérleteket, melyek
megbizhat6 és konnyen extrapolalhato eredményeket adnak. Fontos tovabba a felhasznalt allatok
szenvedésének minimalisra csokkentése, valamint a kisérletek koriilményeinek sztenderdizalasa,
melynek révén az eredmények laboratoriumok kozotti dsszehasonlitasa megvaldsulhat, mely
szintén a csokkentés elvét szolgalja. Ennek alapgondolatat mar 1959-ben megfogalmazta Russel
¢és Burch kozos munkajaban (The Principles of Humane Experimental Technique).

Az etikai és gyakorlati eldnyeik, valamint koltséghatékonysaguk miatt az in vitro
tesztrendszerek napjainkban széleskorben elterjedtek az Okotoxikologiai vizsgalatokban is.
Mindazonaltal a Gazdasagi Egyiittmiikodési és Fejlesztési Szervezet (Organisation for Economic
Co-operation and Development, azaz OECD) szadmos toxikoldgiai vizsgalatokra vonatkozo
utmutatot adott ki, melyek a xenobiotikumok artalmas hatdsdnak tesztelésére szolgalnak,
melyekben a kisérletek koriilményei minden részletiikben sztenderdek. A halak fontos
modellszervezetek az oOkotoxikologiai vizsgalatokban, mivel vizhez kotott életmddjukbol
kifolyolag a leginkdbb ki vannak téve a kornyezeti artalmaknak (KIME 1999), ezért ezen
iranyelvekben a zebradani6 (Danio rerio), valamint a ponty (Cyprinus carpio) fel vannak tiintetve
a kisérletekhez javasolt modell szervezetekként. A halsperma pedig a konnyen, gyorsan és
objektiven mérhetd paraméterei miatt (antioxidans vélasz, motilitdsi paraméterek, életképesség
stb.) igen jo in vitro toxikologiai modell lehetne, ami raadasul sziikségtelenné teszi az €16 allatok
megemlitve. A halspermat viszont — az altalanosan hasznalt in vitro sejtkulturakkal ellentétben —
nem sziikséges fenntartani, hanem barmikor, frissen, nem invaziv médon kinyerheté a donor
egyedbdl, ezaltal toxikoldgiai tesztekben vald alkalmazasa kevesebb 1d6-, munkaerd- és anyagi
raforditassal jar.

Szamos kisérletr6l szamoltak be az elmult években, melyekben halspermat hasznaltak
toxikologiai modellként, de a leirt modszerek szamos aspektusban kiilonbdznek egymastol. Egyik
{6 kiilonbség a kisérletekben hasznalt, spermat szolgaltato hal faja. A legtobb esetben nagytesti,
ezaltal nagy mennyiségli egyedi spermat szolgaltatd halfajokkal dolgoztak, mint példaul

tokfélékkel (Acipenseridae, LI et al. 2010ac, DIETRICH et al. 2012, HULAK et al. 2013,



LINHARTOVA et al. 2013, 2014, SHALIUTINA et al. 2017), afrikai harcsaval (Clarias
gariepinus, KIME et al. 1996, RURANGWA et al. 1998, 2002, LAHNSTEINER et al. 2004,
EBRAHIMI 2007), csaposiigérrel (Perca fluviatilis, HATEF et al. 2010, 2011), szivarvanyos
pisztranggal (Oncorhynchus mykiss, BILLARD és ROUBAUD 1985, LAHNSTEINER et al.
2005, DIETRICH et al. 2010, KUTLUYER et al. 2015, 2016), valamint ponttyal (CHYB et al.
2000, 2001ab, RURANGWA et al. 2002, ZHOU et al. 2006, SAROSIEK et al. 2009, LI et al.
2010b, DIETRICH et al. 2011). Zebradanio-sperma in vitro toxikologiai céli felhasznalasarol
azonban alig all rendelkezére irodalmi adat (REINARDY et al. 2013, ACOSTA et al. 2016). Masik
fontos kiilonbség a kisérletek soran vizsgalt végpontok k6zo6tt mutatkozott: az antioxidans enzimek
aktivitasa (ZHOU et al. 2006, EBRAHIMI 2007, SAROSIEK et al. 2009, L1 et al. 2010abc, GAZO
et al. 2013, KUTLUYER et al. 2015, 2016, SHALIUTINA et al. 2017) az egyik legtobbet
tanulmanyozott valtozo, emellett pedig a kromatin allomany épsége is sokat vizsgalt (DIETRICH
et al. 2005, 2007, GAZO et al. 2013).

A halsperma motilitasi paramétereinek toxikologiai célu vizsgalataval kapcsolatban is
szamos publikacio sziiletett eddig, azonban ezek sem egységesek (HATEF et al. 2013): a legtobb
esetben a kérdéses paraméterek vizsgalata a kezelést kovetden csak egy adott idépontban, a toxikus
expozicid végén tortént, ezen esetekben tehat nem 4ll rendelkezésre részletes informacié az 1d6-
hatas osszefiiggésekr6l (BILLARD és ROUBAUD 1985, KIME et al. 1996, CIERESZKO és
DABROWSKI 2000, CHYB et al. 2000, 2001ab, RURANGWA et al. 2002, ROSETY et al. 2003,
VAN LOOK és KIME 2003, ABASCAL et al. 2007, ROCHA et al. 2017). Az ugyanazon fajban
¢és toxikus vegyliletekkel elvégzett vizsgalatok eredményei pedig olykor ellentmondasosak, az
eltérd kisérleti kortilmények és technikai részletek miatt (DIETRICH et al. 2011, HAYATI et al.
2017).

A tengeri siin (Paracentrodus lividus) spermajat széleskortien hasznaljak 6kotoxikologiai
vizsgalatokban (VOLPI GHIRARDINI és ARIZZI NOVELLI 2001, VOLPI GHIRARDINI et al.
2001, LERA et al. 2006) a vizben jelenlévd szennyezdanyagok karos hatasanak kimutatasahoz. Ez
a modszer minden részletében sztenderdizalt (EPA 2009), ezaltal a kapott eredmények
Osszehasonlithatoak. Ezen tesztek soran viszont nem kozvetleniil a sperma mindségében
bekovetkezd valtozasokat vizsgaljak, hanem a terhelt spermaval termékenyitenek, és a fejlédo
embriokban megjelené deformitasokat és fejlédésbeli rendellenességeket detektaljak. A modszer
hatranya, hogy a petesejtek esetleges rossz mindsége torzithatja az eredményeket, valamint a
szennyezett spermaval torténd termékenyités soran maguk a petesejtek is — koriilbeliil 20 percnyi
id6tartamra - kontaktusba keriilnek a vizsgalt szennyezdanyaggal, igy a fejlddésben megjelend

barminemi elvaltozast okozhatja a petesejt rovid idejii expozicidja is, igy nem csupan a



spermiumokra kifejtett direkt hatas nyilvanul meg a kapott eredményeken. Mindazonaltal a tengeri
stin tengervizben €l és szaporodik, tehat ezen teszt nem adaptalhatd édesvizi koriilményekre.
Erhetik azonban olyan karosodasok a spermiumokat toxikus expozici6 esetén (pl. oxidativ
DNS-karosodas), amik esetleg a sperma motilitasi paramétereiben nem nyilvanulnak meg,
azonban a termékenyités utan a fejlddé embridkban komoly deformitasokat és rendellenességeket

okozhatnak, igy ezek vizsgalata is kiemelt fontossaga (NAGY et al. 2016).

1.1 Célkitiizések

Doktori munkam soran célul tiiztem ki gyors, egyszertien kivitelezheté és megismételhetd,
a halsperma vizsgalatan alapuld sztenderd in vitro toxikologiai tesztrendszerek kidolgozasat,
amely kikiiszoboli a kiillonbozd kisérletek kozotti technikai eltéréseket, és lehetdvé teszi a
kiilonb6zé laboratoriumokban végzett spermavizsgalatok ¢és mérések Osszehasonlitasat.
Vizsgalataimat zebradanio és ponty fajokban végeztem el, a vizsgalt paraméterek a kovetkezok
voltak kiilonb6z6é expoziciés idok mellett: a sperma progressziv motilitasa (PMOT, %), a
spermiumok mozgasanak sebessége (VCL, um/s), a mozgas egyenestdl szamitott eltérése (LIN,
%), valamint zebradani6é esetében a terhelt spermaval végzett termékenyiilés aranya (%), az
embriok 48 oras kordban vizsgalt tulélése (%), valamint a kialakuld embriondlis deformitasok
aranya (%). Kisérleteim soran hét kiilonb6z6 nehézfém, a krom, cink, kadmium, nikkel, réz, arzén,
valamint higany hatdsat vizsgaltam a fent emlitett paraméterekre. Kutatdsaim soran az aldbbi
kérdésekre kerestem vélaszt:

e Megjelenik-e dozis-hatas, illetve idG-hatas Osszefiiggés a vizsgalt paraméterekben a
nehézfémekkel torténd kezelések hatasara, vagyis a koncentracid, valamint expozicids id6
ndvelésével aranyosan valtoznak-e a vizsgalt értékek?

e Dozis-hatas fennéllasa esetén lehetséges-e félhatasos koncentraciok (ECso-értékek)
Kiszamitasa a kiilonb6z6é vizsgalt paraméterekre, vagyis a toxikus anyagok hatasara
bekovetkezd valtozas a vizsgalt paraméterekben eléri-e a kontroll értékekhez viszonyitott
50%-0s mértéket?

o Ugyanazt a vizsgalati modszertant alkalmazva zebradaniéo és ponty fajban, a kapott
eredmények szignifikdnsan kiilonboznek-e egymastol?

e Nehézfémeknek kitett spermaval termékenyitve a zebradanié embridok termékenyiilési
szazaléka, valamint a késébbiekben talélé embriok aranya elmarad-e a kontroll csoportétol,
illetve megjelennek-e deformitasok vagy fejlédésbeli elmaradasok a kontroll csoporthoz

viszonyitva?



e A sperma in vitro Kkitettségét kovetden a motilitasvizsgalat soran, vagy pedig a
termékenyitési kisérletek soran kapott eredmények bizonyulnak érzékenyebb vizsgalati

végpontnak?



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 A halsperma biolégidja

2.1.1 A spermium morfologidja

A spermium egy specialis feladatot, a megtermékenyitést ellato, leegyszertisodott sejttipus.
Az emldsokkel ellentétben a halak spermiumai — kivéve a tokalakuak (Acipenseriformes)
rendjének fajait — nem rendelkeznek miik6do akroszomaval, mivel a sajatos szaporodasbioldgiai
tulajdonsagaik miatt nincs ra sziikség, igy az evolacio soran eltiint (CIERESZKO et al. 2000a).
Néhany halfaj, pl. a sebes pisztrang (Salmo trutta), valamint a gébfélék (Gobiidae) csaladjaba
tartozo Lepadogaster lepadogaster esetében a gametogenezis soran megfigyeltek egy ideiglenes
akroszomaszerli struktirat, mely az érett spermiumban mar nem taldlhato meg (MATTEI és
MATTEI 1978, BILLARD 1983).

A valddi csontoshalak (Teleostei) jellegzetes spermiumtipusanak a pontyfélék
(Cyprinidae) himivarsejtjei tekinthetéek (1. abra). A spermium feje gombolyl, atmérdje 1,5-
2,5 um, amely tartalmazza a szintén gdombdlyti, vagy elliptikus sejtmagot. A spermium feje a farok
tengelyéhez képest excentrikusan, oldalra eltolodva helyezkedik el (BACCETTI et al. 1984). A
sejtmag és a farok kozotti Osszekottetést biztositja a centridlum. A proximalis centriolum
kozvetleniil a nukleusz mogott, a faroktengellyel 120-125°-0s szoget bezarva helyezkedik el, a
disztalis centriolum pedig hatrébb, a faroktengellyel egy vonalban talalhaté (ZHANG et al. 2014).
A halak spermiumai, az emlds spermiumokkal ellentétben, nem rendelkeznek kifejezett

kozépdarabbal.

1. abra: A halspermiumok felépitésének illusztracidja. S=sejtmag, pc=proximalis centriolum,
dc=disztalis centriolum, m=mitokondriumok, o=ostor (BACCETT] et al. 1984).
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A spermium ostora, vagy flagelluma biztositja a sejt mozgasi képességét, melynek hossza
30-60 um lehet (ISLAM és AKHTER 2011). A flagellum hosszanti irdnyban elhelyezkedd
mikrotubulusok csoportjabol, az axonémabdl all, melynek kdzepén 2 darab egyszeres, a szélein
pedig 9 darab kettdés mikrotubulus fut végig (2. dbra). A flagellumot a nukleusz utén, a farok
tovénél citoplazmatikus kitliremkedés (isz6) veszi koriil, melyben 2-10 darab mitokondrium
talalhat6. Ezek feladata a mozgashoz sziikséges energia biztositasa. A faroktengely tove és a
citoplazmatikus kitliiremkedés kozott un. postnuclearis, vagy citoplazmatikus csatorna fut
(HORVATH 2018).

e AR
’ » '.~~ ‘ - 4 - - -
2. abra: A spermium flagellumanak keresztmetszete ponty (Cyprinus carpio) fajban

transzmisszios elektronmikroszkopos felvételen (40 000 x-es nagyitas). M: mitokondrium, MT:
mikrotubulusok, C: citoplazmatikus csatorna, V: vakudlumok (MASSAR et al. 2011).

A halak spermiumai azonban nagyon valtozatos morfologiai tulajdonsagokkal birhatnak
halfajtél fliggben, ennek oka a megtermékenyités modjanak valtozatossagaban rejlik
(NAGAHAMA 1983) (3. abra). A spermium feje nemcsak gombolyl lehet, hanem enyhén
megnyult (pl. lazacfélék (Salmonidae)), vagy akar sarlo alaku is (pl. angolnafélék, (Anguillidae))
(COWARD et al. 2002, COLAK és YAMAMOTO 1974). A spermium fejének atmérdje pedig
belsé megtermékenyitésii (introsperm) fajoknal elérheti akar a 10 um-t is (LAHNSTEINER ¢és
PATZNER 2008). A spermium fejében talalhato sejtmag alakja szintén nagy valtozatossagot mutat
a spermato-, illetve spermiogenezis komplexitasatol fliggéen (BILLARD 1990). A spermium
kozépdarabja introsperm fajoknal akar 2-4 um hossza is lehet, mig kiils6 megtermékenyitésii
(aquasperm) fajoknal gyakran teljesen hianyzik (JAMIESON 1991). Lazacfélék esetében a
kozépdarab mitokondrium-gytirtivé egyszertisodik, mig pontyban és csukaban (Esox lucius)
modosulatlan centriolaris komplexum figyelhetd meg (LAHNSTEINER és PATZNER 2008). A

10



flagellum hossza csatornaharcsanal (Ictalurus punctatus) akar 90 um is lehet, raadasul az Apogon
nembe tartozo6 fajokhoz hasonldan tobb flagellummal is rendelkezik (MATTEI és MATTEI 1984).
Az axonémat felépité 9+2-es komplex jellemz0 szinte az Osszes halfaj spermiumara, de pl. az
angolnaalakuak (Anguilliformes) és a gyikfejiihal-alakuak (Elopiformes) esetében a centralis
mikortubulusok nélkiili, 9+0-s struktura alakult ki. A citoplazmatikus kitliremkedésben talalhato
mitokondriumok szama és elhelyezkedése szintén halfajtol fiiggd: introsperm fajok esetén szamos,
mig az eurdpai angolna (Anguilla anguilla), valamint a csaposiigér esetében pedig egyetlen darab
mitokondrium taldlhato: angolndban a spermium fejének csticsan, mig siigérspermiumban a

kozépdarab tartalmazza (ISLAM és AKHTER 2011).

Eh s
3. abra: Kiilonb6z0 halfajok spermiumainak mikroszkopos felvétele, balrél jobbra haladva a
szivarvanyos guppi (Poecilia reticulata), a zebradanio (Danio rerio), a fehérdurbincs (Diplodus
sargus), valamint az eurdpai angolna (Anguilla anguilla) spermiuma lathato. H=spermiumfej,
CC=citoplazmatikus csatorna, MP=k&zépdarab N, nu=nukleusz, DC=distalis centrilum,
CS=citoplazmatikus kitiiremkedés, F=flagellum, mi=mitokondrium (COWARD et al. 2002,
ZHANG et al. 2013, LAHNSTEINER és PATZNER 2008, MARCO-JIMENEZ et al. 2006).

2.1.2 A halsperma osszetétele

A halak spermaja magukbdl a himivarsejtekbdl, valamint a szeminalis plazmabdl tevodik
Ossze, mely utobbi a here és a spermavezeték szekrétuma (CIERESZKO et al. 2000b). A
szeminalis plazmaban jelen 1év0 spermiumok szdma, vagyis a halsperma koncentracioja fajfiiggo,
valodi csontoshalak esetében altalaban 2 x 10° és 5,3 x10% spermium/mL kozétt valtozik (LEUNG
és JAMIESON 1991). Pontyban koncentraltabb, 38 + 4 x 109 spermium/mL-es értéket figyeltek
meg (SHALIUTINA-KOLESOVA et al. 2016), zebradanioban pedig ennél kevésbé koncentraltat,
9 + 4 x 107 spermiumot milliliterenként (TAN et al. 2010).

A szemindlis plazma funkcidja optimalis kdrnyezet biztositdsa a spermiumok szadmara,

tovabba azok védelme a proteolitikus €s oxidativ kdrosodasokkal szemben (CIERESZKO 2008).
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A halak szemindlis plazmadja, ellentétben az emldsokével, kevés proteint és egyéb szerves anyagot
tartalmaz (pl. hormonok, feromonok, koleszterin, glicerin, vitaminok, szabad aminosavak, cukrok,
citromsav, zsirok). Foként szervetlen vegyiiletekbdl all, melyek koziil a nétrium-, kéalium-,
valamint kloridionok vannak jelen a legnagyobb mennyiségben (LINHART et al. 1991). Ezek
koncentracidja meghatarozza a sperma ozmolalitasat, melynek értéke pontyfélék esetében 290-
300 mOsm/kg koriili (ALAVI et al. 2006). Ezenkiviil cink és borionok is eléfordulhatnak a
szeminalis plazmaban minimalis, mikromolaris mennyiségben. Ezek funkcioja nem teljesen
tisztazott; a cinknek valdsziniileg a fehérjék foszforilacidjaban van szerepe, ami a spermiumok

mozgasanak beindulasahoz sziikséges (CIERESZKO et al. 2000Db).

2.1.3 A spermium mozgasanak élettana

A himivarsejtek a szeminalis plazmaban mozdulatlanok. Az ivarsejtek végs6 érése és
mozgasi képességiik kialakulasa akkor megy végbe, amikor keresztiilhaladnak a here kanyarulatos
csatornarendszerén és az ondovezetéken (MORISAWA ¢és MORISAWA 1990). Az immotilis
allapot fenntartasaért a spermiumok €s a szeminalis plazma kozott fennallo izoozmolalitas felelds,
valamint lazacfélék esetében a szeminalis plazma magas K*-tartalma (ALAVI és COSSON 2006).

Az introsperm fajok az ovarialis folyadékbol nyerik a spermiumok mozgasahoz sziikséges
energiat, mig az aquasperm fajok endogén energiaraktarakat hasznalnak fel a mozgashoz. Az
édesvizi halfajok altalaban monoszacharidbdl, leginkabb frukt6zbdl allitjak eld a spermiumok
mozgasahoz sziikséges energiat, am guppi esetében megfigyeltek glikogén, vagyis poliszacharid
hasznositast (ANDERSON és PERSONNE 1970), lazacfélékben pedig lipid raktarozast is
(LAHNSTEINER et al. 1998). A frukt6z glikolizise, majd a fehérjék oxidativ foszforilaciojat
kovetden adenozin-trifoszfat (ATP) keletkezik, melynek hidrolizise energiafelszabadulassal jard
folyamat. A folyamat soran adenozin-difoszfat (ADP) képzddik, melynek kataliztor enzime a
dinein ATP4z, mely a flagellaris mozgast indukalja (INGERMANN 2008).

Edesvizi fajok esetében az ivas soran, amikor a himivarsejtek vizbe, vagyis hipoozmotikus
kozegbe keriilnek, a sejt K*-csatornai megnyilnak, és a spermiumbdl K*-kidramlas kovetkezik be
az izoozmotikus allapot helyreallitasa érdekében. Lazacfélékben a sejten kivili tér K'-
nem kizarolag a K'-koncentraciotol, hanem az ozmolalitdas csokkenésétél fligg. Ennek
kovetkeztében a sejtmembran hiperpolarizalodik, aminek depolarizacioja érdekében Ca®* aramlik
a sejt belsejébe. Ezzel parhuzamosan az axonémaban talalhat6 fehérjék foszforilalodnak az ATP-
termelés érdekében, €s a flagellum mikrotubulusait 6sszekotd dinein karok aktivalodnak. Mindez
a spermiumok mozgasanak beindulasahoz vezet (ALAVI és COSSON 2006) (4. abra). Tengeri

halfajok esetében a spermium vizbe jutva hiperozmotikus kézegbe keriil (~1000 mOsm/kg), ahol
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a vizcsatornakon (akvaporinokon) keresztiil vizet ad le, ami miatt a sejten beliili térben az ionok
koncentracioja megndvekszik. Ez szintén a motilitas beindulasahoz vezet (COSSON et al. 2008).
Lazacfélék és tokfélék esetében ciklikus adenozin-monofoszfat (cAMP)-fiiggd a folyamat, mely
segit a plazmamembran hiperpolarizacioja kovetkeztében kialakuld6 membranpotencialt a
flagellumba tovabbitani, mig a tobbi édesvizi és tengeri halfajban Ca®*-fiiggd és cAMP-fiiggetlen
(KRASZNAI et al. 2000).

| A spermiumok immotilis allapota a szeminalis plazmaban: |

izoozmolalitas magas K*

ivas

hipoozmolalitas

| K*-csatornak megnvilnakl

K* cskkenése I

-
(2]

| membran-hiperpolarizacié |

.

| membran-depolarizacié I

.

Ca2*-influx

|
. -

cAMP-fiigg6 jelatvitel

Ca?*fiiggé, cCAMP-
fiiggetlen jelatvitel

ll .

a mozgas kezdete |

4. dbra: Az édesvizi halfajok spermiumainak motilissa valasanak folyamatabraja. Jobboldalon a
lazacfélékre (Salmonidae), baloldalon a tobbi édesvizi halfajra, kdzépen pedig a mindkét
csoportra jellemz6 folyamat 1épései lathatdak (ALAVI és COSSON 2006 nyoman).

Mivel a halak spermiumaban kevés mitokondrium taldlhatd, ami az energiat
szolgaltathatnd, ezért az ATP-raktarak hamarabb kiiiriilnek, mint ahogyan az energia
ujratermelddhetne. Ennek kovetkeztében az intenziv mozgas iddtartama csupan 30-40 masodperc,

1-2 percen beliil azonban teljesen meg is sziinik (BILLARD ¢s COSSON 1992).
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2.2 A halspermat érhet6 karosodasok és azok vizsgalata

A halak spermiumait — kiilsé megtermékenyitésii fajok Iévén — szamos karosodas érheti,
melyek hatassal lehetnek a sperma motilitasi €s termékenyitési képességére, valamint az esetleges

termékenytilés utan kihathatnak az embrionalis fejlodésre, illetve az utodok tulélésére (5. abra).

i~ . MOTILITAS
e MEMBRAN O TERMEKENYOLES
I. Membransérilések
2. A membrin dtereszto-képességének

valtozasa (koleszterin eltavolitas és

PUFA-k oxidicidia)
3 A membran komponenseinek Gjraszervezodsse
4. Foszfatidil-szerin dthelyezodés
5. Lipidperoxidacio

6. Protein oxidicio

, ’

& " MOTILITAS ‘

LRI U—‘@ MEMBRAN-HOMEOSZTAZIS
X

= 4

7. Lipidperoxidacio
8. Membranpotencial csokkenése
9  ATP-felszabadulas

DNS

s, EMBRIONALIS FEJLODES
o UTOD ELETKEPESSEGE

10 K.romatin—fragmentéciqr

I Nitrogénbazisok oxidacioja

12. A teloméra hosszinak csokkenése

13. Keresztkotések

14 Nitrogénbazisok kicserélodése
15. Metildcios profil megvaltozisa
16. Abdzikus helyek

EMBRIONALIS FEJLODES

membran

fohérs - S ( v z 5 . 5
e FROS 9 fehécie § centichm  \ RS & UTOD FLETKE PESSEGE

. kerasztkdtsssk B T e =
koleszterin 3¢ DNS térések ® DNS metiticio 0 foszfatidil-szerin 17. RNS oxidici6 és destabilizicio

5. abra: A halspermiumok karosodasanak f6 tipusai (1-17.), melyek megjelenhetnek a
sejtmembranon (1-6.), a mitokondriumokban (7-9.), a DNS-ben (10-16.), valamint az RNS-ben
(17.). Ezek az elvaltozasok hatassal lehetnek a motilitasra (1-9.), a termékenyiilésre (1-6.), az
embrionalis fejlddésre (10-17.), valamint az utédok életképességére (10-17.) (CABRITA et al.
2014 nyoman).

A halspermium feji részének membranja tobbszordsen telitetlen zsirsavakbdl (PUFA) all,
mely nagyfokt érzékenységet mutat az oxidativ karosodasokkal szemben (CIERESZKO 2000).
Oxidativ kéarosodast okozhatnak pl. bizonyos toxikus anyagok, hipoxias, valamint hiperoxias
allapotok, illetve kiilonb6z6 oxidativ agensek (pl. H202, O3z) (LIVINGSTONE 2003). Az oxidativ
karosodas lényege, hogy reaktiv oxigén szabadgyokok (ROS) képzddnek, melyek miatt
lipidperoxidacio 1ép fel. A lipidperoxidaci6 a sejtmembran, valamint az akvaporinok (vizszallitd
fehérjék) karosodasat okozza, melynek eredményeként a sejtmembran permeabilitasa fokozddik,
igy az intracelluldris térben bekovetkezd ozmolalitas-valtozas kovetkeztében a sejt elvesziti

mozgasi képességét (SHALIUTINA-KOLESOVA et al. 2014). Ezzel parhuzamosan, a lipidek
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oxidacigja kovetkeztében malondialdehid (MDA) keletkezik, melynek citotoxikus hatdsa miatt a
DNS karosodik. Az érett spermium azonban nem képes kijavitani a DNS-allomanyban
bekovetkez6d karosodasokat (OLSEN et al. 2005). A toxikus nehézfémek, mint példaul az 6lom,
réz és nikkel, valamint a peszticidek képesek kozvetleniil a spermium DNS-allomanyat is
karositani (OLIVA 2006).

Az antioxidansok védelmet nyujthatnak az oxidativ karosodasokkal szemben. Az
enzimatikus antioxidans rendszer elemei koziil halak esetében a glutation-peroxidaz (GSH-Px)
kiemelendé. A szelén-fiiggd glutation rendszer a citoszolban, valamint a mitokondriumokban
talalhato (FLOHE 1989), igy a GSH-Px mennyisége a halspermaban oxidativ kirosodas esetén in
vitro is képes megemelkedni. Emelett a katalaz és a szuperoxid-dizmutaz is fontos antioxidans
enzimek. A nem enzimatikus antioxidans védelmi rendszer elemei a glutation, flavonoidok és
bizonyos vitaminok. Vitaminok koziil az A-, C-, valamint E-vitamin rendelkezik antioxidans
aktivitassal, viszont a halak szervezete egyiket sem képes szintetizalni, ezért beviteliiket kiilsd
forrasbol, taplalék utjan kell biztositani (DABROWSKI és CIERESZKO 1996).

A metallotioneinek olyan alacsony molekulatomegli fémkotd fehérjék, melyek az egyik
legfontosabb antioxidansok az allati szervezetekben. Alapvetden az esszencidlis fémek (pl. cink)
szervezeten beliili transzportjaban jatszanak fontos szerepet, de nehézfém-toxikozis hatasara
mennyiségiik kismértékben meg tud emelkedni a spermaban is, hogy a szabad nehézfém-ionokat
megkossék (FABRIK et al. 2008). Altalanossdgban azonban elmondhatd, hogy a spermiumok
antioxidans ellatottsiga nagyon csekély (MEZES MIKLOS szébeli kozlése, 2014). Eppen ezért a
himivarsejtek motilitdsi paraméterei érzékeny és pontos bioindikatorai lehetnek a vizi
szennyezéseknek (KIME 1999).

A spermat érhet6 karosodasok vizsgalatara szamos modszer all a rendelkezésiinkre, melyek
segitségével megallapithatoak a spermiumok kiilonb6zd struktaraiban bekdvetkezd valtozasok
(1. tablazat). Ezek az elvaltozasok végsé soron befolyasolhatjak a sperma motilitasi képességét,
mely kihat a termékenyiilés sikerére, vagy a DNS-dllomany karositasa esetén az utddok

fejlodésében manifesztalodhatnak.
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1. tablazat: A halsperma mindségének mérésére leggyakrabban alkalmazott eljarasok (CABRITA
et al. 2014 nyoman)

Vlzsgal,t Eljaras Hatas helye Hivatkozas
paraméter
Plazmamembran- Probak: Hoechst, PI/SYBR-14, akridin narancs, Plazma CABRITA et al. 2009
integritas DAPI, eozin, tripan kék, YO-PROI membran
Enzimaktivitas  Litikus enzimek: foszfatizsav, alkalikus foszfatiz Sperma LAHNSTEINER et al.
(LD-gliikoronidaz) 1998
Metabolikus enzimek: malat-dehidrogenaz, Szeminalis ~ LAHNSTEINER et al.
laktat-dehidrogenaz, aszpartat-amino- plazma 1998
transzferdz, adenozin-trifoszfataz (ATP-az)
Hipo-, vagy HOS teszt (Hypoosmotic Swelling Test) Plazma CABRITA et al. 2009
hiperozmotikus membran
duzzadas
Spermium CASA, stroboszkopos multiexpozicios Sperma RURANGWA et al. 2004;
motilitas fényképezés, szubjektiv értékelés fénymikroszkdppal COSSON et al. 2008
ATP- ATP- és ADP-szint, kreatin-foszfat, ATP-az, Sperma LAHNSTEINER et al.

metabolizmus
Mitokondrialis
miikodés
Spermium
morfologiaja

Oxidativ stressz

Lipid-

peroxidacié

Fehérje oxidacioé

DNS-
toredezettség és
oxidacio

adenilat-kinaz
Prébak: JC1, Rhodamine 123; MitoTracker
MTT assay

Elektronmikroszkop, ASMA (Automatizalt
Spermium Morfometria Analizis)

Antioxidans enzimek: katalaz, glutation-peroxidaz
(GSH-Px), szuperoxid-dizmutaz

Antioxidans potencial

Szabadgyokok: dihidroetidium-DHE assay,
diklorofluoreszcin-DCF assay

Malondialdehid (MDA) meghatarozas (TBARS
assay), 8-izoprosztan szint

Fluoreszcens festékek: C11-BODIPY

Karbonilcsoport (DNPH-2,4-dinitrofenilhidrazin
reakcio)

COMET assay (fluoreszcens in situ hibridizacioval
(FISH) vagy endonukleazokkal, vagy ezek nélkiil)

TUNEL assay

Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA)
OxiDNA assay (8-oxoguanin assay)
Termékenyitési teszt

Mitokondrium
Mitokondrium
Spermium
Szeminalis
plazma
Szeminalis
plazma
Szeminalis

plazma

Spermium

Spermium

Spermium

Kromatin

Kromatin
Kromatin
Kromatin
Sperma

1998

CABRITA et al. 2005a,b;
LIU et al. 2007

AZI1Z 2006

MARCO-JIMENEZ et al.
2006

MARTINEZ-PARAMO et
al. 2012a,b

MARTINEZ-PARAMO et
al. 2013a,b

PEREZ-CEREZALES et
al. 2010a,b; HAGEDORN
etal. 2012

MARTINEZ-PARAMO et
al. 2012a,b;
KHOSROWBEYGI és
ZARGHAMI 2008

HAGEDORN et al. 2012

MARTINEZ-PARAMO et
al. 2012a,b

CABRITA et al. 2009;
PEREZ-CEREZALES et
al. 2009

CABRITA etal. 2011a,b
EVENSON et al. 1999
CAMBI et al. 2013
CABRITA et al. 2009
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2.2.1 A halsperma mozgasanak vizsgalata

A halsperma motilitasa az egyik legfontosabb mutatdja a sperma mindségének. Szamos
publikacioban szamoltak be arr6l, hogy a motilitdas szoros korrelacioban 4all a
termékenyitoképességgel (KIME et al. 2001, RURANGWA et al. 2004, ALAVI & COSSON
2005). Ezen paraméter vizsgalata torténhet mikroszkopos becsléssel, ami csupan szubjektiv
mindsitésre ad lehetdséget, ezaltal nagy gyakorlatot igényel. Multiexpozicios fényképezéssel,
valamint videofelvételek készitésével lehetdvé valik a mozgas objektivebb értékelése, am ezek a
technikak nagy utomunkat igényelnek, igy nem alkalmasak a sperma mindségének valds ideji
megallapitasara.

Napjainkban legelterjedtebb a Szamitdogépes Spermavizsgald Rendszer (Computer-
assisted Sperm Analysis, CASA) alkalmazasa (6. abra), melyet a halsperma vizsgalata soran is
sz¢leskorlien alkalmaznak (KIME et al. 2001). Segitségével a sperma motilitdsi paramétereinek
gyors, preciz és valds idejii meghatarozasa valik lehetévé. Ennek 1ényege, hogy egy 10-20%-0s
nagyitasu negativ faziskontraszt-objektivvel rendelkez6 mikroszkoppal felvételt készitiink a
vizsgalanddé mintardl, amelyet a digitalis kamera kozvetit a szamitégéphez. A szamitogépen
talalhat6 szoftver egyesével detektalja a mikroszkop latdterében 1évé spermiumokat, és rogziti
azok mozgési utvonalat. Kiszdmolja a himivarsejtek kiilonb6z6 mozgasi paramétereit (2. tablazat,
7. abra), majd az értékek alapjan kategorizalja 6ket progressziven, lokalisan, korkordsen,
egyenesen, nem egyenesen mozgd, valamint immotilis csoportokba (HORVATH et al. 2006). Az
egyesével szamitott értékek atlaga alapjan meghatarozhatoak a kiilonb6z6 motilitasi paraméterek
barmikor el6hivhatoak. Az analizis sordn fontos, hogy a spermiumok egy rétegben jelenjenek meg
a mikroszkop latéterében, ¢és fiiggdleges iranyba ne tudjanak elmozdulni. Ehhez specialis kamrak
(pl. Makler kamra), valamint eldobhato, kapillaris elven miikodd targylemezek allnak
rendelkezésre (pl. Leja, MicroCell, CellVision, Cell-Vu).

A halsperma motilitasvizsgalata soran kétlépcsds higitdsra van sziikség. A fejést kovetden
a spermat 1-100x-os aranyban higitjuk olyan oldattal, melynek ozmolalitdsa, valamint K*-
koncentracidja megegyezik a spermaéval, igy segit az immotilis 4allapot fenntartdsaban.
Kozvetleniil a sperma vizsgalata soran végezziik el a masodik higitast, 1-20x-os aranyban,
melynek sordn édesvizi fajok esetében olyan hipoozmotikus oldatokat, illetve vizet alkalmazunk,

melyek segitenek a spermiumok motilissa valasdban (BILLARD és COSSON 1992).
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6. abra: A Szent Istvan Egyetem Halgazdalkodasi Tanszékén talalhatdé Szamitogépes
Spermavizsgalé Rendszer (CASA) (Fotd: Kasa Eszter).

2. tdblazat: A Szamitogépes Spermavizsgalé Rendszerek (CASA) altal leggyakrabban rogzitett
sperma motilitasi paraméterek (HORVATH et al. 2006).

Rovidités Angol név Jelentés Mértékegység Szamitas
MOT motility motilitas % mozgb sejtek
szama/osszes sejt
progressziven mozgd
PMOT  progressive motility progressziv, elérehaladé mozgas % sejtek szama/Gsszes
sejt
DSL  straight line distance a kiinduldsi e vegpont kozoui pm
egyenes tavolsag hossza
DCL curvilinear distance 2 ténylegesen meg,tet't, teljes utvonal um
hosszlisaga
distance of average a ‘,cenylegesen me’gtett,’ teljes ut,vonal
DAP ath ¢és az egyenes tavolsag hosszanak pm
P atlaga
sebesség a kiindulasi és végpont
VSL straight line velocity kozotti egyenes tavolsagra (DSL) um/s
szamolva (progressziv sebesség)
- . sebesség a ténylegesen megtett, teljes
VCL curvilinear velocity itvonalra (DCL) szémolva pum/s
average path sebesség a mozgas atlagolt utvonalara
VAP velocity (DAP) szamitva wm/s
a ténylegesen megtett, teljes
LIN linearity utvonalnak az egyenes tavolsagtol % VSL/VCL x 100
szamitott eltérése
STR straightness a %ﬂago,lt u,tvon,aln,ak az cgyenes % VSL/VAP x 100
tavolsagtol szamitott eltérése
a ténylegesen megtett, teljes
WOB wobble utvonalnak az atlagolt Gitvonaltol valo % VAP/VCL x 100
eltérése
BCF beat cross frequency a fej kilengésének frekvenciaja Hz
ALH amplitude of lateral  a fej oldalirany kitérésének atlagos um

head movement

nagysaga
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7. abra: A spermium kiilonbdz6 motilitasi paramétereinek illusztracidja. VAP=atlagolt utvonalra
szamitott sebesség, VSL=egyenes utvonalra szamitott sebessé¢g, VCL=ténylegesen megtett
utvonalra szamitott sebesség, BCF=a fej kilengésének frekvenciaja, ALH=a fej oldaliranyu

kilengésének atlagos nagysaga (RURANGWA et al. 2004).

A motilitdsi paraméterek automatikus detektdldsa miatt fontos odafigyelni azokra a
tényezOkre, melyek a mérés pontossagat torzithatjak. A szoftverbe betéplalhatdak azok a méretbeli
hatarértékek, amelyek alapjan a rendszer érzékeli a spermiumokat, igy az esetleges
szennyezddéseket és egyéb sejteket nem fogja himivarsejtként azonositani. Tovabbi probléma
lehet a himivarsejtek letapadasa a targylemezre, ami konnyen megakadalyozhato az aktivald
oldathoz 1% koncentracioban hozzaadott poli(vinil-alkohol) (CHAPEAU et GAGNON 1987),
vagy szarvasmarha szérum albumin (BSA) alkalmazasaval (HARRISON et al. 1982). A
spermiumok esetleges sodrodasat az aktivalo oldatban a szoftver tényleges mozgasként
érzékelheti, ami szintén torzithatja az eredményeket, ezért ezek kisziirése is hangsulyos. A
halspermiumokra jellemzd révid mozgési iddtartam miatt pedig kiemelten fontos, hogy a
felvételek az aktivaciot kovetden azonnal, par masodpercen beliil késziiljenek. A minél pontosabb
eredmények érdekében ajanlatos egy analizis sordn tobb aktivaciot is elvégezni, aktivacionként

pedig tobb felvételt is késziteni.

2.2.1.1 A zebradanio-sperma vizsgdlata
A kiilonb6z6 halfajok sajatos spermatoldgiai tulajdonsagai, kivaltképp a szeminalis plazma
eltérd Osszetétele miatt, minden egyes halfaj esetében optimalizalni kell a sperma
motilitdsvizsgélata soran hasznalatos immobilizald, valamint aktivalo oldatokat, illetve az azokkal
elvégzett higitasok aranyat.
Zebradanio esetében Jing et al. (2009) optimalizalta a sperma aktivaciojat, gyiijtési modjat,

higitasat és tarolasat. A kisérleteik sordn a spermat minden esetben 300 mOsm/kg ozmolalitast
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Hanks-féle s6oldatban (8 g NaCl, 0,4 g KCl, 0,16 g CaCl, x 2 H20, 0,2 g MgSO4 x 7 H20, 0,06 g
Naz;HPOg4, 0,06 g KH2PO4, 0,35 g NaHCOg3, 1 g gliikoz 1000 ml desztillalt vizben, pH=7,5,
HANKS 1949) immobilizaltak. Az aktivalas tekintetében arra a megfigyelésre jutottak, hogy nincs
szignifikans kiilonbség a kezdeti motilitasi értékekben desztillalt viz, 0,3%-0s NaCl-oldat,
valamint 170 mOsm/kg ozmolalitast Hanks-féle sooldat alkalmazasaval, azonban desztillalt
vizzel aktivalva a spermiumok tovabb mozognak.

A spermagytjtést tekintve megallapitottak, hogy az egyedek fejésével kisebb mennyiségii
(0,8-2,0 ul/egyed) és kevésbé koncentralt sperma nyerhet6 ki, mint a here sebészi iton torténd
eltavolitasaval, azonban a sperma motilitasa szignifikansan magasabb volt a fejést kovetéen (90 +
4%), mint a here kimetszésével és pépesitésével (65 = 13%). Fejés alkalmazasa esetén ajanlatos
tobb egyedtdl szarmazo, kevert mintaval dolgozni az ivartermék mennyiségének maximalizalasa
érdekében. Ezenkiviil az allatvédelmi szempontokat is figyelembe véve a fejés timogatanddbb.

A sperma tarolasa soran megfigyelték, hogy a szobahdmérsékleten (25 °C-on) tarolt mintak
motilitisa sokkal gyorsabban csokkent, mint a 4 °C-on taroltaké: 10 Ora tarolas utin a
szobahdmérsékletli mintdk motilitasa 20 + 14% volt, szemben a hiitott mintdkkal, ahol ugyanez a
paraméter 65 = 7%-os értéket mutatott. A higitasi ardnyokat vizsgéalva azt tapasztaltdk, hogy
nagyobb higitasi arany (1:50-1:500 sperma: higito (v/v)) alkalmazasa esetén a sperma motilitasa
gyorsabban csokken a tarolasi id6 fliggvényében, mint alacsonyabb foku higitast alkalmazva
(1:10, 1:20 sperma: higité (v/v)).
motilitdsra €és sebességre kifejtett hatasat vizsgalta. Kisérleteik sordn a spermat zebradanid
immobilizal6 oldatba (140 mM NaCl, 10 mM KC1, 2 mM CaCl,, 20 mM HEPES, pH=8,5) fejték.
Megallapitottak, hogy csapvizzel, valamint 40 mM NaCl-oldattal aktivalva érhetd el az aktivaciot
kovetd 10 masodperc utan a legnagyobb motilitas, mely azt kdvetden fokozatosan csokkent. Az
értékeket figyeltek meg, azonban az értékek az aktivaciot kovetden ndvekedni kezdtek, majd végig
stagnaltak az azt kovetd 120 masodperc soran, szemben a csapvizzel, amivel mar az aktivaciot
kovetd 80 masodperc utdn kozel 0%-ra csokkent a motilitds. A sebességet (VCL) vizsgalva
azonban nem volt megfigyelhetd ez a kiilonbség az aktivald oldatok kozott: ez az érték az
aktivaciot kovetden fokozatosan csokkent, fliggetleniil az aktivald oldat Gsszetételétdl, azonban
80, illetve 100 mM NaCl-oldat esetében a VCL értéke kisebb iitemben csokkent a csapvizhez,
valamint a 40 mM NaCl-oldathoz viszonyitva.

Kollar (2013) kiilonb6z6 aktivacios oldatok hatasat vizsgalva hasonldé megfigyelésre tett
szert. A spermat a zebradanidk tartasadra hasznalt rendszervizzel, valamint desztillalt vizzel

aktivalva nem mutatkozott szignifikans kiilonbség: mindkét tipust vizzel aktivalva kezdeti magas
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motilitasi érték mutatkozott (60-70%), ami az egy perces vizsgalati periddus végéig ugyanolyan
mértékben csokkent le (10-20%). Pontyféle aktivalo oldat (45 mM NaCl, 5 mM KCI, 30 mM Tris,
pH=8,0, SAAD ¢s BILLARD 1987) alkalmazasaval azonban megfigyelték, hogy a kezdeti
alacsonyabb motilitasi értékek (30-40%) nem csdkkentek szamottevden az egy perces vizsgalati
1d6 alatt. Két immobilizal6é oldat, a 300 mOsm/kg ozmolalitasi Hanks-féle sdoldat, valamint a
pontyféle immobilizalé oldat (200 mM KCI, 30 mM Tris, pH=8,0, SAAD ¢s BILLARD 1987)
Osszehasonlitdsa sordn nem tapasztaltak szignifikans kiilonbséget az egy perces vizsgalati periodus

alatt.

2.2.1.2 A pontysperma vizsgalata

A pontysperma higitdsa soran is széleskorlien hasznaljdk az eldbbiekben részletezett
pontyféle immobilizalé oldatot (PERCHEC et al. 1995ab). Ringer oldatban (6,5 g NaCl, 0,14 g
KCl, 0,12 g CaCly, 0,2 g NaHCO3, 0,01 g NaH2POs, 2 g gliikoz 1000 mL desztillalt vizben) pedig
4 °C-on akar 10 napig is eltarthatdo a sperma anélkiil, hogy veszitene motilitasi képességébdl
(SNEED ¢és CLEMENS 1956). Woynarovich-oldatot (0,3% urea, 0,4% NaCl, WOYNAROVICH
1962) is elterjedten alkalmaznak: 5:3 aranyban (sperma: higité (v/v)) higitva és hiitve tarolva akar
45 6rén at eltarthatd benne a sperma anélkiil, hogy veszitene termékenyitési képességébdl a
higitatlan spermahoz képest (HULATA és ROTHBARD 1979). Saad et al. (1988) azonban a
pontysperma 10 napos tarolasat vizsgalva arra a megfigyelésre tett szert, hogy az 1:10 aranyban
(sperma: higit6 (v/v)) szeminalis folyadékkal, illetve sdoldattal (125 mM NaCl, 0,1 mM CaCly, 20
mM Tris, pH=8,0) higitott sperma termékenyit6képessége drasztikusan lecsokken a higitatlan
spermahoz viszonyitva.

Aktivalo oldatok koziil hipotonias oldatok széles valasztéka all rendelkezésre: elterjedten
alkalmazzak ponty esetében is a mar korabban emlitett pontyféle aktivalo oldatot (PERCHEC et

al. 1995ab), valamint desztillalt viz, avagy csapviz is alkalmas a spermiumok aktivalasara.

2.2.2 A halsperma termékenyitoképességének vizsgalata
2.2.2.1 A termékenyiilés folyamata és az embriogenezis
A halak esetében el6fordul belsé megtermékenyités, féleg a porcoshalaknal, mely soran a
termékenytlilés az anya testén beliil torténik. A megtermékenyitett ikrat a ndstény leadhatja azonnal
(zigopar), vagy csak az embriok bizonyos fejlettségi allapotanak elérése utan (ovovivipar), mely
esetben az utdodok a petevezeté modosult szakaszaban fejlddnek, azonban taplalékot nem kapnak.
Vivipar fajok esetében az utdédok az uteruszban vagy a petefészekben fejlddnek, ez esetben az anya
szervezete taplalja is a fejldodé embriokat, mely tapanyagdus folyadék felvételével vagy

sziktomlOplacenta (omphaloplacenta) segitségével valosulhat meg. A halak tobbsége azonban
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kiils6 megtermékenyitéssel szaporodik, mely soran a ndstény egyed ikrait lerakja (ovipar) és a
termékenyiilés az anyahalak testén kiviil zajlik (SZABO et al. 2000).

A termékenyiilés soran, a spermium csirakapun (mikropylén) keresztiil térténé behatolasa
elott még fontos szerkezeti és citokémiai valtozasokon megy keresztiil. Ezt kapacitacionak
nevezziikk, mely soran a sejtmembran destabilizalodik a sikeres membranfazidé érdekében.
Tokfélék esetében ekkor torténik meg az akroszomareakci6. Ennek szerepét a
megtermékenyiilésben eddig nem sikeriilt tisztazni, azt azonban igazoltak, hogy az ivarsejtek
egyesiilését megel6z6 akroszomareakcio eldfeltétele a sikeres fazionak. E folyamat soran a
spermiumfej csucsi plazmamembranja 6sszeolvad az akroszomalis membrannal és az akroszéma
felnyilik, melybdl enzimek szabadulnak ki. A kiszabadul6 enzimek ikrahéjbontd szerepét ezidaig
nem sikeriilt tisztazni. A tokfélék azonban szamos mikropyle csatornaval rendelkezik, melyeken
keresztiil a himivarsejtek szabadon eljuthatnak a sejtmembranig. A fejlettebb csontoshalak
petesejtjének felszinén taldlhatd sugarirdnyli csdves rendszer (zona radiata), valamint az egyediili
mikropyle kialakuldsa tette lehetdvé, hogy az akroszoma reakcio feleslegessé valjon, és az
evolicid soran eltlinjon. A spermium behatolasa a petesejtbe az impregnacid, ami utan a folyamat
tovabb folytatodik. A citoplazmikus érés sordn az ikrdban a lipideseppek, valamint a szikszemcsék
Osszeolvadnak, melynek kovetkeztében attetszOvé valik. Ugyanakkor a mikropylén keresztiil
agglutinin tavozik az ikrabol, amelyt6l a megtermékenyiilt ikrat koriilvevé spermiumok
Osszeragadnak, elveszitve ezzel termékenyitOképességiiket, ami szintén a monospermias
termékenyitést szolgalja. A spermium behatoldsanak helyén mikrovillik talalhatéak, melyekhez a
spermium kotddni tud. A termékenyiilt ikrdban a beagyaz6dd spermium véltozast indukal: a
citoplazma az animalis polus felé hiizodik, ahol kialakul a termékenyiilési domb, mely szintén a
monospermias termékenyiilést szolgalja. A megkotddést kovetden a két ivarsejt sejthartydja
Osszeolvad, membranfizid jon létre (WALLACE 1978).

Az ikra, akarcsak a sperma, vizben aktivalodik. Ez egyrészt feltétele a sikeres
megtermékenyiilésnek, masrészt elinditja azokat a valtozasokat, melyek sziikségesek az 0sztodod
zigota védelme érdekében. Itt nagy szerepet kap a kortikalis reakcid, mely soran az animalis
poluson az alveolusok glikoprotein tartalma exocitdzissal a sejthartya és a zona radiata kozé kertil.
Ennek kdvetkeztében a zona radiata megkeményedik és ellenalld ikrahéj alakul ki, mely védi az
embridt. Ugyanakkor az exocitozis kovetkeztében kialakuld ozmotikus nyomasvaltozas miatt a
sejthartya és a zona radiata koz¢ viz aramlik ozmozissal. A kortikalis reakcid soran kiszabadulo
poliszacharid jellegli hidrofil kolloidok feliiletiikon megkotik a bearamld vizet. A belsd
hidrosztatikus nyomas megné, mely miatt a zona radiata eltavolodik a petesejt felszinétol, melynek
kovetkeztében kialakul a szik koriili, perivitellinaris tér, melyet szik koriili folyadék tolt ki. Itt

osztodik majd tovabb a megtermékenyiilt zigéta (WALLACE és SELMAN 1981).
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A spermium megkotédése utan néhany perccel a fej és a kozépdarab beagyazodik a
citoplazmaba, a termékenyiilési domb visszafejlodik, a kortikalis reakci6 az ikra egész felszinén
szétterjed, az ikra megduzzad. Az animalis poluson kialakul a csirakorong, felszivodik a spermium
sejtmaghartyéja, a tomor kromatin-allomany fellazul, valamint kialakul a pronuklearis hartya. A
masodik érési osztodas befejezodik, a masodik polaros test kilokddik. A két pronukleusz
egyesiilésével (kariogdmia vagy konjugacid) helyreall a genom diploid allapota. Ennek soran
kialakul a mitotikus orsd, a két centridlum az ors6 két végére kertil, majd az els6 osztodasi bardzda
megjelenésével elindul a mitotikus osztodasok sorozata és az embriogenezis (SZABO et al. 2000)

(8. abra).
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8. abra: A zebradani6 embriogenezise. A kiilonbozo fejlettségi allapotok neve alatt zardjelben a
megtermékenyiilés ota eltelt id6 (28,5 °C-on) (KIMMEL et al. 1995).

Az embrionalis fejlodés elsé szakasza a barazdalodas, mely sordn a zigota osztodni kezd,
¢és utodsejtek (blasztomérak) jonnek létre. Ezen blasztomérak szdma az osztédasok soran mindig
megduplazodik, igy a tizedik osztddas utdn mar tobb, mint ezer sejt jon létre, ezaltal kialakul a
szedercsira (morula) allapot. Ezt kdvetden a blasztomérakbol kiilonbozo sejtrétegek alakulnak ki
az animalis polus felszinén, mely allapot a hdlyagcsira (blastula). A csiralemezek kialakuldsa
(gastrulatio) koveti a folyamatot, mely soran kiilsé (ektoderma), k6zépsé (mezoderma) és belsd

(endoderma) csiralemezt kiilonithetiink el, kialakitva a bélcsira (gastrula) allapotot. Ezt koveti a
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csiralemezekbdl kialakulo szervek fejlodése (organogenesis) ¢€s szoveti differencidlodasa
(histogenesis). Az embriogenezis hossza fajonként eltérd, és akarcsak a gametogenezis esetében,

a viz hdmérséklete nagyban befolyasolja sebességét.

2.2.2.2 Termékenyités

A termékenyités eredményességének tekintetében megkiilonboztethetiink kompenzalhatd
¢s nem kompenzalhaté spermium-rendellenességeket. A kompenzalhat6 rendellenességek azok,
amelyeket a termékenyités soran magasabb sejtszam alkalmazasaval kompenzalni lehet annak
érdekében, hogy a vart termékenyiilési mutatokat elérjiik (pl. spermium morfologiai
rendellenességei). A nem kompenzalhato rendellenességek azok, melyek az utdodok életképességét
befolyasoljak, és magasabb sejtszam alkalmazasaval sem hoznak jobb termékenyiilési eredményt
(pl. kromatinallomany karosodasa). A halspermiumokat pedig szamos olyan hatas érheti, amely a
DNS-allomanyukat karositja. Ezek a karosodasok a motilitdsi paraméterekben nem mindig
nyilvanulnak meg, azonban a termékenyités utan komoly embrionalis rendellenességeket és
fejlodésbeli deformitasokat okozhatnak (EVENSON 1999, SAACKE 2008).

A halak ivéasi kornyezetének tényezdit két csoportba sorolhatjuk. Megkiilonboztetiink
alaptényezdket, melyek optimalis szintje nélkiil a szaporodas, illetve szaporitas 1étre sem johet (pl.
hémérséklet, oxigénszint, stressz hianya). A végsé szaporodasi folyamatok beindulasa azonban
azokon a hormonalis valtozasokon alapszik, amelyeket a kivaltd tényezok indukalnak (pl.
légnyomasvaltozas, ivasi aljzat, vizszint emelkedése). Mesterséges szaporitds sordn a kivalto
tényezOk biztositasa altalaban nehézségekbe iitkozik, igy hormonkezeléssel indukalhato a
folyamat. Ehhez hasznalhatunk szintetikus GnRH-analogokat dopaminreceptor-antagonistakkal
egylitt (pl. Ovopel), valamint GtH-hormonok alkalmazasa is gyakori (pl. hCG). Taxondémiailag
kozeli fajbol szarmazo hipofizis beinjektalasaval is a GtH-k megfeleld szintjét biztosithatjuk.
Ezenkiviil szteroidok és prosztaglandinok alkalmazasa is elterjedt (pl. 170,203-DP; BROMAGE
1992, SZABO et al. 2000). Kistesti halak esetében azonban (pl. zebradanio), ahol a hormonkezelés
nem kivitelezhetd, a kdrnyezeti tényez0k (vizhdmérséklet, ionkoncentracid) valtoztatasaval és a
masik nem jelenlétével indukalhaté a folyamat: szaporitoedényekbe kihelyezve, ivar szerint
elvalasztva biztosithatdak azok a feromonalis ingerek, melyek segitségével beindithatdé a
spermiacio ¢és az ovulacio folyamata.

A termeékenyités sordn fontos odafigyelni azokra az élettani sajatossagokra, melyek a
termékenytilés sikerét befolydsolhatjdk. A halspermat, természetébdl kifolyolag altaldban
fajspecifikus higitokban taroljak termékenyités eltt. A termékenyités modja lehet szaraz vagy
nedves, attol fiiggden, hogy az ivarterméket szarazon keverjiik 6ssze, vagy vizben. Ez utobbinal

figyelembe kell venni, hogy a viz a spermat €s az ikrat is aktivalja, igy mindkettd csak rovid ideig
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képes termékenyiteni, illetve termékenyiilni. A spermium: ikra arany is meghatarozo tényezdje a
sikeres termékenyitésnek, melynek megfeleld szintje szintén fajonként eltérd. Ponty esetében
Linhart et al. (2004) 8000 spermium/ ikra arany alkalmazasaval szignifikansan alacsonyabb
termékenytilést ért el, mint 8000-24 000 spermium/ ikra alkalmazasaval. Ez utobbi rata elégséges
volt a sikeres termékenyiiléshez, azonban a legjobb eredményt 240 000 spermium/ ikra arannyal
érték el. Marcel (1981) azonban 13 000 spermium/ ikra arannyal érte el pontyban a legjobb
termékenyiilést. Zebradanié fajban nincs irodalmi adat a megfelelé spermium: ikra aranyrol.
Tengeri siin esetében 2500 spermium/ ikra aranyt alkalmaznak a toxikologiai célu termékenyitési
kisérletek soran (EPA 2009, 1sd. 2.3.3.2. fejezet).

2.2.3 A halsperma koncentraciéjanak vizsgalata

A halsperma koncentracidja a mindség fontos mutatdja, mely kihatdssal lehet a
termékenyitOképességre is, ezért ezen paraméter detektalasa elengedhetetlen a halsperma
vizsgalata soran. Ehhez szamos modszer all rendelkezésiinkre. Kiilonb6z6 hemocitométerek, azaz
sejtszamlalo kamrak léteznek (Neubauer, Biirker-Tiirk, Thoma stb.), melyek tulajdonképpen
vastag targylemezek, a felsziniikkon négyzethalés mintdval (9. dbra). A vizsgdlandd mintat a
kamraba juttatva, majd arrdol mikroszkopos felvételt készitve, utdlag leszdmolhatoak a
négyzethalos térben talalhato sejtek. A szamolas torténhet manualisan, vagy kiillonb6zo szoftverek
(pl. ImagelJ) segitségével. A négyzethdlos tér térfogatat ismerve pedig kiszdmolhaté a sperma

koncentracidja (BRITO et al. 2016).

"~

folyadéktobblet  minta ;] fzdolemez

nigyzethale

Neubauer Biirker-Tiirk Thoma

TRl

Yy i
e

9. abra: Neubauer, Biirker-Tiirk, valamint Thoma tipusu hemocitométerek, valamint azok
jellemz6 mintazata (BRITO et al. 2016 nyoman).

Ennél modernebb eljardsnak szdmit a CASA-rendszer, valamint az ahhoz hasznalt
kiilonbozd tipusu kamrak alkalmazédsa. Ezt eredendden a sperma motilitdsanak vizsgalatara

fejlesztették ki, ebbdl addddan a koncentracid szamitdsdhoz a kapillaris elven miikodd
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targylemezek hasznalata nem til megbizhatd eljards. Ennek oka, hogy ezen kamrak
rétegvastagsaga sokkal kisebb (20 um), mint a kimondottan e célbol késziilt sejtszamlald kamraké
(100 um), igy ezekben a folyadékok aramlasa lassabb, igy a himivarsejtek koncentraldédhatnak
bizonyos tavolsagra a kamra falatol (Segré-Silberberg hatas). A nem egyenletes sejteloszlas miatt
pedig félrevezetd eredményeket kaphatunk (KUSTER 2005).

A spektrofotométer alkalmazidsa szdmit a legelterjedtebb eljardsnak az allati sperma

crer

crer

citométer (flow-cytometer) alkalmazasa is elterjedt, miikddése a spektrofotométeréhez hasonld: a

sejteket fluoreszcens probaval jelolik, melyek a besugarzott fény hatasara optikai jelet kiildenek a

crer

crer

megallapitasara fejlesztettek ki (BRITO et al. 2016).

2.3  Toxikologiai tesztrendszerek

Napjainkban szamos toxikoldgiai tesztrendszer Iétezik, melyeket a kiillonbozo
szennyezbanyagok karos hatdsanak kimutatasara fejlesztettek ki. Ezek nagy része sztenderdizalt,
azaz a kisérletek koriilményei minden részletre kiterjedéen kidolgozottak. Az Egyesiilt
Allamokban az EPA (Environmental Protection Agency), Eurépaban pedig az OECD
(Organisation for Economic Co-operation and Development) végzi a kiilonboz6 vizsgalati
protokollok szabvanyositasat. Az 1SO (International Organization for Standardization) pedig az
egyik legnagyobb szabvanyligyi szervezet, mely tobb, mint szdz orszag tagszervezeteit foglalja
magaban. Magyarorszagon az ISO-szabvanyok honositdsat a Magyar Szabvanyiigyi Testiilet
végzi.

A halak kozkedvelt toxikoldgiai modellszervezetek, mivel ez az egyetlen olyan gerinces
csoport, mely teljes életciklusat a vizben tolti, ezaltal teljes testfeliiletiikkel érintkeznek a
kornyezetben eléforduld vegyi anyagokkal. Mindemellett taxondmiailag az emlésoknél
alacsonyabb rendtiek, igy toxikologiai célu felhasznalasuk a 3R-stratégiaba is jol beillesztheto.
Emiatt szamos toxikoldgiai szabvany létezik, melyet kiilonb6z6 halfajok toxikologiai célu
vizsgalatara fejlesztettek ki (3. tablazat). A toxikologia tesztrendszerekkel szemben tamasztott
kovetelmények a kovetkezOk: reprodukéalhatdsag, érzékenység, megbizhatosag és kornyezeti

realizmus (GRUIZ et al. 2001).
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3. tablazat: A jelenleg érvényes, halakra kidolgozott toxikoldgiai vizsgalati protokollok

Szabvany . . . . . Vizsgalat Vizsgalathoz
szdma Szabvany neve Szabvany neve magyarul Vizsgalat végpontja idétartama javasolt halfajok
OECD 236 Fish Embryo Acute Halembrio akut toxicitasi 24 érankénti LCso-értékek, koagulalt embriok aranya, szivverés hianya, 96 ora 2d
Toxicity (FET) Test vizsgalat szomitak kialakulasanak hidnya, farok levalasanak hianya
OECD 210 Fish, Early-life Stage Halak korai életszakaszanak Embrionalis fejlodés, kelés, talélés, abnormalis megjelenés és viselkedés, taplalkozo életkor zd, md, tcs, szp, tf,
Toxicity Test toxicitasi vizsgalata testtomeg, testhossz eléréséig Men. sp.
OECD 229 Fish Shor_t Term Halak rov1d'1deJ,u reprodukcios  Tulélés, v1_se1kedes_, megqelgnes, terrneker.lyules, me}sqd}agos nemi jellegek, 21 nap 2d, md, tcs
Reproduction Test vizsgalata vitellogenin-szint, ivarszervek hisztopatologiai vizsgalata
OECD 234 Fish Sexual Development  Halak szex_ualls, fejlédésének Vitellogenin-szint, ivararany tgrmf_:kel{yules,to.l zd, md, hp
Test vizsgalata teljes ivarérettségig

OECD 230 21-day Fish Assay 21 napos halteszt Vitellogenin- és aromataz-szint, masodlagos nemi jellegek 21 nap zd, md, tcs
OECD 215  Fish, Juvenile Growth Test Hallarvak novekedésvizsgalata Testtomeg, abnormalis megjelenés és viselkedés, novekedési rata minimum 28 nap zd, md, szp

Fish, Short-term Toxicity ~Halembridk és nem taplalkozo TR e e 1A1A 1 . o A . . il
OECD 212 Test on Embryo and Sac- larvak rovid idejti toxicitasi Embrionalis fejlédés, kelés, tul?les, abnormalis megjelenés és viselkedés, ter'meken},lurlesrtorl'a 2d, md, tcs, szp, po

S testtomeg, testhossz szik felszivodasaig
Fry Stages vizsgalata
. - Halak akut toxicitasi A A s - . zd, md, tcs, szp, po,
OECD 203  Fish, Acute Toxicity Test o 24 érankénti LCso-értékek 96 ora
vizsgalata szg, kn

Bioaccumulation in Fish:  Bioakkumulaci6 halakban: viz 2d. md. tcs. 7. 0o

OECD 305 Aqueous and Dietary és taplalék utjan torténd Bioakkumulicios faktor (BCF) 28 nap » Md, 1S, 5zP, po,

Exposure kitettség szg, kn, hp

FO: termékenység és termékenyiilés, F1: kelés (aranya és ideje), talélés,

Medaka Extended One Medaka meghosszabbitott egy ndvekedés, termékenység, termékenyiilés, vitellogenin-szint, masodlagos nemi 19 hét md. zd

OECD 240 GeneratlonTI:Setproductlon genera%iozssre:i]]o;f[)fukmos jellegek, ivararany, az els6 szaporodas ideje, hisztopatologiai elvaltozasok
& (ivarszervek, maj, vese), F2: kelés (aranya és ideje)
MSZ 22902- o A e : a .
3:1990 Viztoxikologiai vizsgalatok. Statikus halteszt. 24 orankénti LCso-értékek 96 ora zd
MS?’leéilé?S- Veszélyes hulladékok vizsgalata. Halteszt. LCso-érték 48 ora szg
Vizmindség. Az édesvizi halakra veszélyes anyagok halalos
MSZ EN ISO mérgez6 hatasanak meghatarozasa [Brachydanio rerio A A s s .
7346-1:2000 Hamilton-Buchanan (Teleostei, Cyprinidae)] 24 rinkeénti LCs-értékek 96 6ra zd
felhasznalasaval. 1. rész: Statikus modszer
Vizminéség. Az édesvizi halakra veszélyes anyagok halalos
MSZ EN ISO mérgezd hatdsanak meghatarozasa [Brachydanio rerio LA s .
7346-2:2000 Hamilton-Buchanan (Teleostei, Cyprinidae)] 24 rankeénti LCso-értékek 96 6ra zd
felhasznalasaval. 2. rész: Félstatikus modszer
VizminGség. Az édesvizi halakra veszélyes anyagok halalos
MSZ EN ISO mérgez6 hatasanak meghatarozasa [Brachydanio rerio 24 drankeénti LCso-értékek 96 6ra 2d

7346-3:2000 Hamilton-Buchanan (Teleostei, Cyprinidae)]
felhasznalasaval. 3. rész: Atfolyasos modszer

Roviditések: zd=zebradanid, md=medaka, tcs=tlizcselle, szp=szivarvanyos piszrang, tf=tarka fogasponty, Men. sp.= Menidia-fajok, hp=haromtiiskéks
piko, po=ponty, szg=szivarvanyos guppi, kn=kék naphal.




A toxikologiai modellszervezeteknek pedig az alabbi kritériumoknak kell megfelelniiik:

e konnyl beszerezhetdség,

e laboratoriumban konnyen, nagy mennyiségben tenyészthetd,

e genetikai hattere és tenyésztési eldélete ismert,

e aranylag érzékeny kiillonbozo toxikus anyagokra,

e reprezentativ egy nagyobb taxondmiai csoportra (HILL et al. 2005).
A zebradani6 és a ponty rendelkezik ezekkel a tulajdonsagokkal, ennek koszonhetéen mindkét faj
szerepel a fentebb emlitett toxikologiai vizsgalati protokollok nagy részében a kisérletekhez
javasolt halfajként. A fentieken tilmenden mindkét faj rendelkezik olyan pozitiv tulajdonsagokkal,

melyek lehetdvé teszik felhasznalasukat nemcsak toxikoldgiai, hanem szaporodasbiologiai

kisérletekhez is (MOTTET és LANDOLT 1987).

2.3.1 A zebradanio6 és ponty mint modellszervezetek
A zebradanio ¢s a ponty a pontyfélék csaladjaba tartozo, édesvizi halfajok. A zebradaniot

szamos kutatési tertileten hasznaljak modellszervezetként (pl. fejlodésbiologia, élettan, gydgyszer-
hatasvizsgalatok, biotechnoldgia), valamint a ponty kisérleti modellként valo alkalmazésa is egyre
elterjedtebb, ennek koszénhetéen egyre tobb laboratorium, recirkulacios és intenziv rendszer épiil
e fajok tartasara. Kisérleti modellallatkénti felhasznalasuk elényei az alabbiakban foglalhato
0ssze:

e alacsony ellatasi és fenntartasi koltségek,

e békés természet,

e kevésbé érzékeny a viz €s taplaleék mindségere,

e beltenyésztésre kevésbé érzékeny,

e kivalo reprodukciods képesség (zebradanio esetében tobb szaz, ponty esetében tobb

szazezer ikra /egyed),

e az anya testén kiviili (ex utero) embriofejlodés,

o atlatszo ikrahéj és attetszd embrio,

e jol kifejezett ivari dimorfizmus,

e gyors fejlodés (48-72 oran beliil kelés).
Ezen koz0s tulajdonsdgokon tilmenden a zebradanido még az aldbbi pozitivumokkal is
jellemezhet6 (10. &bra):

e minimalis allatonkénti helyigény,

e rovid generacios id6 (2-3 honap az ivarérett kor eléréséig),
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e cgész év soran szaporodoképes (HORN ¢és ZSILINSZKY 1993, LELE és KRONE
1996).

10. abra: A zebradanio (Fotd: Halgazdalkodési Tanszék).

A ponty a fentebb felsorolt k6zos jellemzokon kiviil a kovetkezd eldnyokkel rendelkezik
(11. abra):
e nagyobb testméretébdl kifolyolag konnyebb kezelhetdség,
e allandé kornyezeti paraméterek (22-24 °C-os vizhOmérséklet, folyamatos
takarméanyozas) kozott tartva, hormondlis stimulus hatidsdra egész évben
szaporithato,

e nagy mennyiségil ivarterméket termel (akar 50 mL sperma/egyed).

11. abra: A ponty.

2.3.2 Azinvitro tesztrendszerek

Napjainkban a 3R-stratégia elterjedésének koszonhetden széleskoriien hasznaljak az in
vitro tesztrendszereket a toxikologia, valamint az 6kotoxikologia teriiletén is. Legaltalanosabb a
sejt- és szovettenyészetek hasznalata, melyeket in vitro koriilmények kozott tartanak fenn ugy,
hogy eredeti strukturajukat és funkcidjukat megorizzek, ezéltal €16 szenzorként képesek jelezni a
szennyezdanyagok toxikus hatasat. El6nyiik az in vivo tesztrendszerekkel szemben, hogy gyorsan
kivitelezhetéek, automatizalhaté méréseket tesznek lehetdvé, melyek pontos eredményt adnak,
valamint a kontrollalt koriilményeknek kdszonhetden jol reprodukalhatdak, ezaltal kevesebb 1dd-,

koltség- és munkaeré-raforditassal jarnak, valamint konnyen sztenderdizalhatéak. Mindazonaltal
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kisebb térfogatban elvégezhetdek, mely altal kevesebb veszélyes hulladék keletkezik, ami szintén
jobban illeszkedik a 3R-stratégiaba. Hatranyuk, hogy a szervezetben végbemend metabolikus
folyamatokat nem modellezik, ezaltal eredményeik csak kelld koriiltekintéssel extrapolalhatoak

(HODGSON et al. 2004).

2.3.3 A sperma toxikoldgiai céli vizsgalata

A fentebb felsorolt elényok miatt a sperma toxikologiai célu felhasznéldsa elterjedében
van az utdbbi években. A sperma szamos olyan mérhetd paraméterrel rendelkezik (pl. antioxidans
valasz, mitokondrialis aktivitas, mozgasi paraméterck), melyek dozis-hatas, valamint id6-hatas
Osszefliggéssel képesek reagalni a szennyezbanyagok karos hatasara (Isd. 2.2 fejezet). Az
altalanosan, in vitro tesztekhez hasznalt sejt- és szovettenyészetekkel szemben azonban
rendelkezik néhany eldnyds tulajdonsdggal. A legtobb emlds haszonallat és kiilsé
megtermékenyitéssel szaporodd faj esetében a sperma barmikor, frissen kinyerheté a donor
egyedbdl, ezaltal nem sziikséges a koltség- és munkaerdigényes hosszutavu tarolasa. A sperma
kinyerése rdadasul nem invaziv médon torténik, mely allatvédelmi szempontbol is elénydsebb.
Tovabbi pozitivum, hogy az érett spermiumokban nincs DNS-szintézis, amely a keletkezett
karosodéasokat kijavithatnd, igy a toxikus anyagok hatdsa kozvetleniil vizsgalhat6. Ennek
koszonhetden szamos publikéacio sziiletett, mely a sperma toxikoldgiai modellként torténd

felhasznalasarol szamol be.

2.3.3.1 Emlés spermdn végzett toxikologiai vizsgdlatok

Laboratoriumi emlésok (patkany, egér) esetében nincs til sok publikaci6 e teriileten, mivel
esetilkkben a sperma kinyerése - kis testméretiikb6l adéddan - nehézségekbe iitkozik. Emiatt
leggyakrabban spermatogoniumokbol allo sejttenyészetet, valamint here szovettenyészetet
hasznalnak fel toxikologiai céllal (HABAS et al. 2014, 2016, CHAPIN et al. 2016, JEON et al.
2017). Ezeken kiilonb6z6 anyagok DNS-karositd hatasat vizsgaljak MTT assay, COMET assay,
illetve TUNEL assay segitségével. Patkany esetében azonban végeztek olyan kisérletek is,
melyben kozvetleniil a spermiumokon bekovetkezd karosodasokat vizsgaltak a sperma toxikus
anyagoknak valo in vitro kitettsége esetén (ABDALLAH et al. 2009). A modszer hatranya, hogy
a sperma kinyerése a donor egyedek felaldozasaval jar. Nyul fajban a spermavétel konnyen
kivitelezheté mihiively segitségével, igy toxikologiai célu in vitro hasznalata nem iitkozik
allatvédelmi eléirasokba (YOUSEF et al. 2007). Létezik azonban e faj esetében olyan publikacio
IS, amely arrdl szamol be, hogy a spermaval az in vitro kitettségét kovetden termékenyitettek, és a
termékenyiilési szazalék megallapitasdhoz a zigdtakat, illetve a 2-4 sejtes embriokat kimostak az

any4kbél (FOOTE 1999).
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Gazdasagi haszonallataink (szarvasmarha, juh, sertés) esetében a sperma kinyerése
konnyen kivitelezhetd, igy gyakrabban szoktak felhasznalni toxikologiai kisérletek soran. A kan-,
kos- és bikaspermat mitokondrialis zavarok vizsgalatahoz hasznaljak széleskorben kiilonbozo
toxikus anyagoknak valo kitettség soran (CASTELLANOS et al. 2013, 2016, AJAO et al. 2015,
VICENTE-CARRILLO et al. 2015, YURDAKOK et al. 2015, FERNANDES SILVA et al. 2016).
Ezenkiviil kanspermat hasznalnak elterjedten a Bacillus cereus altal termelt toxinok (cereulid,
valinomicin) kimutatdsdra, mely baktérium komoly ételmérgezéseket és egészségligyi
problémakat okozhat (ANDERSSON et al. 1997, 1998, 2004, 2010, HOORNSTA et al. 2003).
Ezen toxinok in vivo felboritjdk a homeosztazist, karositjadk a sejtmembrant, ezaltal K -efflux
megy végbe a sejtekben, mely mitokondridlis diszfunkcionalitast, valamint hipoglikémiat okoz.
Emellett a vér pH-értékét is csokkentik, valamint stilyos majkarosodast is okozhatnak, melyek
mind letalisak lehetnek. Kimutatasuk alapja, hogy a sperma in vitro-kitettség esetén dozis-hatas,
valamint id6-hatas Gsszefiiggésekkel reagal a mitokondriotoxikus hatasra, melynek kovetkeztében
a sperma motilitasa nagymértékben csokken, valamint elektronmikroszkopos felvételeken
megfigyelheté a mitokondriumok megduzzadasa is. Fluoreszcens festékek segitségével (pl. JC-1)
pedig a mitokondriumokban bekdvetkez6 membranpotencial-véltozas is kimutathat6. Ezen
tesztrendszer ételmintakbol, arviz stjtotta épiiletek szigetelésébdl, valamint elektrosztatikus
szlirést kovetden a levegdbdl is képes kimutatni a toxinok jelenlétét. A kansperma toxikologiai
célu felhasznalasa sztenderdizalt: a kanspermium biotesztet 2014-ben akkreditalta a Finn
Akkreditacios Szolgalat illetve a Nemzetkozi Laboratorium Akkreditald Egyiittmiikodés (ILAC)
(SALIN et al. 2017).

o e 7 e

A tengerisiin-sperma in vitro toxikologiai célu felhasznalasanak alapja, hogy akarcsak a
halak tobbsége, ez az éldlénycsoport is kiilsé megtermékenyitéssel szaporodik, ezaltal a vizben
szabadda valo gamétak kozvetlen kontaktusba keriilnek a vizben jelenlévd szennyezdanyagokkal,
mely kihathat a szaporodas sikerére. Ennek koszonhetden, az emlds spermahoz hasonldan, a
tengeri siin spermajat is széleskortien hasznaljak xenobiotikumok toxikus hatasanak kimutatasara
(DINNEL et al. 1987, 1989, VOLPI GHIRARDINI és ARIZZI NOVELLI 2001, VOLPI
GHIRARDINI et al. 2001, LERA et al. 2006). Ez az eljaras is minden részletében sztenderdizalt,
melyrdl az EPA adott ki 2009-ben szabvanyt.

A szabvany részletesen kitér a kisérletekhez felhasznalt fajra (Arbacia punctulata), az
egyedek tartasara, az ivartermék kinyerésének modjara, a kisérlet végrehajtasara, valamint az
eredmeények statisztikai kiértékelésére is. A mddszer Iényege, hogy 4 egyedtdl keverve gylijtenek

Ossze spermat, majd a mintat kiteszik a tesztelendd toxikus anyag kiilonb6z6 koncentracidinak,
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egy oOra id6tartamra (12. abra). Az expozicios id6 elteltével a spermaval 4 egyedtél szarmazo,
kevert ikratételeket termékenyitenek, meghatarozott spermium: ikra aranyt alkalmazva (2500:1).
Husz perc eltelte utan az ikratételeket formalinban fixaljak, majd mikroszkop segitségével
meghatarozzak a termékenytilési szazalékot, melyet a termékenyiilési membran megléte jelez. A
teszt érvényességi kritériuma, hogy a kontroll csoportban a termékenyiilésnek el kell érnie a 70%-
ot. A fejl6dé embridkban kialakulo deformitdsok (vazrendszer és emésztérendszer elvaltozasai) és
az embriogenezis kiillonbozd allapotainak kései kialakulasa mind képesek jelezni a toxikus
hatasokat, azonban ezek megallapitisa szubjektiv, igy nem szerepel a szabvanyban. Ennek
ellenére, mivel érzékenyebb paraméternek bizonyul, mint a termékenyiilés, szamos kisérletben
vizsgaltak (PAGANO et al. 1978, ARIZZI NOVELLI et al. 2002, LOSSO et al. 2004, MANZO et
al. 2006, LOSSO et al. 2007, HWANG et al. 2014).

A sztenderdizalas ellenére azonban szamos vizsgéalatban nem a szabvéanyban eldirt fajt
hasznaljak, hanem leginkabb Paracentrodus lividus-t, ami miatt az eléirt spermium: ikra aranyt is
modositjak a kisérletekben (ARIZZ1I NOVELLI etal. 2003, LOSSO et al. 2004, LERA et al. 2006),

ami megkérddjelezi a kapott eredmények dsszehasonlithatosagat.

12. abra: Spermagyiijtés a tengeri stintél (Foto: www.fpir.noaa.gov).

A szabvany hatranya, hogy ezen tesztrendszer nem adaptalhat6 édesvizi koriilményekre,
mivel a tengeri siin tengervizben él és szaporodik. Ezenkiviil a termékenyiilést a sperma mindségén
kiviil szamos tényezd befolyasolja (pl. az ikra mindsége), igy a termékenyiilési szazalék kisérleti
végpontként torténd alkalmazasa nem teszi lehetdvé a spermara kifejtett direkt hatds vizsgalatat.
Ezen tilmenden a termékenyités soran az ikra is érintkezik a toxikus anyagokkal, amiben a spermat
inkubaltak, igy a termékenyiilési eredményekben nem feltétleniil csak a sperma, hanem az ikra
kitettsége is manifesztalodik, mely torzithatja az eredményeket. Ez utobbi hatranyok miatt az
utobbi  években elterjedt a tengerisiin-sperma motilitasanak vizsgalata (MOT-teszt) a

termékenyiilési szazalék helyett a toxikologiai tesztekben (MANZO et al. 2006, FABBROCINI et
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al. 2010, 2017, D’ADAMO et al. 2014, MURADO ¢és PRIETO 2014, GAMBARDELLA et al.

2015). Hatranya viszont, hogy ez a modszer nem sztenderdizalt jelenleg.

2.3.3.3 A halsperma toxikologiai célii felhaszndldsa

A halspermim toxikolodgiai célu felhasznalasaval kapcsolatban szamos publikacié latott
napvilagot eddig. Ezen vizsgalatok azonban nem egységes modszertan szerint keriiltek elvégzésre,
emiatt szamos kiilonbség mutatkozik koztiik. Ezekben eltér tobbek kozott a vizsgalatokhoz
hasznalt donor egyedek faja (pl. afrikai harcsa, tokfélék, ponty, stigérfélék (Percidae)), a sperma
kitettség el6tti kezelése (pl. szeminalis plazma eltavolitasa, kiillonboz6 higitok hasznalata), a
vizsgélati végpontok (pl. motilitasi paraméterek, antioxidans enzimek aktivitasa, termékenyiilési
szazalék) €s a toxikus anyagnak valo kitettség idotartama (0 és 48 ora kozott) is. Léteznek tovabba
olyan publikaciok is, melyek arrél szamolnak be, hogy mélyhiitott sperman végezték el a toxikus
anyagok tesztelését (FABBROCINI et al. 2012, 2016). A moddszer hatranya, hogy maga a
mélyhiités is képes karositani a spermiumokat (jégkristalyképz6dés, hidegsokk, felolvasztas
kozbeni hosokk, toxikus véddanyagok stb.), mely csokkent életképességet, felolvasztas utani
motilitast, mozgasi idétartamot, valamint megvaltozott DNS-integritast eredményezhet (YANG et
al. 2007, CABRITA et al. 2010, BERNATH et al. 2014, 2016), igy nem csupéan a toxikus anyagok
hatasa manifesztalodhat az eredményeken. Tovabbi probléma, hogy a felolvasztott mintak
mindsége olyannyira diverz lehet, ami megkérddjelezi a toxikoldgiai tesztrendszerként torténd
alkalmazasukat. Mindamellett a spermamélyhiités id6-, munkaerd- és gyakorlatigényes folyamat,
mely ellentétes a toxikoldgiai vizsgalatok kovetelményeivel, ahol a gyorsasag €s egyszeriiség
fontos szempontok.

Tovabbi probléma, hogy szamos publikdcio esetében a vizsgalt paraméterek nincsenek
pontosan definidlva, igy nem lehet tudni, hogy konkrétan mely értékeket mérték a toxikus kitettség
hatéséra (pl. a sebesség esetében 3 mérhetd paraméter is rendelkezésre all: VAP, VCL és VSL).
Azon kisérletekben, ahol a vizsgalati koriilmények tobbé-kevésbé meg is egyeznek, mégis
ellentmondasos eredmények sziilettek (pl. HAYATI et al. 2017 és DIETRICH et al. 2011
vizsgalatai). Tovabba azzal kapcsolatban sincs konszenzus, hogy a sperma mely paramétere képes
legjobban jelezni a toxikus anyagoknak torténd in vitro kitettségét. Ebbdl is lathatd, hogy a kapott
eredmények Osszehasonlithatosagdhoz sziikséges egy sztenderd vizsgalati mddszertan leirédsa,
mely minden részletében kidolgozott (HATEF et al. 2013). A kovetkezokben a disszertacioban is
vizsgalt nehézfémek halspermara gyakorolt hatasanak vizsgalatarél beszamold publikaciok
kertilnek attekintésre és dsszehasonlitasra.

Zebradanid esetében csak a Cd?* spermara kifejtett hatasarol all rendelkezésiinkre irodalmi

adat. Eszerint mar 0,5 pg/L-es koncentracio szignifikansan csokkentette a sperma motilitasi
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paramétereit (PMOT, VCL, VSL, VAP, a mozgas iddtartama) 10 perces expozicid esetén. Ennél
kevésbé érzékeny paraméterek a DNS-fragmentacido mértéke és a membranintegritas, melyeknél
csak 5 pg/L okozott szignifikans kiilonbséget a kontrollhoz viszonyitva. A membran fluiditasara,
a ROS-szintre és a mitokondridlis funkciokra nem hatott még a legnagyobb, 10 ug/L-es
koncentracié sem (ACOSTA et al. 2016).

Ponty esetében csak 100 mg/L Cd?*-koncentracié mellett csokkent szignifikinsan a
motilitds ¢és az életképesség az expoziciot kovetd azonnali vizsgalat esetén, mig a mozgas
idtartama mar 50 mg/L Cd?*-kitettséget kovetden csokkent (HAYATI et al. 2011). Egy masik
kisérletben a 2 6ras expozicio utan szignifikdnsan csokkentek a sperma sebességi paraméterei
(VAP, VCL, VSL) 10 mg/L-es koncentracio vizsgalata soran, azonban a mozgas idétartamara csak
50 mg/L Cd?* volt hatdssal (CHYB et al. 2001a). Egy masik kisérletben azonban magasabb
expozicios idd mellett (24 és 48 6ra) csak 50 mg/L Cd?*-koncentracio okozta a motilitas, a VCL
¢és VSL szignifikans csokkenését, a 10 mg/L-es koncentracionak még nem volt hatasa (DIETRICH
etal. 2011).

A Hg?-kitettség hatasat vizsgalva megéllapitottdk, hogy 2 O6rds expozicié utdn
szignifikansan csokken a pontysperma sebessége (VAP, VCL, VSL) mar 0,05 mg/L-es
koncentracio esetében, 0,2 mg/L pedig a mozgas idétartamat is csokkenti (CHYB et al. 2001b). A
Zn?* vizsgalata soran azonban megfigyelhetd a sebességi paraméterek kozott kiilonbség: mig a
VSL mar 10 mg/L koncentracio felett szignifikdnsan csokken, addig a VAP 50 mg/L-es
koncentraci6 mellett, a VCL pedig csak 100 mg/L hatasara. A mozgas id6tartamanak szignifikans
csokkenése is csak 100 mg/L Zn?*-koncentracié hatasara kovetkezett be (CHYB et al. 2000). A
Cu?* pontyspermara in vitro kifejtett toxikus hatasarél csak egy publikacio szamol be, melyben 4
¢s 24 oras Kkitettséget kovetden vizsgaltak a sperma tejsav-dehidrogenaz-, B-N-acetil-
gliikozaminidaz-, valamint foszfatazsav-aktivitasait (SAROSIEK et al. 2009). Az eredmények
szerint az elsd két enzim aktivitisdra nincs szignifikans hatassal a Cu?* még 100 mg/L-es
koncentracioban sem, és a foszfatizsav-aktivitas is csak 24 orés kitettséget kovetden, és csak
100 mg/L-es koncentraciét alkalmazva csokken. Ugyanezen vizsgalatban mar 10 mg/L Zn?* és
Cd?" is szignifikdnsan csokkentette e vizsgalt paramétert. E fentebb emlitett négy nehézfém hatasat
ezenkiviil még szdmos halfaj spermajan vizsgaltak, szamos motilitasi és antioxidans paramétert
mérve.

Az As®, Cr¥ és a Ni?* pontyspermara kifejtett toxikus hatdsarol nincs irodalmi adat. Az
As®" hatasat eddig mas halfaj esetében sem vizsgaltdk, a Cr®* hatasat azonban kecsege (Acipenser
ruthenus) sperman tesztelték: 2 oras expozicio szignifikansan csokkenti a spermiumok mozgasi
sebességét 5 mg/L-es kitettség esetén, azonban a motilitdsra nincs hatassal. Ugyanezen

koncentracié noveli a fehérje oxidacid, valamint a glutation-reduktaz és glutation-peroxidaz
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aktivitasat, azonban a lipidperoxidacié és a szuperoxid-dizmutaz szintjét nem. Ugyanebben a
kisérletben mar 0,05 mg/L Cd®* szignifikinsan csokkentette a sebességet, a motilitast azonban
nem, mint ahogy a fentebb emlitett antioxidédns paraméterek egyikét sem (LI et al. 2010a). A Ni?*
halsperma motilitasi paramétereire kifejtett hatasaval is csak egy publikacio foglalkozott ezidaig,
melyben a kisérletek soran azonnali kitettséget kdvetden vizsgaltak a motilitast és a sebességet
4 halfaj, a sebes pisztrang, fejes domolykéd (Leuciscus cephalus), menyhal (Lota lota) és afrikai
harcsa spermajan (LAHNSTEINER et al. 2004). Az eredmények szerint egyik halfaj spermajan
sem jelent meg a kontrollhoz viszonyitott szignifikans kiilonbség még az alkalmazott legnagyobb,
125 mg/L-es koncentracio esetében sem.

A nehézfémekkel kezelt spermaval torténd termékenyités hatasat eddig csak négy halfaj
esetében vizsgaltdk. Ponty fajban csak a Cd?* termékenyiilésre kifejtett hatdsarl van irodalmi
adat, mely szerint a sperma toxikus anyaggal torténé higitasat kovetéen azonnal termékenyitve
csak 100 mg/L okozta a termékenytilés szignifikans csokkenését (HAYATI et al. 2017).

Szivarvanyos piszrangban a Cu?*, Ni?*, Cr¥*, Hg?* és Cd®" hatasat is vizsgaltak ezidaig. A
termékenyiilésre nem Volt szignifikans hatdssal a 1 mg/L-es Cu®" és Ni2*- kitettség 5 perces
expozicio esetében, azonban a kelés szignifikansan csokkent a sperma 1 mg/L-es Cu?*-kezelését
kovetéen (SHAWN & BROWN 1971). Billard és Roubaud (1985) azonban 40 perces expozicid
utan mér 0,5 mg/L Cu?*, 0,0005 mg/L Cr3* és 1 mg/L-nél nagyobb Hg?*-koncentracio esetében
tapasztaltdk a termékenyiilés csokkenését. Azonos koncentraciok kozvetlenlil a spermara
gyakorolt toxicitasat vizsgalva megallapitottak, hogy a Hg?' esetében sokkal alacsonyabb
koncentraciok mellett jelentkezik a sperma mindségének csokkenése, mint a termékenyiilés
aranyanak csokkenése. Ezzel szemben a Cr3* vizsgalata soran magasabb, a Zn?* esetében pedig
azonos koncentracio mellett volt megfigyelhetd a motilitas csokkenése. A Cu?* esetében azonban
a spermara kozvetlen kifejtett toxicitds nem jelentkezik, bar az nem keriilt tisztdzasra, hogy a
sperma mely paramétere szolgalt vizsgalati végpontként. Dietrich et al. (2010) pedig azt figyelte
meg, hogy 4 6ras expozicié utdn a Hg?" és Cd?" csak 10 mg/L koncentracié esetében okozta a
kelési szazalék szignifikans csokkenését, mint ahogy a motilitas értékének is. A VCL értéke
azonban csak 100 mg/L koncentracié mellett csokkent szignifikansan mindkét nehézfém-kezelés
hatésara, valamint Cd?* vizsgalata sordn a LIN értéke is, mig a Hg?"-kitettség mar 1 mg/L esetén
szignifikansan hatott a LIN-re. A kalaszhalalaktak rendjébe tartozo Atherinops affinis-ban
azonban a Cu?* mér az 56 pg/L-es koncentraciotol szignifikans hatassal volt a termékenyiilésre a
sperma 15 perces expozicidja esetén, a Cu?* termékenyiilésre szamitott ECso-értéke pedig
109 pg/L volt (ANDERSON et al. 1991). Afrikai harcsa fajban a Hg?*-kezelést kovetéen azonnal

sor keriilt a termékenyitésre, amire csak az alkalmazott legnagyobb, 1 mg/L-es koncentracio volt
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szignifikins hatassal, ahogyan a kelésre is (RURANGWA et al. 1998). Az As®* és Zn?*

termékenytilésre kifejtett hatasarol a halsperma in vitro expozicidja esetén nincs irodalmi adat.

24 A disszertacioban vizsgalt toxikus anyagok altalanos bemutatasa

A nehézfémek azon kiviil, hogy in vitro képesek csokkenteni a sperma motilitasi
paramétereit €s termékenyitdképességét, szamos karosodast képesek okozni az €16 szervezetben is
in vivo kitettség esetén. A pontos definiciot illetden azonban a mai napig nincs konszenzus azzal
kapcsolatban, hogy pontosan mely elemeket soroljuk a nehézfémek kozé. Altalanossagban
elmondhat6, hogy a nehézfémek azok a nagy stiriségii, atomtomegi, valamint atomszamu elemek,
melyek toxikus hatassal rendelkeznek. A legelterjedtebb meghatarozas szerint az 5 g/cm3-nél
nagyobb sirliségli elemek tartoznak ide (DUFFUS 2002). Ez alapjan az arzén viszont nem
tekinthetd nehézfémnek, a toxikussdga miatt mégis a nehézfémek kozott szoktdk emliteni. Az
Europai Bizottsag 2000/532/EK haréarozataban a Sb, As, Cd, Cr(VI), Cu, Pb, Hg, Ni, Se, Te, Tl és
Sn elemeket sorolja a nehézfémek koz¢é, mely listaban az arzén ugyan szerepel, a cink viszont nem,
pedig ez utdbbi stiriisége 5 g/cm>-nél nagyobb.

Egyes nehézfémek a normaélis életmiikodéshez kis koncentracioban nélkiilozhetetlenek,
azonban nagy mennyiségben stlyos mérgezést okozhatnak (pl. cink, réz, szelén, vas). Mas
nehézfémek viszont nem rendelkeznek élettani szereppel, és a Szervezetbe jutva mar kis
koncentracidban is toxikus hatast fejtenek ki (pl. arzén, higany, kadmium, 6lom). A nehézfémek
kozos jellemzdje, hogy antropogén hatéasra, foként ipari emisszi6 és mezdgazdasagi tevékenység
révén a kornyezetbe nagy mennyiségben kijutnak, biologiailag nem bomlanak le, ezéltal az €16
szervezetben felhalmozddnak. A  bioakkumulacionak koszonhetéen eléfordulhat, hogy
koncentracidjuk a szovetekben és szervekben nagysagrendekkel nagyobb mértékii, mint amilyen
mennyiségben az adott elem a kdrnyezetben eléfordul (BADSHA ¢s GOLDSPINK 1982, COPE
et al. 1994, VAN DER OOST et al. 2003). Ebbdl kifolydlag a taplaléklancon keresztiil is képesek
felhalmozodni (biomagnifikacid) (LEHEL és LACZAY 2011).

A fémek elemi formaban ritkdn fordulnak eld, altaldban vegyiileteket alkotnak, melynek
oka ionjaik kémiai reaktivitdsa. Ez az alapja toxicitdsuknak is, valamint az endogén fémionokhoz
valo hasonlosaguk, amely a normal sejtmiikodés zavarat idézheti elo.

A kovetkezOkben a disszertacidban is vizsgalt nehézfémek keriilnek bemutatasra. A

Zebradanio és ponty fajban mért 96 oras LCso-értékeiket a 4. tdblazat tartalmazza.
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4. tablazat: Zebradanio €s ponty fajban mért 96 6ras LCso-értékek kiillonbozoé nehézfémek
esetében.

Zebradanio Ponty
(mg/L)
Cr 54,57 25,9
(NISHA et al. 2016) (WONG et al. 1982)
7 44,48 0,45-1,34
(WANG et al. 2013) (ALAM & MAUGHAN 1992)
Cu 0,17 0,3
(WANG et al. 2013) (ALAM & MAUGHAN 1992)
cd 6,5 o 21,07
(WANG et al. 2013) (SOVENYI & SZAKOLCZAI 1993)
Ni 9,07-18,92 1,3-1,54
(ALSOP & WOOD 2011) (ALAM & MAUGHAN 1992)
Hg 0,14 0,16-0,71
(WANG et al. 2013) (ALAM & MAUGHAN 1992)
As 6,75 32
(BHAVANI & KARUPPASAMY 2014) (KOVENDAN et al. 2013)
24.1 Krém

A krém haromértékli formdja a szervezet szamara esszencialis nyomelem; szerepe van a
gliikéz, zsir, és fehérje anyagcserében. Toxikus hatassal a krom hatértékii formaja bir, mely
szennyezési forrasanak a festékipar és a fotolaboratoériumi szennyvizek tekinthetdek.

A Cr(VI) rendkiviil erés oxidaloszer, atjut a sejtmembranon, mindamellett fehérje-
precipitalé hatasa is ismert (MEZES 2009). A Cr(VI) mutagén hatassal is bir: bel6le a sejtekben
Cr(IIT) képzddik, mely a DNS foszfatcsoportjahoz kotédik (GREGUS 2011).

2.4.2 Cink
A cink létfontossagl elem, felszivodasat homeosztatikus folyamatok szabalyozzak, igy
csak extrém nagy dozisoknal jelentkezhet toxikozis. Hatasara a fejlédé magzat elhal, vagy

életképtelen lesz (MEZES 2009).

243 Réz
A réz kis mennyiségben létfontossagi elem; a hemoglobinképzésben, valamint a
kiilonbozé enzimrendszerek miitkodésében jatszik fontos szerepet. Nagy mennyiségben juthat
azonban a kornyezetbe gombadld és csigairtd szerként vald alkalmazasa miatt, valamint
mikroelem-mitragyak révén.
A réz els6sorban a membranlipidek peroxidécidja, valamint az enzimek gatlasa révén fejti

ki toxikus hatasat, ami a sejtek funkcionalis, valamint morfoldgiai kdrosodéasat okozza (LEHEL és

LACZAY 2011).
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244 Kadmium

A kadmium természetes koriilmények kozott a cinktartalmt ércekben fordul eld. Ezen
kiviil a fémfeldolgoz6 iparban széleskortien hasznaljak galvanizéaléasra, elemek, és akkumuléatorok
gyartasara, valamint festékek és muilanyagok alkotorészeként is hasznalatos. Az ipari emisszid
révén nagy mennyiségben jut ki a természetbe.

A kadmium cinkhez valé nagyfokil hasonlésdga miatt a metallotioneinek szintézisét
indukalja, és nagymértékben kotddik is hozza. Protedzok hatasara azonban a komplex elbomlik és
a szabadda valo Cd**-ionok a sejtek stlyos karosodasat okozzak. A kadmium cinkantagonista
tulajdonsdga miatt pedig a cinket helyettesiti a cinktartalmi enzimekben, ami szamos
funkciézavart okozhat (LEHEL és LACZAY 2011). Gatolja a citokrom P450 szintézisét és a DNS-
hez is képes kotddni, legfoképp a mitokondridlis DNS-hez (MEZES 2009).

2.4.5 Nikkel
A nikkel, a kadmiumhoz hasonléan cinkantagonista elem (MEZES 2009).

2.4.6 Higany

A higany elsdsorban a mez6gazdasagi tevékenység révén juthat ki nagy mennyiségben a
kornyezetbe, higanytartalmt fungicidekkel csavazott vetdémagokkal. A talajok higanytartalmu
szennyviziszappal vald terhelése is fontos veszélyforrds. Kordbban pedig gyodgyszerként is
felhasznaltak szervetlen higanytartalmi vegyiileteket. Altalanossagban elmondhatd, hogy a
szerves higanyvegyliletek toxikusabbak a szervetleneknél, azonban a kiilonb6z6 higanyvegyiiletek
a kornyezetben egymasba atalakulhatnak.

Toxikus hatasuk lényege, hogy a higany a fehérjék két szomszédos szulfthidril-csoportjat
megkoti, azokkal gyliriis vegyiiletet alkotva. Ezaltal bénitja az enzimfunkciokat, mely kiillondsen
kifejezett a membran ATP-4z enzimnél, ami az oxidativ foszforilaciot gatolja. A kotdédés noveli a
sejtek passziv permeabilitasat, aminek kovetkeztében az intracellularis térbdl megnovekszik a viz

¢s egyeéb anyagok kiaramlasa (LEHEL ¢és LACZAY 2011).

24.7 Arzén
Az arzén kis mennyiségben megtaldlhatdo a talajokban és az élévizekben, azonban
vulkanikus teriileteken nagyobb mennyiségben is eléfordulhat. Altalanos elterjedtsége miatt
fontos szennyezdforrasnak szamit. Haromértékii vegytileteit a névényvédelemben, gyogyaszatban
¢és festékgyartasban hasznaljdk, valamint az ércfeldolgozds soran keletkezd melléktermék.
Otértékii vegyiileteit kartevoirtasra, fakonzervalasra, valamint csavazasra hasznaljak. Az elemi

arzén nem toxikus, azonban oxigén hatasara toxikus arzénvegyiiletek keletkeznek beldle, melyek
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erosen mérgezdek. A higannyal ellentétben, a szerves arzénvegyiiletek kevésbé toxikusak, mint a
szervetlenek.

A haromértékii arzén hatdsmechanizmusa a higanyéval megegyezik: a fehérjék szulfhidril-
csoportjaval gytliriis vegyiiletet alkotva bénitja az enzimfunkciokat, kivaltképp az oxidativ
enzimekét. Az 6tértékli forma a nagy energiatartalmu kotésekbodl a foszfatokat kiszoritja, ezaltal

gatolja az oxidativ foszforilaciot (LEHEL és LACZAY 2011).
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1 Kisérleti Allomany

3.1.1 Zebradanio

A kisérletek soran hasznalt zebradaniokat a Szent Istvan Egyetem Halgazdalkodasi
Tanszékén tartottam allando vizatfolyast biztositd recirkulacios rendszerben (Tecniplast ZebTec,
Buguggiate, Olaszorszag). AB vonalbdl szarmazo, vad tipusu, ivarérett (6-12 honapos) egyedeket
hasznaltam, amelyeket 3 literes polikarbonat medencékben (maximum 30 egyed/medence),
alland6 vizmin6ségi paraméterek (25,0 = 2,0 °C vizhémérséklet, 7,5 + 0,2 pH, 525+ 50 uS
vezetOképesség, vizkeménység < 0,5 °NK, oldott O2-szint > 90%) és fotoperiodus (14 ora vilagos:
10 ora sotét ciklus) mellett tartottam (13. abra). Naponta kétszer, Zebrafeed (Sparos, Olhao,
Portugalia) tipusu tappal, valamint kiegészitésképpen kétnaponta frissen keltetett Artemia salina

nauplius larvaval etettem a halakat.

13. 4bra: A zebradaniok tartasara hasznalt intenziv rendszer a SZIE Héigazdélkodési Tanszekén.
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3.1.2 Ponty

A kisérletek soran hasznalt pontyok a Dinnyési Halgazdasagbol, valamint a Jaszkiséri
Halas Kft-t6l szarmaztak (Dinnyési tiikkros és Szarvasi P31-es tajfajtak) melyeket a Szent Istvan
Egyetem Halgazdalkodasi Tanszékének intenziv haltarto és halnevel6 rendszerében (Sentimento
Kft., Erd, Magyarorszag) tartottam. Pikkelyes és tiikros, 1,5-2 éves, 100-400 grammos him
egyedeket hasznaltam, melyek 3 m3-es medencékben (maximum 150 egyed/medence), allando
vizminéségi paraméterek (23,0 + 2,0 °C vizhémérséklet, 7,5 +0,2 pH, 230 + 2 mV redoxpotencial,
4,0 = 1,0 mg/L oldott O-szint) mellett tartottam (14. abra). Naponta kétszer, 10 g/ttkg Aqua Uni

(Aqua Garant, Pochlarn, Ausztria) tipusu tappal etettem 6ket.

14. abra: A pontyok tartdsara hasznalt intenziv rendszer a SZIE Halgazdalkodasi Tanszékén.
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3.2  Spermavétel

3.2.1 Zebradanio6

A zebradani6 himekt6l fejés Gtjan nyertem spermat. Fejés elétt a halakat 0,06%-0s tricain-
metanszulfonsav oldatban (MS-222, pH=7,0, Acros Organics, Geel, Belgium) altattam, majd
hasukkal felfelé rogzitettem az egyedeket, egy nedves szivacson ejtett nyilasba helyezve éket.
Ezutan az ivarnyilds kornyékét szarazra toroltem, majd a fejést mikroszkop alatt végeztem el
(Leica S6E tipus6 mikroszkop, 10x-es nagyitds). Ennek soran egy csipesz segitségével ovatos
nyomast fejtettem ki a hasfalra, majd az ivarnyilasban megjelend spermat kalibralt, 5 uL térfogatt
tiveg kapillaris cs6 segitségével felfogtam (Marienfeld-Superior, Herlev, Dania; 15. abra), ezaltal
megbecsiilhetd volt az Gsszegyiijtott sperma mennyisége. A kiilonbozo egyedektdl szarmazod
spermat 50 pL pontyféléknél hasznalt immobilizald oldatba (200 mM KCI, 30 mM Tris, pH=8,0,
SAAD ¢és BILLARD 1987) gytijtottem. Osszesen 10 pL ivarterméket gytijtdttem az egyedektdl
(6x-0s higitas), ami a motilitasvizsgalati kisérletek soran atlagosan 10 + 2 egyedtdl szarmazott, és
26 + 8 x 10° spermiumot tartalmazott, mig a termékenyitési kisérletekhez hasznalt sperma
atlagosan 19 + 8 egyedtdl szarmazott, és 16+8 x 10° spermiumot tartalmazott. A spermat
felhasznalasig olvado jégen taroltam. A lefejt egyedeket friss rendszervizben torténd ébresztés

utan visszahelyeztem a medencékbe. Ugyanazon egyedeket legalabb egy hét elteltével fejtem wjra.

15. abra: A zebradanié fejése (Foto: Horvath Akos).

3.2.2 Ponty
A pontyoktdl szintén fejés utjan nyertem spermat. A fejést megelézéen 1-2 nappal
hormonkezeléssel stimulaltam a spermiaciot: a halakat 0,04%-os fenoxi-etanol oldatban altattam
(Acros Organics, Geel, Belgium), majd 4 mg/mL koncentracioban, desztillalt vizben feloldott,
szaritott, poritott pontyhipofizissel oltottam be intraperitonealisan a tejeseket (16. abra).

Testtomeg-kilogrammonként 2 mg hipofizist injektaltam a halakba, amelyet 1 mL-es, 29 G-s
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inzulinos fecskendével (Chirana, Otura, Szlovakia) juttattam a tejesek hasiiregébe. Az egyedeket
oltas utan elkiilonitve visszahelyeztem a medencébe.

Fejés elott a tejeseket az eldbbiekkel megegyezden altattam, majd benedvesitett
papirtorlore helyeztem Oket. Az ivarnyilast szarazra tordltem, majd a hasfalra kifejtett nyomas
kovetkeztében tavozo ivarterméket 2 mL-es fecskend6 (BD Discardit™ 11, Becton Dickinson S.A.,
Madrid, Spanyolorszag) segitségével szivtam fel (17. dbra). A fecskenddébe felszivott spermat
ezutan 1,5 mL-es Eppendorf-csébe (VWR International Ltd., Radnor, USA) juttattam. A
kiilonbozé egyedektdl szarmazo ivartermékeket kiilon-kiilon gyiijtottem, melyek koncentracidja
atlagosan 18 + 6 x 10° spermium/mL volt. A mintakat felhasznalasig olvadd jégen taroltam. A

lefejt egyedeket visszahelyeztem a medencébe.

.. ‘\. o
16. abra: A pontyok hi

e

_ e
pofizalasa (Foto: Pataki Bernadett).
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17. dbra: A pontyok fejése (Foto: Jelena Lujic).
3.3 A sperma minéségének ellendrzése

crer

sejtszamlalo kamrdban hatdroztam meg. A frissen fejt sperma progressziv motilitasanak
meghatarozasat egy Olympus BX41 tipusit mikroszkophoz csatlakoztatott Szamitogépes
Spermavizsgalé Rendszer (Computer-Assisted Sperm Analysis, CASA; Sperm VisionTM v.
3.7.4., Minitube of America, Venture Court Verona, USA) segitségével végeztem el. A
spermiumok azonositasa az alabbi beallitasok szerint tortént mindkét halfaj esetében: (1)
progressziv motilitas kiiszobértéke: a kiindulasi és végpont kozotti egyenes tdvolsag hossza (DSL)
>5 pum; (2) pixel/um arany: 151/100; (3) fej teriilet méret: 1-100 um?. A sperméat Makler kamraban
aktivaltam (SEFI Medical Instruments, Haifa, Izrael, 18. abra), amihez zebradanio és ponty
esetében is az egyedek tartdsara szolgald rendszervizet hasznaltam. Mindkét tipusti rendszervizhez
elézetesen 1%-os koncentracioban BSA-t (Albumin bovine serum Cohn Fraction V, VWR
International Ltd., Radnor, USA) kevertem. A rendszervizben taldlhaté kiilonb6z6 ionok

koncentracioit az M2. melléklet tartalmazza.
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18. 4bra: A szamitogépes spermavizsgalat soran, a sperma aktivalasahoz hasznalt Makler kamra
(Fot6: Kasa Eszter).

Zebradanio esetében az aktivalas soran 2,5 pL rendszervizet hasznaltam, melybe a kevert
mintabol szarmazoé 0,5 uL spermat kevertem (6 x 6 = 36x-os higitas). Ponty esetében pedig a friss,
higitatlan minték vizséalata soran 50 pL rendszervizbe juttattam 0,1 pL spermat (501%-es higitas),

annak koncentraltabb volta miatt.

3.4  Tesztanyagok

Kisérleteim soran az alabbi vegyliletekkel dolgoztam (Sigma Aldrich, St. Louis, USA):
e krom(III)-nitrat-nonahidrat (Cr(NO3z)3 x 9 H20),
e cink-nitrat-hexahidrat (Zn(NOs3)2 x 6 H20),
e réz-nitrat-trihidrat (Cu(NO3)2 x 3 H20),
e kadmium-nitrat-tetrahidrat (Cd(NQOz)2 x 4 H20),
e nikkel-nitrat-hexahidrat (Ni(NO3). x 6 H20),
¢ higany(ll)-nitrat-monohidrat (Hg(NO3)2 x H20),

arzén-trioxid (As203).

A torzsoldat elkészitése soran az anyagokat a mar emlitett immobilizal6 oldatban oldottam
fel. Az As:03 esetében ultrahangos mikrodiszpergalasra (szonikalasra) volt sziikség a teljes
beoldodashoz, melyet 40%-os amplitadon, 4 x 4 percig végeztem (Branson Digital Sonifier®
Models 250, Danbury, USA). A torzsoldatokat -80 °C-on taroltam, legfeljebb 7 napig. Az

elkészitett torzsoldatok koncentraciojat és azok ozmolalitasat az M3. melléklet részletezi.
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3.5 A sperma higitasa és Kitettsége

Zebradanio esetében tobb egyedtdl szarmazo, kevert mintakkal dolgoztam a kisérletek
soran, mig pontyban egyedi, fliggetlen mintakon végeztem el a kiilonb6z6 ismétléseket.

A tesztelendd koncentraciok meghatarozasa elézetes doézistartomany-keresé vizsgalatok
alapjan tortént. Ponty esetében a frissen lefejt egyedi mintabol 10 pL-t elészor tovabb higitottam
50 pL immobilizalé oldatban, hogy elérjem a zebradanional is alkalmazott 6x-0s higitasi aranyt,
majd ezt kdvetden a mintakat ugyanugy kezeltem zebradanioban és pontyban is: 10 uL higitott
spermat tovabb higitottam 10 pL toxikus anyagot tartalmaz6 immobilizal6 oldattal (2x-es higitas),
igy elérve a végsd vizsgalati koncentraciokat (5. tablazat). Kovetkezésképpen zebradanioban a
spermavizsgalati kisérletek sordn 4 =1 x 10° spermium, mig a termékenyitési kisérletek sordn
3+1x10°% spermium keriilt egy tesztoldatba, pontyban pedig 3 = 1 x 107 himivarsejtet

tartalmazott egy kezelés.

5. tdblazat: A zebradanio6 és ponty sperman tesztelt nehézfém-ionok és vegytileteik koncentracioi
(mg/L), valamint azok anyagmennyisége (mM)

Zebradanio Ponty Zebradanio Ponty
(mg/L) (mM)
Cr3 50, 100, 150, 200 . . .
Cr(NOs3); x 9 H,0O 385, 769, 1154, 1538 0.96;1,92;2,88; 3,84
Zn?* 50, 100, 150, 200 . . .
Zn(NOs), x 6 H20 227, 455, 682, 910 0.76;1,53;2,29; 3,06
Cu?* 1,5, 25,50 . . .
CU(NO3)s 3 H;0 4,19, 95 190 0,016; 0,079; 0,394, 0,787
Cd?* 1,5, 25,50 . . .
Cd(NO3)s x 4 H;0 3,14 69 137 0,009; 0,044; 0,222, 0,445
Ni2* 600, 800, 1000, 1200 . . .
Ni(NQO3s)2 x 6 H.O 2973, 3964, 4955, 5946 10,22;13,63; 17,04, 20,44
Hg? 05,1,25,5 . . .
Hg(NO2) x Hs0 0.9 1.7 43 85 0,0024; 0,0050; 0,0124; 0,0250
AST 20, 100, 150, 200 15,25, 50 0,33; 0,67; 1,00; 1,33  0,0067; 0,0334; 0,1669; 0,3337
As,03 66, 132,198,264 1,3,6,6,33,0,66,0 T ’ Y Y Y

Minden minta esetében egy kezeletlen kontroll csoportot is vizsgaltam parhuzamosan,
melyet azonosan, 1:1 aranyban higitottam pontyféle immobilizald oldattal a kisérlet kezdetén, a
kezelt mintak toxikus higitasaval egyidében. A toxikus anyagnak valo kitettség a sperma motilitasi
paramétereinek vizsgalata esetén 4 ora, mig a termékenyiilési szazalék és embriogenezis vizsgalata
soran 30, valamint 120 perc volt. Az expozicié alatt a mintakat végig olvadd jégen taroltam

(19. abra). A fejést kovetéen maximum 30 percen beliil elvégeztem a sperma higitasat a kiilonb6z6

crer
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3.6  Toxikologiai célu spermavizsgalat

A spermavizsgalat végpontjai azok a motilitdsi paraméterek voltak, melyeket
leggyakrabban vizsgaltak korabban a halsperman végzett in vitro toxikologiai célu kisérletekben.
Ezek a progressziv motilitas (PMOT, %), tovabba egy sebességi paraméter (ivsebesség, VCL,
um/s) és egy egyeness€gi paraméter (a spermiumok mozgasanak egyenestdl szamitott eltérése,
LIN, %) voltak. Ezen végpontok rogzitését a kiilonbozé koncentracidji nehézfém-oldatokkal

torténd higitast kovetden, a 4 6ras expozicido minden 30. percében végeztem el.

19. dbra: A spermamintdk nehézfémeknek torténd kitettség alatti tarolasa olvado jégen.
A spermavizsgalat soran, zebradanio esetében 2,5 pL rendszervizbe 1 plL toxikus anyaggal
higitott spermat juttattam, mig pontyspermaban nagyobbfoku higitasra volt sziikség, igy 25 uL
rendszervizbe 0,5 pL nehézfémnek kitett spermat pipettaztam. A zebradani6, valamint ponty

esetében alkalmazott higitdsok aranyat az 6. tablazat dsszesiti.

6. tablazat: Zebradanio- és pontysperma esetében alkalmazott higitasi aranyok. A vastag betiivel
kiemelt higitasok képezik a végsd higitasi aranyt. A vékony betlivel szedett higitds nem szamit
bele a végs6 higitasi ardny kialakitdsaba.

Zebradanio Ponty

1. Friss sperma higitasa 6x -
Motilitasvizsgalat 6x 501x%
2. Elohigitas - 6%
3. Sperma higitasa a toxikus anyaggal 2x 2x
4. Motilitasvizsgalat 3,5% 51x
Osszesen 42x 612x
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A kiilonb6z6 mérési idépontokban legaldbb két aktivaciot végeztem mintanként;
aktivacionként pedig legalabb két felvételt készitettem a minél precizebb analizis érdekében. A
felvételek készitése minden esetben az aktivacidt kovetd 5 masodpercen beliil tortént. Mindkét
halfajban a kisérleteket 5 fiiggetlen mintaval végeztem el: zebradanio6 esetében 5 kiilonb6z6, tobb
egyedtdl szarmazo kevert spermamintat hasznaltam, mig ponty esetében 5 kiillonbozé egyedtol
szarmazo, fliggetlen spermamintan végeztem el a kisérleteimet. A zebradani6 és ponty fajban

elvégzett motilitasvizsgalatok folyamatat a 20. abra szemlélteti.
" 4 koncentracié + 1 kontroll/nehézfém:
y / | 10 uL serma + 10 uL immobitizilé oldat
Z . W,

/ a Vg e '.|. 10 uL sperma + 10 uL immobilizald oldat
Y i /
Z — \ ) / ¢| 10 uL sperma + 10 uL immobilizald oldat -

% || 10 4L sperma + 10 uL immobitizls oldat

motilitasvizsgalat

30 percenként, 4 oran at:

1 pL sperma 2.5 pL rendszervizbe
PMOT (%), VCL (um's), LIN (%)

10 pL sperma 50 uL .
mmehilslo oldatba \ VW (05 a1 Ul sisnobilisaih oldt

motilitasvizsgalat: 0.3 pL
sperma 2.5 pL rendszervizbe
PMOT (%). VCL (um/s). LIN

 koncentracié-szamitas: Biirker-
Tirk tipust hemocitométer

4 koncentracié + 1 kontroll/nehézfém:

41110 uL sperma + 10 uL immobilizalé oldat

R st l 10 uL sperma + 10 uL immobilizald oldat
\ ’ > \ , > || 10 uL sperma + 10 uL immobitizats oldat -
- elohigitas: 10 uL sperma % |19 47 sperma + 10 uL immobiliz4lé oldat
higitatlan sperma 30 uL immobilizald oldatba Uk motilitasvizsgalat
« (] 10 uL sperma + 10 uL immobitizits otdat | 3O Percenként, 4 Srin it
0.3 pL sperma 25 pL
) rendszervizbe
motilitasvizsgalat: 0.1 pL sperma PMOT (%). VCL (um’s).
30 uL rendszervizbe LIN (%)

PMOT (%), VCL (um/s). LIN (%)

1. ’3 koncentracio-szamitas: Biirker-
- Tiirk tipust hemocitométer

20. abra: Toxikologiai célu motilitasvizsgalatok folyamatabraja zebradanid és ponty esetében.

3.7 A termékenyiilés, valamint az embriogenezis vizsgalata zebradanioban

3.7.1 Ikragyiijtés
A kisérleteket megel6z6 délutan az ikras dllomanyt 1 literes duplafala szaporitoedényekbe
helyeztem ki tejesekkel, 1:1 ivararanyban, maximum 2 ikras és 2 tejes egyedet helyezve egy

szaporitoedénybe, ivar szerint valaszfallal elkiilonitve (21. abra), ami megakadalyozta a
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zebradaniok kisérlet el6tti ivasat. Az ikras egyedeket a kisérlet reggelén, a villany — fényprogram
altal vezérelt - felkapcsolodasa utan gytijtdttem Ossze.

Az ikra fejése el6tt az ikrasokat is 0,06%-0s MS-222 oldatban boditottam. Ezt kdvetden az
egyedeket nedves papirtdrlore helyeztem, az ivarnyilast szdrazra toroltem, majd az ikrat 6 cm
atmérdji Petri-csészébe fejtem szarazon. Tobb egyedtdl szarmazo ikrat gyljtottem keverve, 50-
100 db ikraszemet fejve egy Petri-csészébe, igy elérve a 30 000:1 spermium: ikra aranyt
kezelésenként. A kelld ikramennyiség Osszegylijtése utan a Petri-csészéket lefedtem, az ikratétel
kiszaradasat elkeriilendé. Osszesen 5 Petri-csészébe fejtem igy ikrat, mely egy nehézfém adott
szolgalt. A lefejt egyedeket friss rendszervizben torténd ébresztést kovetden visszahelyeztem a

medencékbe. Ugyanazon egyedeket legalabb egy hét elteltével fejtem ujra.

21. abra: A zebradanio ikrasok felkészitéséhez hasznalt szaporitdedények. Baloldalon az ikras,
jobboldalon a tejes egyedek lathatoak, a kozépen talalhat6 valaszfallal elszeparalva.

3.7.2 Termékenyités
Az ikratételeket a fejést kovetd 10 percen beliil termékenyitettem. A termékenyités soran
az adott ikratételre a 30, valamint 120 perces nehézfém-expozicionak kitett, 20 pL immobilizalt
spermat juttattam, melyet kb. 1 mL hozzaadott rendszervizzel aktivaltam (22. abra). Ezt kovetéen
5-10 percen beliil az ikratételeken vizet cseréltem, majd athelyeztem ket 10 cm atmérdji Petri-
csészékbe, amiket rendszervizzel ontottem fel. A Petri-csészéket 26 °C-on inkubaltam 48 6ran at,
mely sordan egyszer — 24 oOra utan - vizet cseréltem rajtuk, valamint a nem termékenyiilt

ikraszemeket €s az elpusztult embriokat eltavolitottam.
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expozicids ideig kitett spermaval.

A kisérlet végpontjai a termékenyiilési szazalék (%), valamint az embriok 48 6ras korban
vizsgalt tulélése a termékenyiilt ikrak szamahoz viszonyitva (%) voltak. A termékenyiilési
szazalek megallapitasa a termékenyitést kovetden 24 oraval tortént, 26 szomitas illetve Prim-5
fejlettségi allapotban. Ezenkiviil vizsgaltam a kiilonb6z6 deformitasokat és fejlédésbeli
rendellenességeket 24 ora (26 szomitas/Prim-5 allapot) és 48 ora (Long-pec allapot) elteltével is,
mely soran az aldbbi rendellenességek kialakulasat vizsgaltam: szikodéma, perikardialis 6déma,

fej- és szemfejlodési rendellenességek, farok- és gerinctorzulas, dezintegralt test (23. abra).

23. abra: A zebradanio embriokban vizsgalt fejlddési rendellenességek. A: normal embrio,
B: szikbdéma és perikardialis 6déma, C: fej- és szemfejlédési rendellenesség, farok- és
gerinctorzulas, D: dezintegralt test.

Kisérleteimet minden nehézfém és expozicids id6 esetében 3 ismétlésben végeztem el. A

zebradanio fajban elvégzett termékenyitési kisérletek folyamatat a 24. abra szemlélteti.
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/q/‘, 4 koncentracio + 1 kontroll/nehézfém:

< | I 10 pL sperma + 10 puL immobilizal oldat

/ v | l 10 pL sperma + 10 uL immobilizalé oldat

L4~
>

;‘ , >

\ " ‘ l 10 pL sperma + 10 uL immobilizalé oldat ~—
10 pL sperma 50 pL - -~
immobilizalé oldatba a | l 10 pL sperma + 10 uL immobilizald oldat termékenyités 30 vagy 120 perc

] expozicio utan: 50-100 db ikrihoz
‘ ' 20 uL higitott sperma
q 10 pL sperma + 10 uL immobilizalé oldat termékenyiilési ardny (%).

48 oras talélés (%), deformitdsok

i
W B | motilitasvizsgalat: 0,5 uL sperma
2.5 pL rendszervizbe
PMOT (%), VCL (um/s), LIN (%)

_" ” koncentracié-szamitas: Biirker-
Tiark tipusd hemocitométer

24. 4bra: Zebradanio fajban elvégzett termékenyitési kisérletek folyamatabraja.

3.8 Statisztikai elemzés

Kisérleteim soran a friss sperma toxikus anyaggal torténd higitas el6tti motilitasi értékeit
referencia értékként feltiintettem, azonban a statisztikai értékelésben csak a termékenyitési
kisérletekben szerepelnek, a kiilonb6z6 kisérletekben hasznalt sperma kiindulasi minéségének
Osszehasonlitasa végett.

A kapott adatsorok eloszlasanak vizsgalata Kolmogorov-Szmirnov teszt segitségével, a
varianciak homogenitasanak vizsgalata pedig Bartlett-proba segitségével tortént. A kiilonb6z6
koncentraciok, az expozicios idok, valamint e ketté interakcidjanak hatasat a motilitasi
paraméterekre, a termékenyiilési szdzalékra €s a 48 oOras tulélésre ismétléses kétszempontos
variancia-analizissel (ANOVA) vizsgaltam, utotesztként Bonferroni-tesztet alkalmaztam annak
érdekében, hogy kideritsem, pontosan mely koncentraciok mely expozicids id6knél voltak hatassal
a vizsgalt paraméterekre. Az Osszehasonlitas minden esetben az azonos expozicios ideji kontroll
értékekhez tortént. Az embriondlis deformitdsok kialakulasanak aranyat, az ANOVA
alkalmazhatosagi feltételeinek nem-teljesiilése miatt, nemparaméteres Kruskal-Wallis teszttel
vizsgaltam, utotesztként pedig Dunns-probat alkalmaztam.

Azoknal a mérési idépontoknal, ahol a vizsgalt valtozé értéke a kontroll értékéhez képest
legalabb 50%-0s csokkenést mutatott, dozis-hatds gorbe illesztésével félhatasos koncentracidkat
(ECs0) szamoltam, melyek a vizsgalt valtozo kontroll értékét a felére csokkentik. A dozis-hatas
gorbék illesztése a vizsgalt valtozok szerint tortént: kvantélis valtozok esetében (PMOT, LIN,

termékenytilési szazalék) probit modellel, mig kvantitativ valtoz6 esetében (VCL) logaritmus
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transzformacioval végeztem el a gorbeillesztést (az OECD 54-es szabvany alapjan). Az adott
expozicios id6 mellett kapott ECso-értékeket t-probaval hasonlitottam Ossze, mint ahogy a
spermavizsgalat soran, a kisérlet kezdetén és végén mért kontroll értékeket, valamint a
termékenyitési kisérletek soran a friss sperma PMOT értékeit is a kiilonb6zo kisérletekben. A
szignifikancia-szint minden esetben p=0,05 volt.

Az eredmények statisztikai kiértékelését és a dozis-hatas gorbék illesztését GraphPad
Prism 6.01 (GraphPad Software Inc., San Diego, USA) statisztikai program segitségével

végeztem.
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4, EREDMENYEK

4.1  Toxikologiai célu spermavizsgalat

4.1.1 A nehézfémek sperma progressziv motilitasara (PMOT) gyakorolt hatasa
4.1.1.1 Zebradanio

A friss mintak PMOT értéke 76 + 6% (n=35) volt. A nehézfém kezelések hatasara minden
esetben dozis-hatas reakcid volt megfigyelheté a PMOT értékén (25. abra). A kontroll mintak
PMOT értékei minden esetben szignifikansan csdkkentek az expozicid 30. €s 240. perce kozott
(p=0,0001 és 0,0357 kozott, n=5). Minden nehézfém esetében az expozicids idd, valamint a
koncentraci6 is szignifikans hatast gyakorolt a PMOT értékekre (p<0,0001 minden esetben).
Mindamellett szignifikdns interkacidé volt megfigyelhetd a vizsgalt két valtozo kozott minden
nehézfém-kezelés esetében (p<0,0001 minden esetben).

A Zn?*, valamint Cu?* vizsgalata soran az expozicios id6 30. percében még nem figyeltem
meg valtozast a PMOT értékében, azonban az expozicios id6 novelésével a PMOT egyre nagyobb
mértékben csokkent. A Hg?*, Cd?*, valamint az As®* esetében mar az expoziciods idd 30. percében
latszik a nehézfémek PMOT értékére gyakorolt szignifikdns hatdsa, ami az expozicids 1dd
novelésével parhuzamosan nétt. A Cr*, valamint Ni?* esetében is megfigyelhet6, hogy a toxikus
anyag hatdsa mar az expozicié 30. percében megnyilvanult, azonban ez a hatas az idd
eldérehaladtaval csak minimalis mértékben ndvekedett.

A kiilonbozd nehézfémek vizsgalata soran kapott eredményeket 6sszehasonlitva jol latszik,

3 Ni* és Hg?" esetében mar az expozicios id6 30. percétdl csdkkent a PMOT értéke

hogy mig a Cr
a kontrollhoz viszonyitva 50%-kal, valamint az As®* vizsgalata soran is mar a 60. perctél, addig a
Cu?* és Cd?* esetében 90 perces expozicids id6 volt sziikséges e paraméter kontrollhoz viszonyitott
50%-o0s csokkenéséhez, A Zn?* vizsgilata soran pedig csak az expozicios idé 180. percétdl volt

lehetdség az ECso-értékek megallapitasara (7. tablazat).
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25. abra: A zebradanio-sperma atlagos progressziv motilitasa (PMOT, %) szorassal (n=5) a
kiilonb6z6 koncentracidju nehézfém-oldatoknak torténd kitettség esetén, az expozicios idd
minden 30. percében. Csillag jeldli az adott expozicids id6 kontrolljahoz viszonyitott
szignifikans kiilonbséget (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001).
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7. tdblazat: A zebradanio-sperma progressziv motilitasara (PMOT) vonatkoztatott ECso-értékek
(mg/L) kiilonb6z6 nehézfémeknek torténd kitettség esetén, az expozicidé minden 30. percében
(ahol becsiilhet6). A pontyban kapott ECso-értékekhez viszonyitott kiilonbséget csillag jeloli

(* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, p<0,0001).

Expozicios Cr3* Zn%* Cu? Cd?* Ni2* As3* Hg?*
idé (perc) (mg/L)
30 143wxx g0 27
60  131* 762%*x* 80 2,4
90 126%** Sxx 25 T4S**** 66**** 1,7
120 131 107%*** 25 698**** S4FFx* 14
150 125** 14 25 688**** 4GFHHA* 1,2
180 129 go**** 15 25 Q7w 4orrnn 12
210 130 T2xHA* 13 177 658**** 38 11
240 129* B3 **** 10 13 653 **** K} ekl 1,0*
4.1.1.2 Ponty

A higitatlan pontyspermamintak frissen mért PMOT értéke 88 + 4% volt. A nehézfém-
kitettség hatasara — a zebradaniohoz hasonléan — minden esetben do6zis-hatas valasz jelentkezett
(26. abra). A kontroll mintak PMOT értékei 5 nehézfém-kezelés mellett csokkentek szignifikansan
a 4 oras expozicio alatt (As>*, Cr¥*, Cd?*, Hg?*, Ni?*: p=0,0084 és 0,0358 kozott, n=5), mig a Cu?*
és a Zn?" esetében a kontroll PMOT értékek nem csdkkentek szignifikdnsan a 240. percig. Az
expozicios id6 €és a koncentracié hatdsa minden esetben szignifikansnak bizonyult (p<0,0001
minden esetben). A vizsgalt valtozok kozott minden nehézfém-kezelés esetében szignifikans
interakcio volt megfigyelhetd (Cr3*: p=0,0437; minden mas esetben p<0,0001).

A zebradanio-sperman mért értékekkel szemben, ahol az expoziciés id6 30. percében
2 nehézfém esetében (Zn?*, Cu?") semmilyen hatis nem volt megfigyelheté a PMOT értékén, a
pontysperman mar a nehézfém-kitettség kezdetén szignifikans csokkenés volt megfigyelhetd a
PMOT-ban minden nehézfém vizsgalata soran. A Cr3* és a Ni?* esetében azonban megfigyelhetd
ugyanaz a hatds a pontysperman, mint a zebradanié-sperma vizsgélata soran: az expozicids 1dd
novekedésével a toxikus hatds nem novekszik szamottevden.

A kiilonboz6 nehézfémek hatdsat dsszehasonlitva elmondhatd, hogy ponty esetében is a
Cr3* és a Hg?* mar az expozicio 30. percénél 50%-os csdkkenést okozott a PMOT értékében. Az
As* vizsgalata soran is 30 perc volt sziikséges, holott a zebradanio spermanal csak a 60. perc utan
jelentkezett az 50%-os csokkenés a PMOT-ban. Megjegyzendd azonban, hogy az As>* volt az
egyetlen nehézfém, aminél ponty esetében alacsonyabb koncentraciokat (1, 5, 25 és 50 mg/L)
kellett alkalmazni a zebraddnion teszteltekhez képest (50, 100, 150 és 200 mg/L), az eldzetes
dozistartoméany-keresd vizsgalatok eredményei alapjan. A Cd?* vizsgilata sordn ugyanigy a
60. perc utan csokkent a PMOT értéke a kontroll felére, valamint a Zn?*-kezelés hatasara is, holott

zebradanional csak az expozicido 180. perce utdn volt megfigyelhetdé ugyanez a hatas, azonos
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koncentraciok mellett. A Ni?* vizsgalata sordn 90 perc utan csokkent 50%-kal a PMOT ponty

esetében, azonban zebraddnidban mar a 30. perc utan jelentkezett az 50%-os csokkenés. A Cu®*

esetében is a ponty bizonyult kevésbé érzékenynek: mig ez esetben 120 perc kitettség utan

csokkent a kontrollhoz képest a felére a PMOT, addig a zebradanid-sperman mar 90 perc utan

jelentkezett ugyanez a hatas (8. tablazat).
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26. dbra: A pontysperma atlagos progressziv motilitdsa (PMOT, %) szoérassal (n=5) a kiilonb6z6
koncentracioji nehézfém-oldatoknak torténd kitettség esetén, az expozicids id6 minden 30.

percében. Csillag jeloli az adott expozicids id6 kontrolljahoz viszonyitott szignifikans
kiilonbséget (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001).
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8. tdblazat: A pontysperma progressziv motilitasira (PMOT) vonatkoztatott ECso-értékek (mg/L)
kiilonboz6 nehézfémeknek torténd kitettség esetén, az expozicid minden 30. percében (ahol
becsiilhetd). A zebraddnioban kapott ECse-értékekhez viszonyitott kiilonbséget csillag jeloli

(* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, p<0,0001).

Expoziciés Cr* Zn? Cu® Cd* NiZ* As®* Hg?*

idé (perc) (mg/L)
30 127**** 25%*H* 25
60 134* 114%*** 25%F** 24 1,9
90 134***  106**** 25 573xH** 13**x* 1,4
120 133 107**** 15%*** 25 B75**** gtk 1,3
150 130** 101**** 25 24 552x*** Gr** 1.2
180 132 Q7 xHH* 25 14 578** 6 11
210 126 9O**** 25 11%** B4ZrHH* 5 11
240 126* T4FH*x 25 8 B *** Gk 1,1*

A zebraddnid, valamint ponty spermdjanak a PMOT-ra szamitott ECso-értékeit
dsszehasonlitva megallapithatd, hogy e két halfaj seprmajanak érzékenysége egyediil a Hg?*
esetében megegyezd: itt nem tapasztalhaté szignifikans kiilonbség az ECso-értékek kozott. A Zn?",
Ni?*, Cd?* és As®" esetében kapott, szignifikdnsan kiilonbdzd ECso-értékek a ponty esetében
alacsonyabbak: e nehézfémek esetében a ponty spermaja bizonyult érzékenyebbnek. A Ni%*
vizsgalata sordn viszont a zebradanio-sperma PMOT értéke mar az expozicio 30. percétdl kezdve
mutatott 50%-os csokkenést, mig ponty esetében csak a 90. perctdl jelenik meg ilyen mértéki
csokkenés a kontrollhoz viszonyitva. A Cu?*-kitettséggel szemben viszont a zebrad4nio-sperma
érzékenyebben reagalt, mint a pontysperma. Egyediil a Cr* esetében figyelhetd meg, hogy a
kiilonb6zé mérési idépontoknal hol a zebradanio, hol pedig a ponty sperméjan szamitott ECso-
értékek voltak szignifikansan alacsonyabbak: e két faj spermdjanak érzékenysége a kiilonbozo

mérési idopontokban eltérd volt.

4.1.2 A nehézfémek spermiumok sebességére (VCL) gyakorolt hatasa
4.1.2.1 Zebraddnio
A kevert zebradanio-spermamintak nehézfém-kezelések elétti, kezdeti VCL értéke 77 +
9 um/s (n=35) volt. A nehézfém-kitettség VCL-re gyakorolt hatisat szemlélteti az 27. dbra. A
kontroll zebradanio-spermamintak VCL értéke csak 3 nehézfém-kezelés mellett valtozott
szignifikdnsan a 4 6ras expozicié alatt (As®*, Cd?*, Cu?*: p=0,0066 és 0,0398 kozdtt, n=5), a masik
4 nehézfém kontroll csoprtjanak VCL-je nem mutatott szignifikdns csokkenést a kisérlet alatt.
Akércsak a PMOT esetében, az expozicids idének (Ni?*: p=0,0173; Cr®*: p=0,0028; minden mas
esetben p<0,0001) és a koncentracionak is (p<0,0001 minden esetben) szignifikans hatasa volt a
VCL-re minden nehézfém-kezelés soran. A Cr®* és a Ni?* kivételével, minden kezelés soran

szignifikans interakcié mutatkozott a két vizsgalt valtozé kozott (p<0,0001).
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27. abra: A zebradanio-spermiumok atlagos sebessége (VCL, um/s) szorassal (n=5) kiilonb6z6
koncentracioju nehézfém-oldatoknak torténd kitettség esetén, az expozicios idé minden
30. percében. Csillag jeloli az adott expozicids id6 kontrolljahoz viszonyitott szignifikans
kiilonbséget (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001).

A kezelt mintak VCL értékeit vizsgalva is megfigyelhetd a dozis-hatds reakcid a legtobb
nehézfém esetében, ahogy a PMOT értékek vizsgalata soran is, bar a Ni%* hatdsa nem egyértelmii:
a dozis novelésével a kivaltott hatds nem nd parhuzamosan, a legnagyobb, 1200 mg/L-es
koncentracid esetében a VCL értékek ingadozasa figyelhetd meg. A Zn?* és a Cd?* vizsgalata soran
ugyanugy nem jelentkezett még a VCL-re kifejtett hatas az expozicid 30. percében, mint a PMOT

esetében. A Cr**, Cu?*, Hg?", As®", valamint a Ni?" vizsgélata soran mar 30 perc kitettség utan
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megfigyelhetd a VCL értékének szignifikans csokkenése, ahogyan a PMOT esetében is. Minden
egyes nehézfém-kezelésr6l elmondhatd azonban, hogy a VCL értékek csokkenése nem volt
annyira kifejezett, mint a PMOT esetében: a gorbék lefutdsa nem volt annyira meredek ezen
paraméter vizsgalata soran.

A kiilonb6zo nehézfémek hatasat vizsgalva megallapithatd, hogy kevesebb esetben
csokkent a VCL értéke 50%-0s mértékben, viszont azoknal a mérési idépontoknal, ahol lehetdség
volt az ECso-értékek megallapitasara, alacsonyabb értékek figyelhetéek meg a legtobb nehézfém
esetében (Cu?*, Cd?*, As®*" és Zn?"), mint a PMOT-ban. Egyediil a Cr** és Hg?" esetében
tapasztalhatd (utobbinal a 30. és 60. perc kivételével), illetve a tobbi nehézfém-kitettség 240.
percében, hogy a VCL esetében magasabb ECso-értékek tapasztalhatoak, mint a PMOT-ban: itt a
PMOT érzékenyebben reagalt. A Zn?* és a Ni** esetében viszont csak egy-egy mérési idépont volt,

melynél a VCL a kontroll-érték felére csokkent (240 és 120 perc, 9. tablazat)

9. tablazat: A zebradanio-sperma sebességére (VCL) vonatkoztatott ECso-értékek (mg/L)
kiilonb6z6 nehézfémeknek torténd kitettség esetén, az expozicido minden 30. percében (ahol
becsiilhetd). A pontyban kapott ECso-értékekhez viszonyitott kiilonbséget csillag jeloli
(*** p<0,001, **** p<0,0001).

Expozicios Cr3* Zn% Cu? Cd? Ni2+ As3* Hg?*
id6 (perc) (mg/L)
30 156 2,5
60 156 BO* x> 2,2
90 155 o3 Raaiatad 2,0
120 155 54g*%** Qs 1,9
150 143 115 25 Vi At 1,4
180 155 QxxH* 16 R St 1,2
210 147 (N Kafataled 12 29%*x* 1,2
240 155 B2xxx* 17x*** 11*** 34rrrx 1,3
4.1.2.2 Ponty

A frissen lefejt pontysperma VCL értéke 105 = 10 pm/s (n=35) volt. A nehézfém kezelések
hatasara ez esetben is megfigyelheté volt a dozis-hatas Osszefiiggés (28. abra). A kontroll
pontysperma-mintdk VCL értéke csak 3 nehézfém-kezelés mellett valtozott szignifikansan az
expozicio 30. és 240. perce kozott (Cd?*, Hg?*, Zn?*: p=0,0046 és 0,0328 kozott, n=5), mig a masik
4 nehézfém mellett nem volt megfigyelhetd szignifikdns valtozds. Az expziciés 1d6 és a
koncentraci6 hatasa minden nehézfém-kezelés soran szignifikans volt (p<0,0001 minden esetben).
Minden esetben szignifikdns interakcié volt megfigyelhetd a vizsgalt valtozok kozott (Cre*:
p=0,0008; Cu?*: p=0,0001; minden mas esetben p<0,0001).

A kezelt mintdkban a koncentracido novelésével parhuzamosan nétt a toxikus anyagok

hatasa; ez még a Ni?* VCL-re kifejtett hatdsdban is jol latszik a ponty esetében, nem tigy, mint

59



zebradanioban, ahol az 1200 mg/L-es koncentracié mellett a VCL értékek ingadozasa volt
megfigyelhetd az expozicios 1d6 eldrehaladtaval. A pontyban mért PMOT értékekkel
megegyezoen, a VCL értékében is mar az expozicio 30. percében megnyilvanult a nehézfémek
toxikus hatasa minden kezelés esetében. Azonban itt is elmondhatd, akarcsak a zebradaniod
esetében, hogy a VCL-ben mért valtozasok gorbéinek lefutdsa nem annyira meredekek, mint a

PMOT-ban: kisebb mértékii hatds jelentkezett ebben a paraméterben a nehézfém-kitettséget

kovetGen.
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28. abra: A pontyspermiumok atlagos sebessége (VCL, um/s) szorassal (n=5) kiilonb6z6
koncentracioju nehézfém-oldatoknak torténd kitettség esetén, az expozicios idé minden 30.
percében. Csillag jeloli az adott expozicids id6 kontrolljahoz viszonyitott szignifikans
kiilonbséget (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001).
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A zebradani6 VCL értékeivel 6sszehasonlitva azonban azt latjuk, hogy a pontysperma
sebessége a kitettség kezdeti fizisaban érzékenyebben reagalt a kezelésre: mig a Zn?* és a Cd**
vizsgalata soran az expozicid 30. percében még nem volt megfigyelhetd valtozas a zebradanio-
sperma VCL értékében, addig ponty esetében a VCL mar a 30. percben szignifikans csokkenést
mutatott a kontrollhoz viszonyitva. A pontysperma VCL ¢értékének valtozasat bemutatod
grafikonokon viszont latszik, hogy a hét vizsgalt nehézfémbdl csupan 6t esetében csokkent a VCL
értéke a kontroll csoportban mért felére a 4 6ras expozicios idé alatt; a Ni?* és a Cu?* vizsgalata
soran a szennyezbanyag hatasara bekovetkez6 csokkenés mértéke nem érte el az 50%-t. Ezzel
szemben mig a Zn?*-kezelés hatsara a zebradanio-spermaban csak a kitettség 240. percében volt
lehetdség ECso-érték szamitasara, addig a pontyspermaban mar a 150. percnél megjelenik a VCL
értékének ilyen ardnyt csokkenése (10. tablazat). Osszességében azonban elmondhaté ugyanaz,
mint a zebradanio-sperma VCL értékeirdl: annak ellenére, hogy kisebb mértékii csokkenés jelenik
meg ezen a vizsgalati paraméteren, az ECso-értékek alacsonyabbak a legtdbb esetben. A Zn?*
esetében ugyan kevesebb expozicids idépont mellett lehetett ECso-értékeket szamolni, am ezek a
PMOT-ban mérteknél alacsonyabbnak bizonyultak, mint ahogy a Hg?*, Cd?* és As®* esetében az
expozicidé kezdetén (60., 120., valamint 150. percig). Az expozicid eldrehaladtaval viszont a
PMOT esetén alacsonyabb ECso-értkek figyelhetéek meg, mint a VCL-ben. A Cr** vizsgilata
soran kapott ECso-értékek viszont — akar csak a zebradanio esetében — a PMOT-ban bizonyultak

érzékenyebbnek az expozicio teljes idotartama alatt.

10. tablazat: A pontysperma sebességére (VCL) vonatkoztatott ECso-értékek (mg/L) kiilonb6z6
nehézfémeknek torténd kitettség esetén, az expozicidé minden 30. percében (ahol becsiilhetd).
A zebradéanioban kapott ECso-értékekhez viszonyitott kiilonbséget csillag jeloli (*** p<0,001,
**** n<0,0001).

Expozicios Cr®* Zn%* Cu?* Cd?* Nj2* As3* Hg?*
id6 (perc) (mg/L)
30 148 25*F*x* 2,4
60 156 17Fx*** 12**** 1,7
90 154 14F*H*x QrrxKx 15
120 156 12%F** GrF** 1,6
150 155 86**** 15 JHAAK 1,2
180 154 T4FFF* 16 Gk 1,3
210 154 T2%*** 12 o 1,2
240 154 B66**** 14%** fFFrx 1,1

A két fajban kapott, VCL-re vonatkozd ECso-értékeket dsszehasonlitva megallapithato,
hogy kevesebb esetben kiilonboztek egymastol szignifikansan, mint a PMOT-ban kapott értékek
Osszehasonlitasa soran. A Hg?* és Cr3* esetében a két halfaj érzékenysége kozott nem mutatkozott

szignifikans kiilonbség. Egyediil az As®" esetében tapasztalhatd, hogy a ponty érzékenyebben
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reagalt: e nehézfém esetében minden mérési idOpontban szignifikdnsan alacsonyabb ECso-
értekeket mértem pontyban, mint zebradanioban, amit a tesztelt koncentraciok teljesen kiilonb6zd
tartomanya indokol a két fajban. A Zn?*, valamint a Cd?* 240. expozicids percében a zebradanid
VCL-értékei bizonyultak érzékenyebbnek. Tovabba e két nehézfém esetében tobb expozicios
id6épontban lehetett ezen értékeket kiszamolni zebradanidban, mint pontyban, ami szintén jol

mutatja, hogy a zebraddnid-sperma érzékenyebben reagalt e két nehézfémre.

4.1.3 A nehézfémek spermiumok mozgisanak az egyenestol valo eltérésére (LIN)
gyakorolt hatasa
4.1.3.1 Zebraddanio

A zebradanio-spermiumok nehézfém-kezelések elétti LIN értéke 78 + 4% (n=35) volt. A
nehézfém-kitettség hatasat ezen a vizsgalt paraméteren a 29. abra szemlélteti. A kontroll mintak
LIN értékei nem mutattak szignifikdns csokkenést egyik nehézfém-kezelés mellett sem, az
expoziciés id6 eldre haladtaval. Az expoziciés idének a Cd** kivételével minden esetben
szignifikans hatasa volt (As®*: p=0,0218; Cr®": p=0,0491; minden mas esetben p<0,0001). Ezzel
szemben a koncentracionak csupan 4 nehézfém vizsgalata soran volt szignifikans hatasa (As*:
p=0,0299; Cr*, Cu?', Hg?*: p<0,0001 mindharom esetben). A vizsgalt valtozok kozott
4 nehézfém-kezelés soran volt megfigyelheté szignifikans interakcio (Cr3*: p=0,0061; Cd?*, Cu?*,
Hg?*: p<0,0001 mindharom esetben).

A diagramokat tekintve jol latszik, hogy csak a Hg?" esetében jelent meg a klasszikus dozis-
hatas reakcio, miszerint a koncentracio novelésével a toxikus hatas mértéke novekedett. A Cr*,
Zn?*, Cu®" és As®" vizsgilata soran csak a legmagasabb koncentracio okozott szignifikdns
csokkenést ezen a paraméteren. A Cu?* esetében raadasul csak az expozicios id6 150., valamint
240. percében jelent meg szignifikans valtozas. A Cd?*, valamint a Ni?*-expozici6 hatdsara pedig
nem kovetkezett be valtozas a LIN értékében a 4 6réas expozicios id6 alatt.

A Hg?* esetében tapasztaltakat Osszehasonlitva a masik két motilitasi paraméterrel
megallapithatd, hogy mig a zebradanio PMOT és VCL értékén a kitettség hatdsara jelentkezo
csOkkenés mar a kezelés 30. percében elérte az 50%-ot, addig a LIN értékében ilyen mértékii
valtozés csak a 90. perc utan kovetkezett be (11. tdblazat). A masik két motilitdsi paraméterben
kapott ECso-értékekhez viszonyitva megallapithato, hogy a LIN bizonyult a legkevésbé

érzékenynek: a szamitott értékek itt voltak a legmagasabbak minden mérési idépontban.
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29. abra: A zebradanio-spermiumok mozgasanak az egyenest6l vald atlagos eltérése (LIN, %)
szorassal (n=5) kiilonb6z6 koncentracioji nehézfém-oldatoknak torténd kitettség esetén, az
expozicios id6 minden 30. percében. Csillag jel6li az adott expozicids id6 kontrolljahoz
viszonyitott szignifikans kiilonbséget (* p<0,05, *** p<0,001, **** p<0,0001).
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11. tablazat: A zebradanio-spermiumok mozgasanak egyenességére (LIN) vonatkoztatott ECso-
értékek (mg/L) kiilonbozé nehézfémeknek torténd kitettség esetén (ahol becsiilhetd), az
expozicido minden 30. percében.

Expozicios Cr3* Zn?* Cu? Cdz? Ni2* As? Hg?*

idé (perc) (mg/L)
30
60
90 2,8
120 2,7
150 2.3
180 19
210 18
240 1,8
4.1.3.2 Ponty

A pontysperma nehézfém-kitettséget megel6z6 LIN értéke 68 + 6% (n=35) volt. A
nehézfém-kezelések hatdsa az 30. dbran lathat6. Egyik nehézfém-kezelés mellett sem volt
megfigyelhetd szignifikdns valtozas a kontroll pontysperma-mintdk LIN értékében a 4 oras
expozicids id6 soran. Az expoziciés id6 hatdsa 5 nehézfém, a As®*, Cd%*, Cr?*, Cu?* és Hg?
vizsgalata soran bizonyult szignifikansnak (p<0,0001 minden esetben). Ezen nehézfémek,
valamint a Zn?* esetében szignifikéns hatasa volt a koncentracionak is (p<0,0001 minden esetben).
Az elébb emlitett 5 nehézfém-kezelés soran szignifikans interakcid volt tapasztalhato a vizsgalt
valtozok kozott is (p<0,0001 minden esetben).

A zebradaniéval szemben azonban — ahol csak a Hg?* vizsgalata soran volt megfigyelhetd
dozis-hatas Osszefiiggés ezen a paraméteren -, az As®* és a Cu?* esetében is dozis-hatas volt
tapasztalhato a pontysperma LIN értékében. A Cu?* hatasara viszont nem csdkkend dozis-hatas
jelentkezett: a koncentracid ndvelésével parhuzamosan a LIN értékének novekedése volt
megfigyelheté. A Zn?" esetében ugyan lathaté a kontrollhoz viszonyitott szignifikans kiilonbség,
azonban a LIN értékének ingadozasa figyelheté meg a 150 és 200 mg/L-es koncentraciok hatasara:
a kezdeti csokkenés utin ndvekedés kovetkezik be. A Cr¥" és Cd?* vizsgélata sordn csak a
legmagasabb koncentraciok okoztak szignifikins csokkenést a kontrollhoz viszonyitva, a Ni?*
esetében pedig — akarcsak a zebradanio-sperman — nem volt tapasztalhatdé valtozas a LIN

értékében.
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30. abra: A pontyspermiumok mozgasanak az egyenest6l valo atlagos eltérése (LIN, %)
szorassal (n=5) kiilonb6z6 koncentracidju nehézfém-oldatoknak torténd kitettség esetén, az
expozicios id6 minden 30. percében. Csillag jeldli az adott expozicids id6 kontrolljahoz
viszonyitott szignifikans kiilonbséget (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, ****p<0,0001).

Az As** és Hg?" vizsgalata soran tapasztalhatd dozis-hatds Osszefliggést szemlélve

elmondhat6, hogy mig pontyban mar az expozicido 60. percétdl megfigyelheté a kontrollhoz

viszonyitott 50%-os cs6kkenés, addig ugyanez zebradanié sperman csak a 90. perctél kovetkezett

be a Hg?*-expozici6 hatasara. Az As**-Kitettség soran pedig csak a 120. perctdl volt lehetséges az

ECso-értékek szamitasa, habar zebradanio esetében nem jelent meg doézis-hatas ezen a paraméteren

(12. tablazat). Ponty esetében is elmondhatd ugyanaz, mint zebradanioban: amellett, hogy ezen

paraméter esetében lehetett a legkevesebb esetben ECso-értékeket szamitani, ezek minden
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expozicids idopontban a legkevésbé érzékenynek bizonyultak a mésik két motilitasi paraméterhez

viszonyitva.

12. tablazat: A ponty spermiumok mozgasanak egyenességére (LIN) vonatkoztatott ECso-értékek
(mg/L) kiilonb6z6 nehézfémeknek torténd kitettség esetén (ahol becsiilhetd), az expozicid
minden 30. percében. A zebradanidoban kapott ECso-értékekhez viszonyitott kiilonbséget csillag
jeloli (**** p<0,0001).

Expoziciés Cr¥*  zZn*  Cu*  Cd* N  As*  Hg*

idé (perc) (mg/L)

30
60 2]7****
90 2,5

120 35**** 22

150 26**** 16

180 25%*xx 16

210 24**** 16

240 24F*xx 16

A két fajban kapott, LIN-re vonatkoz6 ECsp-értékeket 6sszehasonlitva megallapithato,
zebradanioban nem volt lehetséges ezen értékek megallapitasa a LIN értékének csupan minimalis
csokkenése miatt. HQ?* esetében az expozicidés idd 60. percénél jelentkezd szignifikans
kiilonbséget szintén az okozza, hogy zebradanidban nem lehetett ezen mérési iddpontban ECso-

értéket szamitani.

4.2 A termékenyiilés és az embriogenezis vizsgalata

421 Krém
A Cr®" vizsgalata soran a friss zerbadanio-sperma PMOT értéke 67 + 10% (n=3) volt a
30 perces expoziciot alkalmazo kisérletekben, mig 63 + 5% (n=3) a 120 perces kitettséget vizsgalod
tesztekben, melyek kiilonbsége statisztikailag nem szignifikans. E nehézfém esetében
megallapithatd, hogy a sperma expozicios ideje nem volt hatdssal a termékenytilési szazalékra,
azonban a koncentracié hatdsa szignifikins (p=0,0044). A sperma 50 mg/L Cr¥ -expozicidja
vizsgalata soran még nem volt megfigyelhetd hatas, azonban 100 mg/L expozicié szignifikansan

csokkentette az ikra termékenyiilési szazalékat, 150 és 200 mg/L Cr3*

alkalmazasa pedig a
termékenylilés teljes gatlasahoz vezetett a sperma 120 perces kitettsége esetében (31. abra).
Szignifikans kiilonbség azonban csak a sperma 120 percig tarté Cr**-kitettség hatasara volt
megfigyelhetd, a 30 perces kitettség hatdsa nem bizonyult szignifikansnak. A sperma 120 perces

kitettsége esetében a termékenyiilésre vonatkoztatott ECso-érték 67 mg/L, mely azonban
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szignifikansan alacsonyabb, mint a PMOT-ban és a VCL-ben azonos idépontban kapott ECso-
értekek (p<0,0001). Az embriok 48 oras életkorban vizsgalt, termékenyiilt ikrdk szdméhoz
viszonyitott tulélését vizsgalva megallapithatd, hogy egyik koncentraci6é vizsgalata sordn sem
fordult elé a kontrollhoz viszonyitott szignifikans kiilonbség. Az embrionalis torzulasok
kialakulasanak szazalékat tekintve elmondhatod, hogy a sperma 30 és 120 perces expozicidja nem

okozott szignifikans eltérést a kontroll csoporthoz képest 24 és 48 ora utdn sem (32. 4bra).

Cr3* 48 o6ra utan
1004 100
q 3 30 perc 3 30 perc
3 801 @ 120 perc <% @ 120 perc
=1 ~
260- @ 60+
(] ‘@
S 40- S 404
£ [ ol
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2 204 20
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0- I* T L 0- I* T *
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termékenyiilési szazalékra, valamint az embriok 48 oras korban vizsgalt tulélésére (%, szoérassal,
n=3). A kiilonboz6 szinii oszlopok a sperma kiilénboz6 expozicios idejii Cr*-kitettségét jeldlik
(kék: 30 perces expozicio, zold: 120 perces expozicid). Csillag jeldli az adott expozicids id6d
kontrolljdhoz viszonyitott szignifikans kiilonbséget (* p<0,05).
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32. abra: Embrionalis deformitasok kialakulasanak aranya (%, szoréssal, n=3) a zebradanio-

crer

kiilonb6z6 embriondlis életkorokban. A: a sperma 30 perces expozicidja esetén, 24 oras
embridkban, B: a sperma 30 perces expozicidja esetén, 48 oras embriokban, C: a sperma
120 perces expozicidja esetén, 24 6ras embridokban, D: a sperma 120 perces expozicidja esetén,
48 oras embridkban.

4.2.2 Cink
A Zn?* vizsgalata soran a friss sperma PMOT értéke 72 £ 5% (n=3) volt a sperma 30 perces
kitettségét vizsgalo kisérletekben, mig 61 + 4%—ot (n=3) a 120 perces expozicid vizsgalata soran.
Bar ezen értékek kozott statisztikailag szignifikéns kiilonbség mutatkozott (p=0,0316), ennek
ellenére sem az expozicios 1d6, sem a toxikus anyag koncentracioja nem volt szignifikans hatdssal
a termékenyiilésre és az embriok 48 oras tulélésére (33. abra). Az embriondlis torzulasok
kialakulasanak ardnya sem volt szignifikans egyik alkalmazott expozicids idé mellett, valamint

egyik vizsgalt embrionalis életkorban sem (34. abra).
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33. abra: A zebradanio-sperma kiilénbozé koncentracioji Zn?*-kitettségének hatdsa a
termékenylilési szazalékra, valamint a fejl6dé embridk 48 oras talélésére (%, szorassal, n=3).
A kiilénbozd szinii oszlopok a sperma kiilénboz8 expozicios idejii Zn?*-kitettségét jeldlik
(kék: 30 perces expozicio, zold: 120 perces expozicio).
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34. abra: Embrionalis deformitasok kialakulasanak aranya (%, szoérassal, n=3) a zebradanio-
kiilonbdz6é embrionalis életkorokban. A: a sperma 30 perces expozicidja esetén, 24 oras
embriokban, B: a sperma 30 perces expozicidja esetén, 48 o6ras embridkban, C: a sperma
120 perces expozicidja esetén, 24 6ras embridkban, D: a sperma 120 perces expozicidja esetén,
48 oréas embriokban.
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423 Réz

A Cu?" esetében a friss sperma PMOT értéke 71 + 2% (n=3) volt a 30 perces kitettséget
vizsgald tesztekben, mig 68 £ 1% (n=3) a 120 perces expozicidt vizsgald kisérletekben. Habar
ezen értékek statisztikailag kiilonboznek egymastol (p=0,0298), ennek ellenére elmondhato, hogy
akarcsak a Cr’*-nal, a sperma expozicios idejének nem volt szignifikdns hatasa a termékenyiilésre.
(p=0,0002). A sperma 30 perces kitettsége még nem okozta a vizsgalt paraméter szignifikans
csokkenését, azonban a sperma 120 perces expozicidja esetén mar 25 mg/L koncentracio mellett
megfigyelhetd ezen értékek csokkenése (35. dbra). A sperma 30 perces Kkitettsége soran a
termékenytilésre vonatkoztatott ECso-érték 26 mg/L, mig a sperma 120 percig tartd expozicidja
esetében 10 mg/L, mely utobbi a PMOT-ban kapottol nem, viszont a VCL-t6l szignifikansan
kiilonbozik (p<0,0001). Az embriok 48 6ras korban vizsgalt tulélése esetén nem mutatkozott a
kontrollhoz viszonyitott szignifikans kiillonbség egyik koncentracid esetében sem. Az embrionalis
deformitasok kialakuldsanak aranya egyik expozicidos id6 mellett, valamint egyik vizsgalt

embrionalis életkorban sem volt szignifikdnsan eltér6 a kontrollhoz képest (36. abra).

100 = 100- 48 oOra utan
<804 = 30 perc 80- B 30 perc
- B3 120 perc _ B3 120 perc
° S
=604 ~—60-
: 3
o S 40
x 40 5 40
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-
0-
0 1 5 25 50 0 1 5 25 50
Koncentracio (mg/L) Koncentracié (mg/L)
35. dbra: A zebradanio-sperma kiilonbozé koncentracioji Cu?*-kitettségének hatasa a

termékenyiilési szazalékra, valamint a fejlodé embridk 48 oras tulélésére (%, szoérassal, n=3).
A kiilénbdz6 szinii oszlopok a sperma kiilonbozé expozicios idejii Cu?*-kitettségét jelolik
(kék: 30 perces expozicio, zold: 120 perces expozicio). Csillag jeldli az adott expozicids 1d6
kontrolljahoz viszonyitott szignifikans kiilonbséget (** p<0,01).
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36. abra: Embrionalis deformitasok kialakulasanak ardnya (%, szordssal, n=3) a zebradanio-
sperma kiilénbozé koncentracioji Cu?*-kitettségét kdvetden, kiilonbdzd expozicios iddk mellett,
kiilonb6z6 embriondlis életkorokban. A: a sperma 30 perces expozicidja esetén, 24 oras
embriokban, B: a sperma 30 perces expozicidja esetén, 48 o6ras embridokban, C: a sperma
120 perces expozicidja esetén, 24 6ras embridkban, D: a sperma 120 perces expozicidja esetén,
48 6ras embriokban.

4.2.4 Kadmium
A Cd?* hatasanak vizsgélata soran a frissen nyert sperma PMOT értéke 70 + 4% (n=3) volt
a sperma 30 perces kitettségét vizsgdlo kisérletekben, valamint 72 + 4% (n=3) a 120 perces
expoziciot vizsgald tesztekben, melyek statisztikailag megegyeznek. Ezen nehézfém a Zn?*-hez
hasonl6 eredményt mutatott: sem a termékenyiilési szazalékra, sem az embridk 48 oras tulélésére
nem volt hatassal a sperma 30, valamint 120 perces Cd?*-expoziciéja (39. abra). Mindamellett az
embrionalis torzulasok kialakuldsanak ardnya sem kiilonbozott szignifikdnsan a kontroll

csoportétdl egyik expozicids id6 mellett, valamint egyik vizsgalt embrionalis életkorban sem
(40. abra).
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39. abra: A zebradanio-sperma kiilonbozé koncentracioji Cd? -kitettségének hatsa a
termékenyiilési szazalékra, valamint a fejlodé embriok 48 oras tulélésére (%, szorassal, n=3).
A kiilénb6z8 szinii oszlopok a sperma kiilénbozé expozicios idejii Cd?*-kitettségét jelolik
(kék: 30 perces expozicio, zold: 120 perces expozicio).
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40. dbra: Embrionalis deformitasok kialakuldséanak aranya (%, szérassal, n=3) a zebradanio-
kiilonb6z6 embrionalis életkorokban. A: a sperma 30 perces expozicidja esetén, 24 o0ras
embridkban, B: a sperma 30 perces expozicidja esetén, 48 oras embriokban, C: a sperma

120 perces expozicidja esetén, 24 6ras embridokban, D: a sperma 120 perces expozicidja esetén,
48 oras embriokban.

72



4.2.5 Nikkel

A Ni?* esetében a friss zebradanio-sperma 73 + 10% PMOT értékkel (n=3) rendelkezett a
30 perces expozicio hatasat vizsgald kisérletekben, mig 70 + 9%-kal (n=3) a 120 perces kitettséget
tesztel6 vizsgalatokban, melyek k6zott nem mutatkozott szignifikans kiilonbség. Ez esetben is a
Cr¥*-hoz és Cu?*-hez hasonlé tendencia figyelheté meg: a sperma expozicids ideje nem volt
hatéssal a termékenyiilési szazalékra, azonban a koncentracio hatasa szignifikans (p=0,0103): mar
asperma 600 mg/L, 30 percig tartd Ni2*-expozicidja esetében csokkent a termékenyiilés (37. abra).
A sperma expozicios idejének, valamint az alkalmazott nehézfém-koncentraciok ndovelésével a
kivaltott hatds mértéke is parhuzamosan ndvekedett. A termékenyiilésre szamitott ECso-érték a
sperma 30 perces expozicidja esetében 647 mg/L, mig a 120 perces expozicid esetében 472 mg/L,
melyek szignifikansan alacsonyabbak, mint a PMOT-ban és VCL-ben azonos expozicidos id6
mellett kapott értékek (p<0,0001 minden esetben). A sperma Ni?*-expozicidja nem volt
szignifikans hatassal a kontrollhoz viszonyitott embrionalis talélésre egyik koncentracio esetében
sem. Az embrionalis torzulasok kialakuldsanak aranyat tekintve megallapithatd, hogy a sperma 30

¢és 120 perces expozicidja nem volt szignifikans hatassal egyik vizsgalt embrionalis €letkorban
sem (38. abra).
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termékenytilési szazalékra, valamint a fejlodé embriok 48 o6ras tulélésére (%, szorassal, n=3).
A kiilénboz4 szinti oszlopok a sperma kiilonbozé expozicios idejii Ni2*-kitettségét jelolik
(kék: 30 perces expozicio, zold: 120 perces expozicio). Csillag jeloli az adott expozicios idd
kontrolljahoz viszonyitott szignifikans kiilonbséget (*** p<0,001, **** p<0,0001).
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38. dbra: Embriondlis deformitasok kialakulasanak ardnya (%, szérassal, n=3) a zebradanio-
sperma kiilonbozé koncentracioju Ni2*-kitettségét kdvetden, kiilonbozé expozicios idok mellett,
kiilonb6z6 embriondlis életkorokban. A: a sperma 30 perces expozicidja esetén, 24 Oras
embriokban, B: a sperma 30 perces expozicidja esetén, 48 o6ras embriokban, C: a sperma
120 perces expozicidja esetén, 24 6ras embridokban, D: a sperma 120 perces expozicidja esetén,
48 6ras embriokban.

4.2.6 Higany

A Hg?" hatasat vizsgalva a friss zebradanio-sperma PMOT-a 68 + 6% (n=3) volt a 30 perces
expoziciot vizsgalo kisérletekben, 72 £ 4% (n=3) pedig a 120 perces nehézfém-kitettség hatasanak
vizsgalata soran, mely értékek nem mutattak szignifikans kiilonbséget. Ez esetben is
megfigyelheté a Ni%*-hez, Cr¥*-hoz és Cu?*-hez hasonlé tendencia: a sperma expozicios ideje nem
volt hatassal a termékenyiilésre, azonban az alkalmazott koncentraciok hatdsa szignifikansnak
mutatkozott (p=0,0004): mér a sperma 30 perces, 2,5 mg/L-es Hg?*-expozicidja szignifikans
csokkenést okozott, mely hatas a koncentracid novelésével parhuzamosan emelkedett (41. ébra).
A sperma termékenyiilésre szamitott ECso-értéke a 30 perces Hg?*-expozicio esetén 1,3 mg/L, a
120 perces toxikus expozicio esetében pedig 1,7 mg/L, melyek egyik motilitdsi paraméterre
szamitott ECso-értéktdl sem kiillonbdznek szignifikansan az adott expozicids iddpontok mellett. Az
embrionalis talélés 48 oOras életkorban torténd vizsgdlata sordn nem tapasztaltam egyik
koncentraci6 esetében sem a kontrollhoz viszonyitott szignifikans kiilonbséget. Az embrionalis

deformitasok kialakuldsanak aranya a sperma Hg?'-kitettsége esetén sem bizonyult
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szignifikansnak a kontrollhoz viszonyitva egyik expozicios id6 mellett, egyik vizsgalt embrionalis

¢letkorban sem (42. abra).
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41. dbra: A zebradanio-sperma kiilonbozd koncentracioji Hg?*-kitettségének hatdsa a
termékenyiilési szazalékra, valamint a fejlédé embridk 48 oras talélésére (%, szorassal, n=3).
A kiilonbdz6 szinti oszlopok a sperma kiilonbozé expozicios idejii Hg?*-kitettségét jelolik
(kék: 30 perces expozicio, zold: 120 perces expozicid). Csillag jeldli az adott expozicids id6d
kontrolljadhoz viszonyitott szignifikans kiilonbséget (* p<0,05, ** p<0,01).
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42. abra: Embrionalis deformitasok kialakulasanak aranya (%, szorassal, n=3) a zebradanio-
kiilonbdz6 embrionalis életkorokban. A: a sperma 30 perces expozicidja esetén, 24 oras
embriokban, B: a sperma 30 perces expozicidja esetén, 48 6ras embridkban, C: a sperma
120 perces expozicidja esetén, 24 6ras embridkban, D: a sperma 120 perces expozicidja esetén,
48 oréas embriokban.
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4.2.7 Arzén

Az As** vizsgilata soran a sperma frissen mért PMOT értéke 72 + 5% (n=3) volt a
30 perces expozicio hatasat vizsgald kisérletekben, valamint 74 + 7% (n=3) a 120 perces kitettség
hatasat vizsgaloakban, mely értékek statisztikai egyezést mutatnak. Az As®* vizsgalata soran
szignifikans hatds mutatkozott a sperma expozicios ideje (p=0,0356), valamint az alkalmazott
koncentraciok tekintetében is (p=0,0232). A sperma 30 perces expozicidja még nem okozta a
vizsgalt paraméterek szignifikans csokkenését, azonban a 120 perces expoziciéo mar 100 mg/L-es
koncentracid esetében szignifikans csokkenést okozott (43. abra). A vizsgalt valtozok kozott nem
allt fenn szignifikans interakcio. A termékenyiilési szazalékra szamitott ECso-érték a sperma
30 perces expozicidja esetében 84 mg/L, a sperma 120 perces As**-kitettsége esetében pedig
58 mg/L, mely utobbi a PMOT-ban és VCL-ben, azonos kitettségi idétartam mellett kapott
értekekhez viszonyitva szignifikdnsan magasabb (p=0,0061 és p<0,0001). A 48 6ras embrionalis
¢letkorban vizsgalt thlélés nem kiillonbozott szignifikdnsan a kontrolltdl egyik koncentracid
hatasara sem. Az embriondlis torzulasok kialakuldsanak aranya a kontrollhoz viszonyitva nem volt

szignifikans a sperma egyik expozicios ideje esetében, egyik vizsgalt embrionalis életkorban sem
(44. abra).
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43. abra: A zebradanié-sperma kiilonboz6 koncentracioju As**-kitettségének hatésa a

termékenyiilési szazalékra, valamint a fejlodé embridk 48 oras tulélésére (%, szoérassal, n=3).
A kiilénbdz6 szinii oszlopok a sperma kiilonbozé expozicios idejii As>*-kitettségét jeldlik
(kék: 30 perces expozicio, zold: 120 perces expozicid). Csillag jeldli az adott expozicids 1d6
kontrolljahoz viszonyitott szignifikans kiilonbséget (* p<0,05).
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44, abra: Embrionalis deformitasok kialakuldsanak aranya (%, szorassal, n=3) a zebradanio-
sperma kiilonbozé koncentracioju As® -kitettségét kdvetden, kiilonbozo expozicios idék mellett,
kiilonb6z6é embrionalis életkorokban. A: a sperma 30 perces expozicidja esetén, 24 oras
embriokban, B: a sperma 30 perces expozicidja esetén, 48 o6ras embridokban, C: a sperma
120 perces expozicidja esetén, 24 6ras embridkban, D: a sperma 120 perces expozicidja esetén,
48 oréas embriokban.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

5.1  Toxikologiai célu spermavizsgalat

A toxikologiai célu spermavizsgalat soran zebradanidé €s ponty fajban is dozis-hatas
Osszefiiggést taldltam a kiilonb6zé motilitasi paraméterek és az alkalmazott nehézfém-
koncentraciok kozott, minden vizsgalt nehézfém esetében. A valasz mértéke azonban eltérd volt a
vizsgalt végpontok tekintetében. A sperma progressziv motilitdisa (PMOT) bizonyult a
legérzékenyebb vizsgélati végpontnak: a kivaltott hatds mértéke itt volt a legnagyobb, és e
paraméter esetében jelentkezett legeldszor szignifikdns csokkenés. A szamitott ECso-értékek
tekintetében elmondhatd, hogy ugyan a PMOT esetében lehetett ezeket a legtobb esetben
kiszamolni, am ezek néha magasabbnak bizonyultak, mint a VCL-ben kapott ECso-értékek. A két
vizsgalt faj spermdjan szamitott ECso-értékek tekintetében is megfigyelhetd kiilonbség: néhol a
zebradanio, néhol pedig a ponty sperméja reagalt érzékenyebben a nehézfém-kitettségre. Az As®*
esetében azonban az okozta a két faj kozotti eltérést, hogy ez volt az egyetlen nehézfém, amely
vizsgalata sordn eltéré koncentraciokat alkalmaztam a két fajban, a sperma ezzel a nehézfémmel
szemben mutatott eltéré érzékenysége miatt. Elmondhato ugyanakkor, hogy mig a zebradanio-
sperman a toxikus hatds nem minden esetben jelentkezett azonnal a nehézfém-kitettséget
kovetden, addig a pontysperman mar a vizsgalat kezdetén, az expozicio 30. percétdl szignifikans
csokkenés volt tapasztalhato a PMOT értékében.

A sperma mozgasanak sebessége (VCL) kevésbé volt érzékeny mindkét faj esetében: a
vizsgalt koncentraciok alacsonyabb valaszt valtottak ki, mint a PMOT esetében. Ez megnyilvanult
abban is, hogy kevesebb expozicids idOpontban lehetett ezen a paraméteren ECso-értékeket
szamolni. Pontyban pedig nem is volt lehetséges minden nehézfém-kezelés soran (Cu?* és Ni%*
esetében) az ECsp-értékek kiszamitdsa az adott expozicids id6tartamok mellett. Ugyanakkor
elmondhato, hogy ezek az értékek néha alacsonyabbak voltak, mint a PMOT-ban kapottak. A
spermiumok mozgésanak egyenessége (LIN) bizonyult a legkevésbé érzékeny paraméternek a két
vizsgalt halfajban: sok nehézfém vizsgalata soran nem volt megfigyelheté dozis-hatas dsszefliggeés
(Ni?* esetében egyik halfajban sem, Cd?" esetében zebradanioban). Volt, ahol az értékek
ndvekedése volt tapasztalhatd (pontysperma Cu?*-kitettsége soran), és az ECso-értékek szamitdsa
is csak par nehézfém vizsgalata soran volt lehetséges (Hg?* esetében mindkét halfajban, As®*
esetében csak pontyban). A PMOT, a VCL ¢és a LIN vizsgalata soran a legtobb nehézfém-kezelés
hatasara szignifikdns interakcid volt megfigyelhetd a vizsgalt valtozok (expozicids id6 és
koncentracio) kozott, ami magatol értetddonek tekinthetd, mivel hatdsuk 6sszefonodik, emiatt

felerdsitik egymast.
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Mas publikaciokban is leirtak korabban a nehézfémek spermara in vitro Kifejtett toxikus
hat4sat, am a sztenderdizacid hidnya, és ebbdl kifolyodlag az eltérd koriilmények kozott kivitelezett
kisérletek miatt eredményeim sok esetben ellentmondanak a korabban publikaltaknak.

Zebradand esetében, mig Acosta et al. (2016) szerint mar 0,5 pug/L Cd?* szignifikdnsan
csokkenti a sperma PMOT értékét és sebességi paramétereit (VAP, VCL, VSL) is 10 perces
expoziciot kdvetden, addig kisérleteimben 5 mg/L-es Cd?*-koncentracié volt sziikséges, és ez is
csak 120 perc utan fejtette ki hatasat a PMOT-ra, a VCL-ben pedig csak 180 perces kitettséget
kovetden. Mig e korabbi publikacié szerint a PMOT ¢és a VCL megegyez6 mddon reagal a
nehézfém-kitettségre, addig vizsgalataimbol az a kovetkeztetés vonhato le, hogy a PMOT
érzékenyebb paraméter, mint a VCL, mivel a PMOT-on elébb megjelenik a toxikus kitettség
hatasa, mint a VCL értékén. Zebradanioban ezidaig nem volt fellelheté eredmény a masik hat
nehézfém (Cr*, Cu?*, Zn?*, Ni?*, As®*, Hg?") spermara in vitro kifejtett hatdsarol, valamint a
spermiumok LIN értékének expoziciot kovetd valtozasarol egyetlen toxikus anyag esetében sem.

A ponty spermajanak toxikus expoziciot kovetd motilitasat csak két esetben vizsgaltak
korabban, mindkettében Cd?*-kitettség esetében. Ezek egyikében a Cd?* az expoziciot kdvetden
azonnal csak 100 mg/L koncentracio hatasara csokkent a motilitas szignifikansan (HAYATI et al.
2017). Dietrich et al. (2011) azonban azonos expoziciés id6 és koncentracido mellett nem
tapasztalta a motilitas valtozasat, csak 24 és 48 6ras kitettség utan, és csak 50 mg/L mellett, a
motilitas és a sebesség esetében is. Ezzel szemben kisérleteimben mar alacsonyabb, 25 mg/L Cd?*-
koncentracio elegendd volt a motilitas és a sebesség azonnali (30 percet kdvetd) csokkenéséhez.

A pontysperma VCL-értékének valtozasaval 3 nehézfém esetében foglalkoztak eddig. A
Cd?* vizsgalatat illetéen, a fentebb emlitett kisérleten kiviil, még egy tanulmény sziiletett. Ebben
2 oras kitettség utan 10 mg/L-es Cd?*-koncentracié mellett csdkkent a himivarsejtek VCL-értéke
(CHYB et al. 2001b). Ez egybevag a kisérleteim soran kapott eredményekkel, ahol az 5 mg/L-es
kitettség még nem, viszont a 25 mg/L-es Cd?*-koncentracié a VCL 2 6ras expozicié utani
szignifikans csokkenését okozta. A Hg?" VCL-re kifejtett hatasat vizsgalva leirtdk, hogy mar
0,05 mg/L hatasara szignifikansan csokken 2 6ras expozicio utan ponty esetében, 0,5 mg/L mellett
pedig a motilitas teljes gatlasa figyelhetd meg (CHYB et al. 2001b). Kisérleteimben azonban a
0,5 mg/L-es koncentracié még nem okozott szignifikans hatast, csak 2,5 mg/L Hg*'-kitettség
mellett volt megfigyelhetd azonos expozicios idé mellett. A Zn?* vizsgilata soran pedig
megallapitottak, hogy 100 mg/L sziikséges a VCL értékének szignifikans csokkenéséhez 2 oras
kitettséget kovetden (CHYB et al. 2000), mely teljesen megegyezik az altalam kapott
eredményekkel. Tovabbi 4 nehézfém (Cr¥*, Cu?*, Ni?*, As®*) pontysperma sebességére kifejtett

hatasarol eddig nem volt fellelhetd irodalmi adat.
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A Cu?" pontyspermara in vitro Kkifejtett toxikus hatasat csak egy esetben vizsgaltak
korabban, amelyben az enzimaktivitas mérésén keresztiil vontak le kdvetkeztetéseiket. Ebben csak
100 mg/L-es koncentracid mellett, 24 oras kitettséget kovetden jelentkezett a foszfatazsav-
aktivitas csokkenése (SAROSIEK et al. 2009), mig kisérleteimben mar 25 mg/L csokkentette a
PMOT és VCL értékét az expozicid 30.percétdl kezdodden. Ugyanezen vizsgalatban azonban mar
10 mg/L Zn?* és Cd?®* is szignifikansan csokkentette a foszfatazsav-aktivitast, mely koncentraci6
azonos tartomanyban van az altalam megfigyelt, motilitasra kifejtett hatdsos koncentraciokkal.
Kovetkezésképpen megallapithatd, hogy a toxikus hatas kovetkeztében jelentkez6 enzimaktivitas,
valamint motilitasi paraméterek valtozasa nem minden esetben korrelalnak egymassal.

Az As**, Cr¥* és a Ni?* pontyspermara kifejtett toxikus hatdsarél nincs irodalmi adat
semmilyen vizsgalati végpont esetében sem. A Cr®* hatdsat is csak kecsege sperman tesztelték
korabban, melyben 2 6ras expozicid szignifikansan csokkentette a Sperma mozgasi sebességét
5 mg/L esetében, azonban a motilitdsra nem volt hatassal. Ugyanezen koncentracid novelte a
fehérje oxidacid, valamint a glutation-reduktdz és glutation-peroxidaz aktivitasat, azonban a
lipidperoxidacio és a szuperoxid-dizmutdz szintjét nem. Ugyanebben a kisérletben mar 0,05 mg/L
Cd?" szignifikansan csokkentette a sebességet, a motilitast azonban nem, mintahogy a fentebb
emlitett antioxidans paraméterek egyikét sem (LI et al. 2010a). Kisérleteimben 100 mg/L Cr3*
okozta a motilitas csokkenését mindkét pontyféle spermajan, valamint zebradani6 esetében a VCL
csokkenését is, mig ponty esetében csak 150 mg/L okozta a VCL értékének szignifikans
csokkenését 2 6rds expozicié utan. Ezek alapjan megallapithatd, hogy a ponty és zebradanio
spermaval szemben, ahol ponty esetében a PMOT érzékenyebb paraméternek bizonyult a VCL-
nél, zebradanid esetében pedig e két paraméter érzékenysége megegyezett ebben az expozicios
idépontban, addig a kecsege sperma esetében a hatas ellentétes: a sebesség érzékenyebben reagal
a toxikus Kkitettségre, mint a motilitds. Megallapithaté tovabba, hogy a kecsege spermdja
érzékenyebb a nehézfém-kezelésre, mint a kisérleteinkben hasznalt két pontyféléé: sokkal
alacsonyabb koncentraciok mellett jelentkezett a sperma mozgasi paramétereinek csOkkenése,
mint az altalam elvégzett kisérletekben.

A Ni?* halsperma motilitasi paramétereire kifejtett hatasarol is csak egy publikacio
szliletett ezidaig, melyben azonnali kitettséget kovetden vizsgaltak a motilitasra és sebességre
kifejtett hatast sebes pisztrang, fejes domolykd, menyhal és afrikai harcsa spermdjan
(LAHNSTEINER et al. 2004). Az eredmények szerint egyik halfaj spermdjan sem jelent meg
szignifikans kiilonbség még az alkalmazott legnagyobb, 125 mg/L-es koncentracio esetében sem.
Ezen eredmények megegyeznek az altalam megfigyeltekkel: vizsgalataimban csak 600 mg/L

okozta azonnal (30 perces kitettség utan) a PMOT ¢és a VCL szignifikans csokkenését pontyban,
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mig 800 mg/L a VCL értékének szignifikdns csokkenését zebradanid esetében. Ezek alapjan
megallapithat6, hogy a Ni?* halspermara kifejtett toxicitasa alacsony.

Az As®* hatasat kordbban eddig mas halfaj spermajan sem vizsgaltdk, semmilyen vizsgalati
végpont esetében sem, igy az altalam kapott eredmények tekinthetéek az elsd irodalmi adatnak az
As®* halspermara kifejtett hatasat illetéen. Ezek alapjan megallapithato, hogy zebradanio esetében
csak 50 mg/L hatasara csokken a PMOT szignifikansan az expozicié 30. percétdl, mig a VCL
esetében csak a 60. perctdl kezdve ugyanezen koncentracido mellett, 100 mg/L esetében viszont
mar a 30.perctdl megfigyelhetd ez a hatds. A zebradanid-sperma LIN értéke csak az alkalmazott
legnagyobb, 200 mg/L-es koncentracié mellett mutatott szignifikans csokkenést az expozicid 240.
percében. Pontyban azonban ennél alacsonyabb koncentraciok mellett jelent meg szignifikans
hatas: 5 mg/L esetében mar 90 perces expoziciot kovetden, 25 mg/L mellett pedig mar a 30. perctdl
tapasztalato a PMOT és VCL értékének szignifikans csdkkenése, a LIN értéke pedig 120 perces
kitettség utan 50 mg/L mellett, mig 180 perc utan mar 25 mg/L esetén szign ifikansan csdkkent. E
két halfaj spermajanak As®*-kitettség sordn mutatkozé eltérd érzékenysége a szignifikdnsan
kiilonb6z6 ECso-értékekben is megnyilvanul.

A toxikus anyagok sperma LIN értékére in vitro kifejtett hatasat sem zebradnid, sem ponty
esetében nem vizsgaltdk kordbban. Egyetlen vizsgalatban foglalkoztak eziddig ezen paraméter
toxikus kitettséget kdvetd vizsgalataval, melyben szivarvanyos pisztrang sperma 0, 4 és 24 oras
Hg?* és Cd*-expozicidjat vizsgaltak (DIETRICH et al. 2010). Ebben a LIN sokkal
érzékenyebbnek bizonyult a Hg?* -kitettséget kdvetden, mint a motilitis vagy a VCL: 1 mg/L Hg?*
mar 0 és 4 oOra utan szignifikdns csdkkenést okozott a LIN értékében, azonban ez a hatas az
expozici6 24. 6rajaban mar nem jelentkezett, csak 100 mg/L Hg?*-kitettség mellett. Ezzel szemben
a motilitas 0 és 4 ora utdn csak 10 mg/L Hg?" hatasara csdkkent, a 24 érara pedig itt is mar csak
100 mg/L Hg* -kitettség mellett. A VCL értéke mindharom mérési idépont mellett csak 100 mg/L
esetében csokkent szignifikansan. Kisérleteimben azonban az expozicid kezdetén még nem
jelentkezett a LIN értékének valtozasa egyik koncentracido mellett sem, csak 2,5 mg/L hatasara
volt tapasztalhatd csokkenés, zebradanioban a 150. perctdl, mig ponty esetében mar a 90. perctdl
kezdve. Ez a hatas viszont az expozicidés id6é novelésével parhuzamosan novekedett. Ezzel
elentétben a PMOT és VCL értékének csokkenése vizsgalataimban alacsonyabb koncentracio és
expozicids 1d6 mellett jelentkezett.

A Cd*-expozici6 LIN-re kifejtett hatdsat vizsgalva viszont ezzel ellentétes eredmény
szliletett ugyanebben a kisérletben. A LIN és a VCL érzékenysége megegyezett, mindkét
paraméter esetében csak 100 mg/L okozott szignifikdns csokkenést az expozicid 0. orajatol
kezdve, mig a motilitas érzékenyebbnek bizonyult, mivel a 0. 6raban itt is csak 100 mg/L Cd?*

okozott szignifikans csokkenést, azonban az expozicié 4. és 24. 6rajaban mar 10 mg/L Cd%-
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kitettség mellett jelentkezett a hatds. Vizsgéalataimban a zebradani6 esetében nem volt
megfigyelheté a Cd?* LIN-re Kifejtett hatdsa még a legnagyobb, 50 mg/L-es koncentricio
vizsgalata soran sem, azonban pontyban ugyanez a koncentracidé mar a 150. perctél kezdve
szignifikansan csokkentette annak értékét. A PMOT ¢és a VCL értéke azonban mar alacsonyabb
koncentraciok és expozicios idok mellett mutatott csdokkenést. Osszességében megallapithato,
hogy a szivarvanyos pisztrang sperma esetében is a motilitds érzékenyebb paraméter a
sebességnél, a mozgas egyenességének értéke azonban nem minden esetben adekvat modon reagal
a kitettségre, igy ennek megfigyelése nem vezet megbizhato kovetkeztetésekre.

A nehézfémek halsperma motilitasi paramétereire szamitott ECso-értékeit korabban nem
vizsgaltak. A zebradanion és ponty sperman kapott motilitasi eredményeimet 6sszehasonlitva mas
szerzOk azonos fajokban tett megfigyeléseivel megallapithat6, hogy néha nagysagrendi eltérések
is megfigyelhetéek, ami az eltérd modszertanra vezetheté vissza. Mig Acosta et al. (2016) a Cd®*-
expozicié zebraddnid spermara kifejtett hatasat vizsgalta, a spermat a herék eltavolitasadval nyerte,
azt szobahdmérsékleten tarolta, és az immobilizalés €s aktivalas soran is eltérd higitokat hasznalt.
Ezenkiviil Dietrich et al. (2011) is a pontysperma Cd%*-expoziciot kovetd vizsgalata soran eltérd
Osszetételt immobilizald oldatot hasznalt, ami befolyasolhatja a kapott eredményeket. Hayati et
al. (2017) pedig az eltérd immobilizal6 oldat hasznalata mellett a Cd®* motilitasra kifejtett hatésat
nem CASA-rendszer segitségével, hanem vizualisan, szubjektiv modon allapitotta meg. Ezzel
ellentétben Chyb et al. (2000, 2001ab) kisérleteiben az altalam is hasznalt immobilizalé oldatot
alkalmazta, valamint a sperma expozicids ideje tekintetében is megfigyelhetd atfedés a kisérleteink
kozott, ennek ellenére a Hg?" esetében kapott eredményeink mégis eltérdek, a Cd?* és Zn?*
esetében viszont megegyezdek. Ebbol is lathatd, hogy sziikséges egy sztenderd in vitro
toxikologiai spermavizsgalati modszertan kidolgozasa, melyben a kisérlet minden részlete
meghatarozott, igy a kapott eredmények 6sszehasonlithatova valnak. Doktori munkdm sordn hét
nehézfém sperma motilitasi paramétereire vonatkozd hatdsat vizsgaltam két halfaj esetében is,
azonos vizsgalati protokollt alkalmazva, melyet nagy mintaszdmmal végeztem el, alacsony
variancia mellett. Tovabba olyan nehézfémek spermatoxikologiai hatasa is feltérképezésre kertilt
jelen munkaban, melyrdl korabban nem volt szakirodalmi adat, igy elmondhato, hogy az altalam
kidolgozott moddszer és a kapott eredmények egy megfelelé alapot szolgaltathatnak a

sztenderdizacidhoz.

5.2 A termékenyiilés és az embriogenezis vizsgalata

A zebradanidé-sperma toxikus expoziciot kovetd termékenyitOképességérdl és az ezt kovetd

embriogenezisrdl nincs fellelhetd irodalmi adat egyik vizsgélt nehézfém esetében sem, igy
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eredményeimet csak mas fajokban kapott hasonld vizsgdlatok eredményeivel tudom
Osszehasonlitani. Kisérleteim sordn 2 nehézfém, a Zn?* és a Cd?* esetében nem tapasztaltam
szignifikdns hatast ezen vizsgalt paraméterekben. A motilitasi paramétereket vizsgalva azonban
megfigyelhetd, hogy a zebradanio-sperma PMOT értéke a Cd?*-kitettség 30. percétdl szignifikans
csokkenést mutatott 50 mg/L-es koncentracido mellett. A VCL értékekben pedig mindkét nehézfém
esetében mar az expozicid 120. percétdl megfigyelhetd a csokkenés 25 mg/L-es koncentraciotol,
mint ahogy Zn?* esetében a PMOT-ban is, mar 100 mg/L-es koncentracié mellett. A LIN értékében
azonban szintén nem kovetkezett be valtozas a 30 és 120 perces expozicio alatt egyik nehézfém
hatasara sem. A Zn?* esetében eddig nem volt fellelhetd irodalmi adat a sperma
termékenyitéképességére és az embrionalis talélésre kifejtett hatasrol egy halfajban sem, a Cd?*
esetében viszont 2 halfajban is vizsgiltdk e hatdsokat. Pontyban a Cd?* sperma
termékenyitOképességére kifejtett hatasat vizsgalva megallapitottdk, hogy a kitettséget kdvetden
azonnal csak 100 mg/L okozta a termékenyiilés szignifikans csokkenését, ahogyan a motilitasét is,
bar 50 mg/L mellett még nem volt megfigyelhetd szignifikans hatds (HAYATI et al. 2017).
Kisérleteimben 50 mg/L Cd?*-kitettség hatasara 30 perc expozicié utdn megfigyelhetd a motilitas
minimalis csokkenése, bar az feltételezhetd, hogy a kitettséget kdvetden azonnal vizsgalva még
nem lett volna tapasztalhatd csokkenés az altalam elvégzett vizsgalatokban sem. A
termékenytilésben azonban kisérleteimben sem volt kimutathatd szignifikdns hatds azonos
koncentracid6 mellett, igy feltételezheté, hogy 100 mg/L vizsgalata esetén Hayati et al.
eredményeihez hasonloan a termékenyiilés csokkenését tapasztaltam volna.

Szivarvanyos pisztrang sperman a kelésre kifejtett hatast vizsgaltak: eszerint 4 oOras
expozicido mellett 10 mg/L okozza a kelés ardnyanak szignifikans csokkenését, ahogy a motilitasét
1s, a VCL ¢és a LIN pedig csak 100 mg/L mellett csokkent (DIETRICH et al. 2010). Mivel
kisérleteimben a termékenyitOképesség vizsgalata legfeljebb csak 120 perces expozicidé mellett
tortént, igy embriotoxikologiai eredményeink 0sszehasonlitdsa nem lehetséges. Az viszont lathato,
hogy vizsgalataimban a PMOT mar 5 mg/L, a VCL pedig 25 mg/L mellett szignifikansan csokkent
4 6ras expoziciot kovetden, ami arra utal, hogy a zebradanid-sperma értékenyebben reagal a Cd?*-
kitettségre, igy egy 4 o0ras expoziciot kovetden a zebraddnid embridk termékenyiilési szazalékaban
is megfigyelhetd lehet szignifikans hatas.

A masik 5 nehézfém (Cr¥*, Cu®*, Ni?*, Hg?*", As®) szignifikans hatist gyakorolt a
termékenyiilésre a sperma expozicidja esetében. A Cri* csak a sperma 120 perces kitettsége esetén,
100 mg/L koncentraciotol hatott szignifikansan a termékenyitoképességre. Ezt Osszevetve a
motilitasi paraméterekkel megallapithatd, hogy a PMOT érzékenyebben reagélt: ugyan itt is csak
a 100 mg/L-es kitettség okozott csokkenést, azonban mar az expozicio 30. percétdl kezdve. A VCL

esetében a 30. perctdl kezdve csak 150 mg/L vizsgalata soran, a LIN esetében pedig csak 200 mg/L
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Cr¥*-expozicié mellett volt megfigyelhetd kiilonség. A termékenyiilésre, valamint a sperma
motilitasi paramétereire szamitott ECso-értékek kozott azonban megfigyelhetd volt szignifikans
kiilonbség: a termékenyitSképesség érzékenyebbnek bizonyult e nehézfém esetében. A Cr*
sperma termékenyitoképességére kifejtett hatasat eddig egy pontyféle esetében sem vizsgaltak,
szivarvanyos pisztrangban viszont ezzel ellentétben Billard és Roubaud (1985) mar 0,0005 mg/L-
es koncentracid mellett, 40 perces kitettség utdn szignifikans csokkenést figyelt meg a
termékenytilésben, viszont kozvetleniil a spermara ennél magasabb koncentraciok fejtettek csak
ki mérhetd hatast, ami ellentétben all az altalam kapott eredményekkel. A sperma Cr¥*-kitettségét
kovetden vizsgalt embrionalis tilélést korabban egy halfaj esetében sem tanulmanyoztak.

A Cu?" sperma termékenyitképességre kifejtett hatdsat vizsgalva azt tapasztaltam, hogy
50 mg/L esetében is. A PMOT esetében ugyanugy a sperma 30 perces kitettségét kovetden még
nem jelentkezett csokkenés, azonban a VCL értékén mar 25 mg/L Cu?" is szignifikdns csokkenést
eredményezett 30 perc utan. Az ECsp-értékeket tekintve azonban megallapithatd, hogy mig a
sperma motilitasi paraméterei esetében a 30 perces expoziciot kdvetden még nem volt lehetséges
ezen érték kiszamitasa, addig a termékenyitOképesség esetében igen. Az expozicid 120. perce
soran azonban a PMOT-ban mar 1 mg/L, a VCL-ben pedig 5 mg/L okozott szignifikans
csOkkenést, igy a kitettség ezen id6szakaban e két motilitasi paraméter érzékenyebben reagalt a
sperma Cu®*-Kitettségére, mint a termékenyitéképesség. A 120 perces expozicid soran kapott
ECso-értékeket vizsgalva megallapithatd, hogy a PMOT-hoz viszonyitva nem tapasztalhato
szignifikans kiilonbség, azonban a VCL-hez képest a termékenyitdképességben alacsonyabb ECso-
értéket kaptam. Osszességében megallapithatd, hogy a sperma 30 perces expozicidja esetén a
termékenyitOképesség volt az érzékenyebb vizsgalati paraméter, mig a 120 perces kitettség soran
a sperma progressziv motilitadsanak és termékenyitoképességének érzékenysége megegyezett. A
LIN bizonyult mindkét expozicids 1d0 esetében a legkevésbé érzékenynek: egyik esetben sem volt
megfigyelhetd szignifikdns valtozas e paraméteren. A Cu®* sperma termékenyitdképességére
kifejtett hatasarol eddig csak 2 fajban volt fellelhetd irodalmi adat. A kalaszhalalakuak rendjébe
tartozd6 Atherinops affinis esetében a Cu?* mar nagysagrendekkel alacsonyabb, 56 pg/L-es
koncentraciotol szignifikans hatdssal volt a termékenyiilésre a sperma 15 perces expozicidja esetén
(ECso-érték = 109 pg/L; ANDERSON et al. 1991), mig szivarvanyos pisztrangban az 1 mg/L-es,
5 perces kitettség nem hatott szignifikansan a termékenyiilésre, azonban a kelési szazalékban
szignifikans csokkenés volt megfigyelhetd a kontrollhoz viszonyitva (SHAWN & BROWN 1971).
Ez ellentmond az altalam megfigyelteknek, miszerint e nehézfémmel kezelt spermaval
termékenyitve a termékenytilt ikra talélése a késdbbiekben nem csokken szignitkdnsan. Egy masik

publikacioban arrél szamoltak be, hogy 40 perces kitettség utan mar 0,5 mg/L-es Cu?*-
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koncentracio a termékenyiilés csokkenését okozta, mig a sperma mindségében kozvetleniil nem
jelentkezett valtozds (BILLARD & ROUBAUD 1985). Ezeket az eredményeket Osszevetve
megallapithat6, hogy az Atherinops affinis spermaja reagal legérzékenyebben a Cu?®*-kitettségre,
ezt koveti a szivarvanyos pisztrang, majd az altalam kapott eredmények alapjan a zebradanio.

A Ni?* vizsgalata soran mar a legalacsonyabb, 600 mg/L-es koncentracio mellett, 30 perces
expozicio soran jelentkezett a termékenyitoképesség szignifikans csokkenése, ahogy a PMOT
értéke is. A VCL azonban 600 mg/L mellett csak a 120 perces expozicid esetén, a 30 perces
expozicio esetében pedig csak 800 mg/L mellett csokkent. A LIN értékében nem figyeltem meg
valtozast egyik expozicids idd mellett sem. Ezek alapjan megallapithato, hogy a Ni®*-kitettség a
sperma termékenyitOképességét és PMOT értékét ugyanugy befolésolja, azonban a VCL értékét
kevésbé. Az ECso-értékeket tekintve megallapithato, hogy a PMOT-ban és VCL-ben kapott
eredményekkel Osszevetve a termékenyitOképességre szamitott ECso-értékek szignifikdnsan
alacsonyabbnak bizonyultak. A sperma Ni®*-kitettségének termékenyitéképességre és kelésre
kifejtett hatasat eddig csak szivarvanyos pisztrang esetében vizsgaltak, ahol azt tapasztaltak, hogy
1 mg/L-es koncentracio, a higitast kovetd azonnali termékenyités soran nem befolyasolja egyik
paramétert sem (SHAWN & BROWN 1971). Ez megegyezik az altalam kapott eredményekkel,
azonban a szerzOk magasabb koncentracidkat nem teszteltek, igy tovabbi kovetkeztetéseket nem
lehet levonni.

A Hg?" spermara kifejtett hatdsanak vizsgalata sordan megéllapitottam, hogy mér a
30 perces expozicid soran, 2,5 mg/L-es koncentraci6 mellett megfigyelheté a
termékenyitOképesség csokkenése. A PMOT és a VCL esetében a 30. percben ugyanez a hatés
figyelhetd meg, 120 percnél azonban mar 1 mg/L esetén csokken a PMOT és VCL értéke. Ez
esetben is a LIN bizonyult a termékenyitoképességhez viszonyitva a legkevésbé érzékenynek: a
30. percnél még nincs szignifikans hatés, és a 120. percnél is csak 5 mg/L esetében. Az ECso-
értékek  Osszehasonlitisa soran nem jelentkezett szignifikans kiilonbség a motilitasi
paraméterekhez viszonyitva, egyik expozicidés idopontban sem. Billard és Roubaud (1985)
szivarvanyos pisztrangban 1 mg/L-nél magasabb Hg?*-koncentraciok mellett tapasztaltik a
termékenyitOképesség csokkenését a sperma 40 perces kitettsége esetén, mely megegyezik az
altalam tapasztaltakkal. Vizsgalatukban azonban a sperman kozvetleniil megjelend toxikus hatas
alacsonyabb koncentraciok mellett nyilvanult meg, mint a termékenyitOképesség csokkenése,
mely ellentmond a megfigyeléseimnek. Dietrich et al. (2010) viszont azt tapasztalta szivarvanyos
pisztrang spermdjat vizsgalva, hogy 4 o6ras expozicié utan a Hg?* csak 10 mg/L koncentraci6
esetében okozta a kelési szdzalék szignifikans csokkenését, mint ahogy a motilitas értékének is. A
VCL értéke azonban csak 100 mg/L esetében csokkent szignifikdnsan, mig a LIN értéke mar

1 mg/L esetén. Mivel vizsgéalataimban a termékenyitoképesség vizsgalata legfeljebb csak a sperma
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120 perces Kkitettségét kovetden valdsult meg, igy embriotoxikologiai eredményeink
Osszehasonlitdsa nem lehetséges. Az viszont lathato, hogy vizsgalataimban a PMOT és a VCL mar
1 mg/L, a LIN pedig 2,5 mg/L mellett szignifikansan csokkent 4 6rds expoziciot kovetden, ami
arra utal, hogy a zebradanio-sperma motilitdsi paraméterei érzékenyebben reagalnak a Hg®'-
ikra termékenyiilési szazalékaban is megfigyelhetd lehet szignifikans hatas. Afrikai harcsa fajban
a Hg?'-kezelés hatasat vizsgalva megallapitottak, hogy a sperma kitettségét kdvetd azonnali
termékenyités esetében az 1 mg/L-es koncentracio szignifikansan csokkenti a termékenyiilést és a
kelést is (RURANGWA et al. 1998). Ez alapjan megallapithatd, hogy az afrikai harcsa spermaja
érzékenyebb a Hg?*-Kitettségre, mint a zebradanidé.

A zebradanié-sperma As*-kitettsége esetén megallapitottam, hogy mar 100 mg/L mellett
megjelent a termékenyiilés szignifikdns csokkenése a 120 perces expozicid sordn, mig a 30 perces
expozici6 nem okozta e vizsgalati végpont csokkenését. A PMOT és a VCL értéke is
érzékenyebbnek bizonyult ennél: a 30. percben mar 50 mg/L mellett szignifikdnsan csokkent a
PMOT, 100 mg/L mellett pedig a VCL értéke is. A 120. perchen pedig mindkét motilitasi
paraméter mar 50 mg/L-es koncentracié mellett szignifikdnsan csokkent. A LIN értéke ez esetben
sem mutatott szignifikdns csokkenést egyik expozicidos id0 mellett sem, igy ez a paraméter
tekinthetd mind koziil a legkevésbé érzékenynek. Az ECso-értékeket 0sszehasonlitva azonban
megallapithatd, hogy mig a PMOT ¢és a VCL vizsgalata soran a mért értékek nem mutattak a
kontrollhoz viszonyitott 50%-os csdkkenést az expozicid 30. percében, addig a termékenyiilés
igen. A kitettség 120. percében azonban mar mindkét motilitasi paraméteren lehetséges volt az
ECso-értékek kiszdmitasa, melyek szignifikdnsan alacsonyabbak voltak a motilitasi
paramétereken, mint a termékenyitoképességen. Az As®* termékenyiilésre és a fejldds embriok
talélésére kifejtett hatasarol (ahogyan a Zn?* esetében sem) a halsperma in vitro expoziciéja esetén
eddig nem volt fellelheté szakirodalmi adat. Altalinossdgban megallapithat6, hogy az embriok
48 oras tulélése €s az embriondlis deformitasok kialakulasanak ardnya egyik nehézfém esetében
sem kiilonbozott szignifikansan a kontroll értékétol.

Az altalam kapott ECso-értékeket 6sszehasonlitva a tengerisiin-sperma nehézfém-kezelését
kovetd termékenyiilési eredményekkel (ARIZZI NOVELLI et al. 2003) megallapithato, hogy mig
a tengeri siin (Paracentrotus lividus) esetében az ECso-értékek egy oras expoziciot kovetéen 0,017
¢és 8,4 mg/L kozott voltak, addig az altalam kapott értékek még 120 perces expozicid mellett is
ennél magasabbak (1,66 — 472,3 mg/L), melybdl jol latszik, hogy a tengeri siin spermaja
érzékenyebb a nehézfém-kitettségre. A nehézfémek toxicitasi sorrendjét 6sszehasonlitva azonban
megfigyelhetd egyezés: mig Arizzi Novelli et al. (2003) kisérleteiben az embridfejléddésen

megnyilvanulé toxicitasi sorrend Hg?* > Cu?* > Zn?* > Cr¥* > As®** > Ni** > Cd?" volt, addig
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vizsgalataimban Hg?* > Cu?* > As®*" > Cr3* > Ni?*> Cd?* > Zn?*, melybdl jol latszik, hogy mindkét
fajban a Hg?* és a Cu?* volt a két legtoxikusabb nehézfém a sperma termékenyitdképességére

nézve.

5.3 Altalanos kovetkeztetések

Az éltalam kapott eredményeket dsszehasonlitva a szakirodalomban fellelheté adatokkal
megallapithat6, hogy szamos kiilonbség mutatkozik az eredmények kozott, mely a kisérletek eltérd
koriilményeire vezethetd vissza, azonban egyértelmiien latszik, hogy a halsperma a nehézfém-
expoziciéra dozis-hatas, valamint id6-hatds Osszefliggésekkel reagal, igy annak mérhetd
paraméterei képesek jelezni annak nehézfém-kitettségét. Emiatt a halsperma in vitro toxikologiai
tesztrendszerként hasznalhatd, mely szamos elénnyel rendelkezik a halakon végzett in vivo,
valamint az altalanosan hasznalt in vitro tesztrendszerekkel szemben is, azonban a korabban
elvégzett kisérletek eredményeinek Osszehasonlitisa az eltéré modszertan miatt SOk esetben
nehézségekbe litkozik. Ezt athidalandd doktori munkdm soran egy egységes modszertan keriilt
Kialakitasra, amely gyors, egyszerlien és az allatvédelmi szempontok figyelembe vételével
kivitelezhetd, megismételhetd, valamint megbizhaté eredményt ad. Ennek folyamata a
kovetkezokben foglalhatd Ossze: (1) 10 uL (zebradanié vagy ponty) sperma higitdsa 50 pL
pontyféle immobilizal6 oldatban; (2) a higitott sperma 10 pL-jének tovabbhigitasa 1:1 ardnyban a
toxikus anyagot tartalmaz6 immobilizal6é oldattal, igy elérve a végsd tesztelendd nehézfém-
koncentraciot; (3) a 120-240 percig terjedé expozicié alatt a mintak olvadd jégen tarolasa; (4) a
tesztelt anyag toxicitdsanak mérése CASA-rendszerrel vagy termékenyitési kisérlet elvégzésével.

Az expozicios 1d6 tekintetében megallapithatd, hogy annak eldrehaladtaval a kisérlet
variancidjanak mértéke (szorasban kifejezve) a legtobb esetben csdkkent, vagyis megbizhatobb
eredmények kaphatdak az expozicios id6 vége felé haladva, ami indokoltta teszi a minél hosszabb
kitettség alkalmazasat. Mindazonaltal sok esetben az expozicid elején még nem tapasztalhaté a
nehézfémek toxikus hatasa, ami szintén indokolja a hosszabb expozicios id6 hasznalatat.

A sperma toxikus kitettségét kovetd vizsgalatok végpontjait dsszevetve nehézfémenként
eltérd, hogy a sperma motilitdsi paraméterei, vagy pedig a termékenyitoképessége reagalt-e
érzékenyebben az expoziciora. A Cd?>* és Zn?* esetében azonban a terhelt sperma
termékenyitoképességén nem jelentkezett szignifikans hatds. Ezen tilmenden a sperma motilitasi
paramétereinek vizsgdlata szamos eldnnyel rendelkezik a termékenyitOképesség vizsgalataval
szemben: (1) a motilitasvizsgalat barmikor elvégezhetd, mig a termékenyitési kisérletekre csak az
ikra rendelkezésre allasa esetén van lehetdség; (2) a motilitasvizsgalat eredménye nem fiigg az

ikra mindségétdl €s ezaltal megbizhatobb eredményt ad; (3) a mozgasi paraméterek valos idében
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(real-time) képesek jelezni a spermat érd toxikus hatasokat, mig a termékenyiilési szazalék

megallapitdsa csak a termékenyitést kovetden legalabb 2-3 ora elteltével lehetséges. Ennek

ellenére a termékenytilési szazalék a legtobb esetben képes jelezni a sperma esetleges nehézfém-

kitettségét, ugyhogy ennek vizsgalata CASA-rendszer hianyaban indokolt lehet.

5.4

Javaslatok

Eredményeim alapjan a kovetkez6 javaslatokat teszem:

Javaslom a zebradanio- és pontysperma in vitro toxikologiai céla vizsgalatat a
disszertacioban kidolgozott egységes modszertan szerint, mellyel kérnyezeti mintak
esetleges nehézfém-szennyezettsége megallapithato.

Javaslom a minél hosszabb ideji toxikus expoziciot (180-240 perc), mely altal
megbizhatobb eredmények kaphatdak.

Javaslom toxikoldgiai vizsgalati végpontként a sperma progressziv motilitasanak (PMOT)
mérését, mely mind a hét vizsgalt nehézfém esetében a legérzékenyebb kisérleti
végpontnak bizonyult.

Javaslom termékenyitési kisérletek elvégzését a terhelt spermaval a kidolgozott
modszertan szerint, amennyiben nem all rendelkezésre CASA-rendszer a sperma

motilitasanak detektalasahoz.

A jovbben zajlo kutatasokat tekintve pedig a kovetkezd javaslatokkal €élnék:

Javaslom mas csalddba tartoz6 halfajok sperméjan vizsgalni ezen vegyiiletek hatasat a
disszertacidban kidolgozott modszert szerint, hogy megbizhatdan fel lehessen allitani egy
fajok kozotti érzékenységi sorrendet.

Javaslom mas vegyiiletcsoportba tartozé anyagok toxikus hatdsdnak feltérképezését a
kidolgozott modszertant alapul véve, hogy 6sszehasonlithato legyen kiilonb6z6 vegyiiletek

halspermara gyakorolt hatasa.
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6. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Kidolgoztam egy halsperma vizsgalatan alapuld in vitro toxikoldgiai tesztrendszert,
amellyel feltérképeztem hét nehézfém (krom, cink, kadmium, nikkel, réz, arzén és higany)
zebradanio- és pontyspermara kifejtett hatasat.

Bebizonyitottam, hogy a zebraddnio- €s a pontysperma dozis-hatds, valamint id6-hatés
Osszefliggésekkel reagal a toxikus expoziciora ezen nehézfémek esetében.
Megallapitottam, hogy a vizsgalt mozgasi paraméterek koziil a sperma progressziv
motilitasa reagal a legérzékenyebben a nehézfém-kitettségre zebradanio és ponty fajban.
Meghataroztam félhatasos koncentraciokat (ECso-értékek) a zebradanié- és pontysperma
motilitasi paramétereire (progressziv motilitds, sebesség, a mozgas egyenessége), valamint
a zebraddnid-sperma termékenyitoképességére vonatkoztatva a sperma nehézfém-
kitettséget kovetden.

Megallapitottam, hogy zebradani6é fajban az altalam vizsgalt hét nehézfémmel terhelt
spermaval termékenyitve az embrionalis deformitasok kialakuldsdnak aranya és a talélés

nem valtozik szignifikansan az embriok 48 orés koraig.
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7. OSSZEFOGLALAS

A halsperma szamos olyan elény0s tulajdonsaggal rendelkezik, melyek alkalmas modellé
teszik in vitro toxikologiai vizsgalatokhoz (nem invaziv kinyerés, mérheté paraméterek, dozis-
hatas reakci6 stb.). Ennek koszonhetéen szamos publikacié sziiletett ezidaig, melyben halspermat
hasznaltak fel toxikologai tesztrendszerként, am ezen kisérletek nem egységes modszertan szerint
végezték el (sperma kezelése, mért valtozd, expozicids id0 stb.), ezért eredményeik
Osszehasonlitasa nehézségekbe litkozik.

Doktori munkam soran kidolgoztam egy halspermium vizsgalatara alapozott in vitro
toxikologiai tesztrendszert, mellyel vizsgaltam hét nehézfém (krém, cink, réz, kadmium, nikkel,
higany ¢és arzén) zebradanio- és pontysperma motilitasi paramétereire kifejtett hatasat. Ezen kiviil
feltérképeztem az emlitett nehézfémek hatasat a zebradanid-sperma termékenyitoképességére, az
embrionalis talélésre és a deformitasok kialakulasara. A sperma motilitasi paramétereinek
vizsgalata soran megallapitottam, hogy a progressziv motilitas (PMOT) a legérzékenyebb: mind a
hét vizsgalt nehézfém esetében dozis-hatas, valamint ido-hatas 6sszefiiggést tapasztaltam mindkét
halfaj spermajan. A sperma sebessége (VCL) kevésbé érzékenynek bizonyult: ugyan mind a hét
nehézfém vizsgdlata sordn megjelent a doézis-hatds, valamint id6-hatds Osszefiiggés mindkét
pontyféle spermajan, azonban az alkalmazott koncentraciok alacsonyabb valaszt indukaltak. A
spermiumok mozgasanak egyenessége (LIN) bizonyult a legkevésbé érzékeny végpontnak: sok
nehézfém esetében nem jeletkezett dozis-hatas dsszefliggés, és az ECso-értékek kiszdmitasa is csak
néhany esetben volt lehetséges.

A zebradanio- és pontyspermaban kapott eredményeket 0sszehasonlitva megallapithato,
hogy hat nehézfém esetében ugyanabban a koncentracio-tartomanyban volt a toxikus anyagok
hatasa megfigyelhet6. Egyediil az arzén vizsgalata soran volt sziikséges mas koncentracio-
tartomany alkalmazasa a toxikus hatas kivaltasahoz, ami alapjan megallapithat6, hogy a két halfaj
spermajanak érzékenysége csak az arzén-kitettséggel szemben eltéré: a ponty spermaja
érzékenyebbnek bizonyult. A zebradanid-sperma esetében hat nehézfém (krom, cink, réz, nikkel,
higany és arzén), pontyban pedig négy nehézfém (krom, réz, nikkel, arzén) motilitasra kifejtett in
vitro hatasarol ezidaig nem volt szakirodalmi adat. Az arzén spermara kifejtett hatasat eddig
egyetlen halfajban sem vizsgaltak.

A kidolgozott protokollal elvégeztem a zebraddnio-sperma termékenyitoképességének, az
embriok 48 oras korban vizsgalt talélésének, valamint az embrionalis deformitdsok aranyéanak
expozicids idék mellett (30 és 120 perc) néhany esetben a termékenyiilési szazalék (pl. Cu?*:

30 perc; Cr¥*": 120 perc), mas esetekben pedig a progressziv motilitas bizonyult érzékenyebb
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vizsgalati végpontnak (pl. Cd?* és Zn?*: 30 és 120 perc; Cr3*: 30 perc), és volt olyan, ahol ezek
érzékenysége megegyezett (pl. Ni?*: 30 és 120 perc). Az ECso-értékek dsszehasonlitasa soran
azonban szamos esetében jelentkezett szignifikans kiilonbség a motilitdsson és a
termékenyitoképességen mért értékek kozott. Megallapithatd tovabba, hogy a nehézfémekkel
terhelt spermaval termékenyitve a fejlodé embridk életképessége és az embrionalis deformitasok
kialakuldsanak aranya nem valtozik szignifikdnsan az embridk 48 6ras kordig. Nem rendelkeziink
irodalmi  adatokkal a hét vizsgdlt nehézfém  hatdsar6l a  zebraddnid-sperma
termékenyitOképességre, az embrionalis talélésre, valamint a deformitasok kialakulasara. Az arzén
és cink ezirany( hatasat pedig eddig egyetlen halfaj esetében sem vizsgaltak. Altalanossagban
azonban elmondhatd, hogy a sperma motilitdsi paramétereinek vizsgédlata szamos elény0ds
tulajdonsaggal rendelkezik a termékenyitOképesség vizsgalataval szemben: (1) a
motilitdsvizsgalat barmikor elvégezhetd, mig a termékenyitési kisérletekhez ikrara is sziikség van;
(2) a motilitdsvizsgalat eredménye nem fiigg az ikra mindségétdl és ezaltal megbizhatobb
eredményt ad; (3) a mozgasi paraméterek valos idében (real-time) képesek jelezni a spermat érd
toxikus hatdsokat, mig a termékenytilési szazalék megallapitasa csak a termékenyitést kovetoen
legalabb 2-3 ora elteltével lehetséges. Ennek ellenére a termékenyiilési szazalék is képes jelezni a
sperma esetleges nehézfém-kitettségét a legtobb esetben, tgyhogy ennek vizsgédlata CASA-
rendszer hidnyaban indokolt lehet.

A doktori munkam soran kialakitott in vitro halspermium-vizsgalati moddszertan az
alabbiakban foglalhat6 6ssze: (1) 10 pL (zebradanié vagy ponty) sperma higitasa 50 pL pontyféle
immobilizalé oldatban; (2) a higitott sperma 10 puL-jének tovabbhigitasa 1:1 aranyban a toxikus
anyagot tartalmazé immobilizal6 oldattal, igy elérve a végso tesztelendé nehézfém-koncentraciot;
(3) a 120-240 percig terjedd expozicid alatt a mintak olvado jégen tarolasa; (4) a tesztelt anyag

toxicitdsanak mérése CASA-rendszerrel vagy termékenyitési kisérlet elvégzésével.
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8. SUMMARY

Fish sperm has some advantages which make it a suitable model to in vitro toxicological
examinations (non-invasive stipping, measurable parameters, dose-response reaction etc.).
Consequently, numerous studies have been carried out on the use of fish sperm in toxicological
tests, however, these experiments have not been carried out according to a uniform method
(handling of sperm, measured variables, exposure time etc.), thus, a comparison of their results is
difficult.

During my doctoral work, | have developed an in vitro toxicological test system based on
fish sperm analysis, and used it to investgate the effect of seven heavy metals (chromium, zinc,
copper, cadmium, nickel, mercury and arsenic) on motility parameters of zebrafish and common
carp sperm, furthermore, on fertilizing ability of zebrafish sperm, on embrionic survival and
developing of embrional deformities fertilized with exposed sperm. Through the examination of
sperm motility parameters, |1 have determined that progressive motility (PMOT) is the most
sensitive one: | have observed dose-response and time-response in cases of all of the seven tested
heavy metals on sperm of both cyprinids. The velocity of sperm (VCL) proved to be less sensitive:
dose-response and time-response were observed in cases of all of the seven heavy metals on sperm
of both fish species, however, the applied concentrations have induced lower response. The
linearity of the moving of spermatozoa (LIN) was the least sensitive endpoint: dose-response was
not detected in most heavy metals and the calculation of ECso values was possible only in few
cases.

Comparing the results produced on zebrafish and common carp sperm, it can be concluded
that the effect of toxicants was observed in the same range of concentrations in cases of six heavy
metals. A different range of concentrations was needed to trigger toxic effect only in case of
arsenic. Thus, it can be concluded that the sensitivity of the sperm of these two fish species is
different only to the arsenic-exposure: the sperm of common carp proved to be more sensitive. No
prior information was available regarding the in vitro effect of six heavy metals (chromium, zinc,
copper, nickel, mercury, arsenic) on zebrafish sperm motility and of four heavy metals (chromium,
copper, nickel, arsenic) on common carp sperm motility until now. The effect of arsenic on sperm
has not been investigated in case of any fish species until now.

Further investigations were carried out on the fertilizing capacity of zebrafish sperm, on
the 48-hour embryonic survival and on the development of embryonic deformities followed heavy
metal exposure of sperm at the same concentrations. In some cases, the fertilization rate has proved
to be the more sensitive endpoint (e.g. Cu?*: 30 minutes; Cr**: 120 minutes), while in other cases,
the progressive motility has found more sensitive (e.g. Cd?* and Zn?*: 30 and 120 minutes; Cr3*:
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30 minutes), and there were some cases where the sensitivity of these was the same (e.g. Ni?*: 30
and 120 perc) next to the applied exposure durations (30 and 120 minutes). Through the
comparison of the ECso values, a significant difference has presented between the values measured
in motility and fertilizing ability in some cases. Furthermore, it can be concluded that the survival
of developing embryos and embryonic deformities do not change significantly until the 48-hour
age of embyros following fertilization with sperm exposed by heavy metals. Again, no prior
information was available concerning the effect of exposed zebrafish sperm on the fertilizing
ability in cases of 6 heavy metals (chromium, zinc, copper, nickel, mercury and arsenic), nor on
the effect of any of the investigated heavy metals on embryonic survival and the development of
embryonic malformations. Moreover, the effect of arsenic and zinc has not been examined in case
of any fish species until now. In general, the examination of sperm motility parameters has some
advantages over the examination of fertilizing capacity: (1) motility assessment can be carried out
any time, while fertilization tests are possible only when eggs are available; (2) results of motility
analysis do not depend on the quality of eggs, thus, they can give more reliable results; (3) motility
parameters are able to detect toxic effects in sperm in real time, while the reliable estimation of
fertilization rate is possible at least 2-3 hours after fertilization. Despite of this, also the fertilization
rate is able to indicate the possible heavy metal exposure of sperm, thus its examination can be
reasonable in the lack of a CASA system.

The in vitro protocol for fish sperm analysis developed during my doctoral work can be
summarized as follows: (1) dilution of 10uL (zebrafish or common carp) sperm in cyprinid
immobilising solution; (2) further dilution of 10 uL prediluted sperm in 1:1 dilution rate with
immobilising media containing toxic solution to reach the final concentration of the tested heavy
metal; (3) storage of samples on melting ice during the 120-240 minutes of exposure; (4)
measurement of toxicity caused by the tested metal with CASA system or with carrying out of

fertilization experiments.
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M2. A halak tartasahoz hasznalt rendszervizben talalhato fontosabb ionok koncentracioi

A vizmintak analizise az MSZ 448/15-82, MSZ EN 1SO 9963-2:1998, MSZ 448/11-86, MSZ EN
ISO 11885:2009, valamint MSZ 1484-3:2006 (5. fejezet) szabvanyok iranymutatasai alapjan

tortént.

NOs
CI

OH"
COs*
HCOs*
Na

Ca
Cr
Zn
Pb
Co
Cd
Ni
Mn
Fe
Cu
Hg
As

Zebradanio rendszerviz

33 mg/L
114 mg/L
0 mM/L
0 mM/L
0,4 mM/L
83,8 mg/L
4,07 mg/L
4,36 mg/L
kimutatési hatar alatt
kimutatasi hatar alatt
kimutatasi hatar alatt
Kimutatasi hatar alatt
kimutatési hatar alatt
kimutatasi hatar alatt
0,157 mg/L
kimutatési hatar alatt
kimutatasi hatar alatt

kimutatasi hatar alatt

0,005 mg/L

111

Ponty rendszerviz
23 mg/L
29 mg/L
0 mM/L
0 mM/L
4,9 mM/L
91 mg/L
2,3 mg/L
33,04 mg/L
kimutatasi hatar alatt
kimutatési hatar alatt
kimutatési hatar alatt
kimutatasi hatar alatt
kimutatasi hatar alatt
kimutatési hatar alatt
0,157 mg/L
kimutatasi hatar alatt
kimutatasi hatar alatt

kimutatasi hatar alatt

0,0065 mg/L



M3. A Kkisérletek soran hasznalt torzsoldatok koncentracidja és azok ozmolalitasa

Koncentracio Ozmolalitas
(mg/L) (mOsm/kg)
3+
Cr 2000 535
Cr(NOs)s x 9 H,0 15385
2+
Zn 400 394
Zn(NOs); x 6 H,0 1820
2+
Cu 100 445
CU(NO3)2 x 3 Hzo 381
2+
Cd 100 420
Cd(NO3), x 4 H,O 247
04
Ni 2400 591
Ni(NO3), x 6 H,O 11893
2+
Hg 40 422
Hg(N03)2 x H,0O 68
3+
AS 400 491
As,03 528

A nehézfém vegylileteket nem tartalmazé immobilizald oldat ozmolalitasa 420 mOsm/kg volt.
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