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1. A munka el6zményei, a kitlizott célok

A tudomanyos célbdl évente felhasznalt gerinces allatok szamat 100
milliéra becsiilik. Az Eurdpai Bizottsag hetedik jelentése szerint 2013-ban az
Eurdpai 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,
Finomités) csokkentse a tudoméanyos célbol felhasznalt allatok szamat, és olyan
alternativ modszerekkel helyettesitse a gerinces allatokon végzendd kisérleteket,
melyek megbizhaté és konnyen extrapolalhatd eredményeket adnak. Fontos
tovabba a felhasznalt allatok szenvedésének minimalisra csokkentése, valamint a
kisérletek koriilményeinek sztenderdizaldsa, melynek révén az eredmények
laboratoriumok kozotti  0sszehasonlitasa megvaldsulhat, mely szintén a
csokkentés elvét szolgalja.

Az etikai és gyakorlati elonyeik, valamint koltséghatékonysaguk miatt az
in vitro tesztrendszerek napjainkban széleskorben elterjedtek az 6kotoxikologiai
vizsgélatokban is. Mindazonaltal a Gazdasagi Egyiittmiikodési és Fejlesztési
Szervezet (Organisation for Economic Co-operation and Development, azaz
OECD) szamos toxikoldgiai vizsgalatokra vonatkozo itmutatét adott ki, melyek
a xenobiotikumok dartalmas hatisanak tesztelésére szolgalnak, melyekben a
kisérletek koriilményei minden részletiikben sztenderdek. A halak fontos
modellszervezetek az Okotoxikoldgiai vizsgalatokban, mivel vizhez kotott
¢letmodjukbdl kifolyolag a leginkdbb ki vannak téve a kornyezeti artalmaknak,
ezért ezen iranyelvekben a zebradanié (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 valasz, motilitasi paraméterek, életképesség stb.) igen jo in vitro
toxikologiai modell lehetne, ami rdadasul sziikségtelenné teszi az €16 allatok

crer

szabvanyban sincs megemlitve. A halspermat viszont — az altalanosan hasznalt in
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vitro sejtkultarakkal ellentétben — nem sziikséges fenntartani, hanem barmikor,
frissen, nem invaziv modon kinyerheté a donor egyedbdl, ezaltal toxikologiai
tesztekben val6 alkalmazasa kevesebb 1d6-, munkaerd- és anyagi raforditassal jar.

Szamos kisérletrdl szamoltak be az elmult években, melyekben
halspermat hasznaltak toxikoldgiai modellként, de a leirt mdodszerek szamos
aspektusban kiilonboznek egymastol. Egyik f6 kiilonbség a kisérletekben
hasznalt, spermat szolgaltat6 hal faja, a masik pedig a kisérletek soran vizsgalt
végpontok kozott mutatkozott. A halsperma motilitdsi paramétereinek
toxikoldgiai céli vizsgalataval kapcsolatban is szdmos publikacio sziiletett eddig,
azonban ezek sem egységesek: az ugyanazon fajban és toxikus vegyiiletekkel
elvégzett vizsgalatok eredményei olykor ellentmondasosak, az eltérd kisérleti
koriilmények és technikai részletek miatt. Erhetik tovabba olyan karosodasok a
spermiumokat toxikus expozicié esetén (pl. oxidativ DNS-karosodés), amik
esetleg a sperma motilitasi paramétereiben nem nyilvanulnak meg, azonban a
termékenyités utdn a fejlodd embriokban komoly deformitdsokat és

rendellenességeket okozhatnak, igy ezek vizsgalata is kiemelt fontossagu.

1.1 Célkitiizések

Doktori munkam soran célul tliztem ki gyors, egyszerlien kivitelezhetd és
megismételhetd, a halsperma vizsgalatan alapul6 sztenderd in vitro toxikologiai
tesztrendszerek kidolgozasat, amely kikiiszoboli a kiillonbozo kisérletek kozotti
technikai eltéréseket, és lehetévé teszi a kiilonbozd laboratériumokban végzett
spermavizsgalatok és mérések Osszehasonlitdsat. Vizsgalataimat zebraddnid és
ponty fajokban végeztem el, a vizsgalt paraméterek a kovetkezdk voltak
kiilonbozo expozicios idok mellett: a sperma progressziv motilitasa (PMOT, %),
a spermiumok mozgasanak sebessége (VCL, pum/s), a mozgids egyenestol
szamitott eltérése (LIN, %), valamint zebraddnié esetében a terhelt spermaval
végzett termékenyiilés aranya (%), az embriok 48 6ras koraban vizsgalt talélése
(%), valamint a kialakul6 embriondlis deformitasok aranya (%). Kisérleteim soran
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hét kiilonb6zo nehézfém, a krom, cink, kadmium, nikkel, réz, arzén, valamint

higany hatasat vizsgaltam a fent emlitett paraméterekre. Kutatasaim sordn az

alabbi kérdésekre kerestem valaszt:

Megjelenik-e dozis-hatas, illetve id6-hatas Osszefiiggés a vizsgalt
paraméterekben a nehézfémekkel torténd kezelések hatasara, vagyis a
koncentracio, valamint expozicios id6 novelésével aranyosan valtoznak-e
a vizsgalt értékek?

Dozis-hatas fennalldsa esetén lehetséges-e félhatasos koncentraciok
(ECso-értékek) kiszamitasa a kiilonb6z6 vizsgalt paraméterekre, vagyis a
toxikus anyagok hatasara bekdvetkezd valtozas a vizsgalt paraméterekben
eléri-e a kontroll értékekhez viszonyitott 50%-0s mértéket?

Ugyanazt a vizsgalati modszertant alkalmazva zebradanio és ponty fajban,
a kapott eredmények szignifikdnsan kiilonboznek-e egymastol?
Nehézfémeknek kitett spermdaval termékenyitve a zebraddnié embridk
termékenytilési szdzaléka, valamint a késébbiekben tlél6 embriok aranya
elmarad-e a kontroll csoportétol, illetve megjelennek-e deformitasok vagy
fejlédésbeli elmaradasok a kontroll csoporthoz viszonyitva?

A sperma in vitro kitettségét kovetden a motilitasvizsgalat soran, vagy
pedig a termékenyitési kisérletek soran kapott eredmények bizonyulnak

érzékenyebb vizsgalati végpontnak?



2. Anyag és modszer

2.1  Asperma fejése, higitasa és kitettsége

Zebradanio esetében tobb egyedtdl szarmazo, kevert spermamintakkal
dolgoztam. A fejés soran 10 pL spermat gytijtottem 50 pL pontyféle immobilizald
oldatba. Ponty fajban egyedi, fiiggetlen mintakon végeztem el a kisérleteket. A
kisérlet el6tt a mintak min6ségét — ahogy a motilitasvizsgalati kisérletek soran is
— Szamitogépes Spermavizsgald Rendszerrel ellendrizem. A tesztelendd
nehézfém-koncentraciok  meghatarozasa  eldzetes  dozistartomany-keresd
vizsgalatok alapjan tortént, melyek a kovetkezdek voltak a két fajban: 50, 100,
150, 200 mg/L Cr¥* és Zn?* esetében, 1, 5, 25, 50 mg/L Cu?" és Cd?* esetében,
600, 800, 1000, 1200 mg/L Ni?* esetében, valamint 0,5, 1, 2,5, 5 mg/L Hg?"
esetében. Egyediil az As®" esetében alkalmaztam eltérd koncentraciokat a két
fajban: zebraddnio-sperman 50, 100, 150 és 200 mg/L-es koncentriciokat
teszteltem, mig ponty esetében 1, 5, 25 és 50 mg/L-t. Ponty esetében a frissen
lefejt egyedi mintabol 10 pL-t eldszor tovabb higitottam 50 pL immobilizald
oldatban, hogy elérjem a zebradanional is alkalmazott 6x-os higitasi aranyt, majd
ezt kdvetden a mintdkat ugyantiigy kezeltem zebradénidban €s pontyban is: 10 pL
higitott spermat tovabb higitottam 10 pL toxikus anyagot tartalmazo
immobilizalé oldattal (2x-es higitas), igy elérve a végsd vizsgalati
koncentraciokat. Minden minta esetében egy kezeletlen kontroll csoportot is
vizsgaltam parhuzamosan, melyet azonosan, 1:1 ardnyban higitottam pontyféle
immobilizalé oldattal a kisérlet kezdetén, a kezelt mintdk toxikus higitasaval
egyidében. A toxikus anyagnak val6 kitettség a sperma motilitasi paramétereinek
vizsgélata esetén 4 oOra, mig a termékenylilési szdzalék €s embriogenezis
vizsgalata soran 30, valamint 120 perc volt. Az expozici6 alatt a mintdkat végig

olvado jégen taroltam.



2.2 Toxikoldgiai célu spermavizsgalat

A spermavizsgalat végpontjai azok a motilitasi paraméterek voltak,
melyeket leggyakrabban vizsgaltak kordbban a halsperman végzett in vitro
toxikoldgiai célu kisérletekben. Ezek a progressziv motilitas (PMOT, %), tovabba
egy sebességi paraméter (ivsebesség, VCL, um/s) és egy egyenességi paraméter
(a spermiumok mozgasanak egyenestdl szamitott eltérése, LIN, %) voltak. Ezen
higitast kovetden, a 4 Oras expozicid minden 30. percében végeztem el. A
spermavizsgalat soran, zebradanié esetében 2,5 uL rendszervizbe 1 pL toxikus
anyaggal higitott spermat juttattam, mig pontyspermaban nagyobbfoku higitasra
volt sziikség, igy 25 pL rendszervizbe 0,5 pL nehézfémnek kitett spermat
pipettaztam. Mindkét halfajban a kisérleteket 5 fiiggetlen mintaval végeztem el:
zebradanio esetében 5 kiilonbozo, tobb egyedtdl szarmazd kevert spermamintat
hasznaltam fel, mig ponty esetében 5 kiilonb6z6 egyedtdl szarmazo, fliggetlen

spermamintan végeztem el a kisérleteimet.

2.3 A termékenyiilés, valamint az embriogenezis vizsgalata

zebradanioban

A termékenyitési kisérletek soran az ikratételekre a 30, valamint 120
perces nehézfém-expozicionak kitett, 20 uL immobilizalt spermat juttattam,
melyet kb. 1 mL hozzaadott rendszervizzel aktivaltam. A Petri-csészéket 26 °C-
on inkubaltam 48 oran at, mely soran egyszer — 24 ora utan - vizet cseréltem
rajtuk, valamint a nem termékenyiilt ikraszemeket és az elpusztult embriokat
eltavolitottam.

A kisérlet végpontjai a termékenytilési szazalek (%), valamint az embriok
48 oras korban vizsgalt tulélése a termékenyiilt ikrdk szdméahoz viszonyitva (%)
voltak. A termékenytilési szazalék megallapitdsa a termékenyitést kdvetden 24
oraval tortént. Ezenkiviil vizsgaltam a kiilonb6z6 deformitasokat és fejlédésbeli
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rendellenességeket 24 ora és 48 ora elteltével is, mely sordn az alabbi
rendellenességek kialakuldsat vizsgaltam: szikodéma, perikardialis 6déma, fej- és
szemfejlédési rendellenességek, farok- ¢és gerinctorzulds, dezintegralt test.
Kisérleteimet minden nehézfém ¢és expozicidos 1d6 esetében 3 ismétlésben

végeztem el.



3. Eredmények

3.1  Toxikologiai célu spermavizsgalat

A toxikologiai célu spermavizsgalat soran zebradanio és ponty fajban is
dozis-hatas Osszefliggést taldltam a kiilonbdzd 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 motilitisa (PMOT) bizonyult a legérzékenyebb vizsgalati
végpontnak: a kivaltott hatas mértéke itt volt a legnagyobb, és e paraméter
esetében jelentkezett legeldszor szignifikans csokkenés. A szamitott ECso-értékek
tekintetében elmondhato, 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 spermajan szamitott ECso-értékek
tekintetében is megfigyelhetd kiilonbség: néhol a zebradanio, néhol pedig a ponty
spermaja 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 eltérd koncentraciokat alkalmaztam a két fajban, a sperma
ezzel a nehézfémmel szemben mutatott eltérd érzékenysége miatt. Elmondhaté
ugyanakkor, hogy mig a zebradanio-sperman a toxikus hatads nem minden esetben
jelentkezett azonnal a nehézfém-kitettséget kovetden, addig a pontysperman mar
a vizsgalat kezdetén, az expozicid 30. percétdl szignifikdns csokkenés volt
tapasztalhaté a PMOT értékében.

A sperma mozgésanak 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 expozicios
id6pontban lehetett ezen a paraméteren ECso-értékeket szdmolni. Pontyban pedig
nem is volt lehetséges minden nehézfém-kezelés soran (Cu?* és Ni?* esetében) az
ECso-értékek kiszamitasa az adott expozicids idétartamok mellett. Ugyanakkor
elmondhato, hogy ezek az értékek néha alacsonyabbak voltak, mint a PMOT-ban
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kapottak. A spermiumok mozgéasanak egyenessége (LIN) bizonyult a legkevésbé
érzékeny paraméternek a két vizsgalt halfajban: sok nehézfém vizsgéalata sordn
nem volt megfigyelhetd dozis-hatas dsszefiiggés (Ni?* esetében egyik halfajban
sem, Cd?* esetében zebradanioban). Volt, ahol az értékek novekedése volt
tapasztalhato (pontysperma Cu?’-kitettsége soran), és az ECso-értékek szamitasa
is csak par nehézfém vizsgalata soran volt lehetséges (Hg?* esetében mindkét
halfajban, As®* esetében csak pontyban). A PMOT, a VCL és a LIN vizsgilata
sordan a legtobb nehézfém-kezelés hatasara szignifikans interakcid volt
megfigyelhetd a vizsgalt valtozok (expozicids 1d6 és koncentracio) kozott, ami
magatol értetddonek tekinthetd, mivel hatasuk 6sszefonddik, emiatt felerdsitik

egymast.

3.2 A termékenyiilés, valamint az embriogenezis vizsgalata

zebradanioban

Kisérleteim sordn két nehézfém, a Cd?" és Zn?* vizsgalata soran nem
tapasztaltam szignifikdns hatdst a sperma termékenyitOképességére az
alkalmazott koncentraciok és expozicios idok mellett. Tovabbi négy nehézfém, a
Cr¥*, Cu?, Ni*" és Hg®" vizsgalata soran az alkalmazott koncentracidk
szignifikansan csokkentették a sperma termékenyitOképességét, azonban az
alkalmazott expoziciés idék hatasa nem volt szignifikins. Egyediil az As%*
esetében volt hatdssal a termékenyitOképességre a koncentracid, valamint az
expozicids 1d0 is. Az embriok 48 oras korban vizsgalt talélése és az embrionalis
deformitdsok kialakuldsdnak ardnya (24 és 48 oras korban) nem kiilonbozott

szignifikansan a kontrolltol egyik nehézfém-kezelés esetében sem.
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4. Uj tudomanyos eredmények

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

Bebizonyitottam, hogy a zebraddnid- és a pontysperma dozis-hatas,
valamint id0-hatds Osszefiiggésekkel reagdl a toxikus expoziciora ezen
nehézfémek esetében.

Megallapitottam, hogy a vizsgéalt mozgasi paraméterek koziil a sperma
progressziv motilitdsa reagdl a legérzékenyebben a nehézfém-kitettségre
zebradanio és ponty fajban.

Meghataroztam félhatasos koncentraciokat (ECso-értékek) a zebradanio-
¢€s pontysperma motilitasi paramétereire (progressziv motilitas, sebesség,
a  mozgas egyenessége),  valamint a  zebraddnio-sperma
termékenyitOképességére vonatkoztatva a sperma nehézfém-kitettséget
kovetden.

Megallapitottam, hogy zebradanid6 fajban az A&ltalam vizsgalt hét
nehézfémmel terhelt spermdval termékenyitve az embrionalis
deformitdsok kialakuldsdnak ardnya és a tulélés nem valtozik

szignifikansan az embriok 48 oras koraig.
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5. Kovetkeztetések és javaslatok

Az altalam kapott eredményeket Osszehasonlitva a szakirodalomban
fellelhetd adatokkal megallapithato, hogy szamos kiilonbség mutatkozik az
eredmények kozott, mely a kisérletek eltéré koriilményeire vezethetd vissza,
azonban egyértelmiien latszik, hogy a halsperma a nehézfém-expoziciora dozis-
hatés, valamint id6-hatés osszefliggésekkel reagal, igy annak mérhetd paraméterei
képesek jelezni annak nehézfém-kitettségét. Emiatt a halsperma in vitro
toxikoldgiai tesztrendszerként hasznalhatd, mely szamos elénnyel rendelkezik a
halakon végzett in vivo, valamint az altalanosan hasznalt in vitro
tesztrendszerekkel szemben is, azonban a kordbban -elvégzett kisérletek
eredményeinek 0Osszehasonlitasa az eltérd6 modszertan miatt sok esetben
nehézségekbe iitkozik. Ezt athidalandd doktori munkdm soran egy egységes
modszertan keriilt kialakitdsra, amely gyors, egyszerlien és az allatvédelmi
szempontok figyelembe vételével kivitelezhetd, megismételhetd, valamint
megbizhatd eredményt ad. Ennek folyamata a kovetkezdkben foglalhatd Ossze:
(1) 10 pL (zebradéanid vagy ponty) sperma higitasa 50 pL pontyféle immobilizalo
oldatban; (2) a higitott sperma 10 uL-jének tovabbhigitsa 1:1 ardnyban a toxikus
anyagot tartalmazd immobilizdldé oldattal, igy elérve a végsd tesztelendd
nehézfém-koncentraciot; (3) a 120-240 percig terjedd expozicid alatt a mintak
olvado jégen tarolasa; (4) a tesztelt anyag toxicitasanak mérése CASA-rendszerrel
vagy termékenyitési kisérlet elvégzésével.

Az expoziciés 1d0 tekintetében megallapithatd, hogy annak
elérehaladtaval a kisérlet variancidjanak mértéke (szorasban kifejezve) a legtobb
esetben csokkent, vagyis megbizhatobb eredmények kaphatoak az expozicids idé
vége felé haladva, ami indokolttd teszi a minél hosszabb kitettség alkalmazasat.
Mindazonaltal sok esetben az expozicid elején még nem tapasztalhatdo a
nehézfémek toxikus hatdsa, ami szintén indokolja a hosszabb expozicids idd

hasznalatat.
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A sperma toxikus kitettségét kdvetd vizsgalatok végpontjait dsszevetve
nehézfémenként eltérd, hogy a sperma motilitdsi paraméterei, vagy pedig a
termékenyitképessége reagalt-e érzékenyebben az expoziciora. A Cd** és Zn?*
esetében azonban a terhelt sperma termékenyitOképességén nem jelentkezett
szignifikans hatas. Ezen tilmenden a sperma motilitasi paramétereinek vizsgalata
szamos eldnnyel rendelkezik a termékenyitoképesség vizsgalataval szemben: (1)
a motilitasvizsgalat barmikor elvégezhetd, mig a termékenyitési kisérletekre csak
az ikra rendelkezésre 4llasa esetén van lehetdség; (2) a motilitasvizsgalat
eredménye nem fligg az ikra mindségétdl és ezaltal megbizhatobb eredményt ad;
(3) a mozgasi paraméterek valds idoben (real-time) képesek jelezni a spermat érd
toxikus hatdsokat, mig a termékenylilési szazalék megallapitasa csak a
termékenyitést kovetden legaldbb 2-3 ora elteltével lehetséges. Ennek ellenére a
termékenyiilési szazalék a legtobb esetben képes jelezni a sperma esetleges
nehézfém-kitettségét, ugyhogy ennek vizsgdlata CASA-rendszer hianyaban
indokolt lehet.

5.1 Javaslatok

Eredményeim alapjan a kovetkez6 javaslatokat teszem:

e Javaslom a zebradanio- és pontysperma in Vvitro toxikologiai célu
vizsgalatat a disszertacioban kidolgozott egységes modszertan szerint,
mellyel kornyezeti mintdk esetleges nehézfém-szennyezettsége
megallapithato.

e Javaslom a minél hosszabb idejii toxikus expoziciot (180-240 perc), mely
altal megbizhatobb eredmények kaphatoak.

e Javaslom toxikologiai vizsgalati végpontként a sperma progressziv
motilitdsdnak (PMOT) mérését, mely mind a hét vizsgalt nehézfém

esetében a legérzékenyebb kisérleti végpontnak bizonyult.
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Javaslom termékenyitési kisérletek elvégzését a terhelt spermaval a
kidolgozott moddszertan szerint, amennyiben nem 4all rendelkezésre

CASA-rendszer a sperma motilitdsanak detektdlasdhoz.

A jovében zajlo kutatasokat tekintve pedig a kovetkezd javaslatokkal élnék:

Javaslom mas csalddba tartozd halfajok spermdjan vizsgalni ezen
vegylletek hatasat a disszertacidban kidolgozott modszert szerint, hogy
megbizhatoan fel lehessen allitani egy fajok kozotti érzékenységi
sorrendet.

Javaslom mas vegyiiletcsoportba tartozd anyagok toxikus hatdsanak
feltérképezését a kidolgozott modszertant alapul véve, hogy
Osszehasonlithatd legyen kiilonbozd vegyiiletek halspermara gyakorolt

hatasa.
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