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1. A munka előzményei, a kitűzött célok 

 

A tudományos célból évente felhasznált gerinces állatok számát 100 

millióra becsülik. Az Európai Bizottság hetedik jelentése szerint 2013-ban az 

Európai Unió területén mintegy 11,5 millió gerinces állatot használtak fel 

állatkísérletek során. Éppen ezért az EU célja, hogy a 3R-stratégia révén 

(Reduction, Replacement, Refinement, azaz Csökkentés, Helyettesítés, 

Finomítás) csökkentse a tudományos célból felhasznált állatok számát, és olyan 

alternatív módszerekkel helyettesítse a gerinces állatokon végzendő kísérleteket, 

melyek megbízható és könnyen extrapolálható eredményeket adnak. Fontos 

továbbá a felhasznált állatok szenvedésének minimálisra csökkentése, valamint a 

kísérletek körülményeinek sztenderdizálása, melynek révén az eredmények 

laboratóriumok közötti összehasonlítása megvalósulhat, mely szintén a 

csökkentés elvét szolgálja. 

Az etikai és gyakorlati előnyeik, valamint költséghatékonyságuk miatt az 

in vitro tesztrendszerek napjainkban széleskörben elterjedtek az ökotoxikológiai 

vizsgálatokban is. Mindazonáltal a Gazdasági Együttműködési és Fejlesztési 

Szervezet (Organisation for Economic Co-operation and Development, azaz 

OECD) számos toxikológiai vizsgálatokra vonatkozó útmutatót adott ki, melyek 

a xenobiotikumok ártalmas hatásának tesztelésére szolgálnak, melyekben a 

kísérletek körülményei minden részletükben sztenderdek. A halak fontos 

modellszervezetek az ökotoxikológiai vizsgálatokban, mivel vízhez kötött 

életmódjukból kifolyólag a leginkább ki vannak téve a környezeti ártalmaknak, 

ezért ezen irányelvekben a zebradánió (Danio rerio), valamint a ponty (Cyprinus 

carpio) fel vannak tüntetve a kísérletekhez javasolt modell szervezetekként. A 

halsperma pedig a könnyen, gyorsan és objektíven mérhető paraméterei miatt 

(antioxidáns válasz, motilitási paraméterek, életképesség stb.) igen jó in vitro 

toxikológiai modell lehetne, ami ráadásul szükségtelenné teszi az élő állatok 

toxikus expozícióját; ennek ellenére a halsperma vizsgálata egyik toxikológiai 

szabványban sincs megemlítve. A halspermát viszont – az általánosan használt in 
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vitro sejtkultúrákkal ellentétben – nem szükséges fenntartani, hanem bármikor, 

frissen, nem invazív módon kinyerhető a donor egyedből, ezáltal toxikológiai 

tesztekben való alkalmazása kevesebb idő-, munkaerő- és anyagi ráfordítással jár. 

Számos kísérletről számoltak be az elmúlt években, melyekben 

halspermát használtak toxikológiai modellként, de a leírt módszerek számos 

aspektusban különböznek egymástól. Egyik fő különbség a kísérletekben 

használt, spermát szolgáltató hal faja, a másik pedig a kísérletek során vizsgált 

végpontok között mutatkozott. A halsperma motilitási paramétereinek 

toxikológiai célú vizsgálatával kapcsolatban is számos publikáció született eddig, 

azonban ezek sem egységesek: az ugyanazon fajban és toxikus vegyületekkel 

elvégzett vizsgálatok eredményei olykor ellentmondásosak, az eltérő kísérleti 

körülmények és technikai részletek miatt. Érhetik továbbá olyan károsodások a 

spermiumokat toxikus expozíció esetén (pl. oxidatív DNS-károsodás), amik 

esetleg a sperma motilitási paramétereiben nem nyilvánulnak meg, azonban a 

termékenyítés után a fejlődő embriókban komoly deformitásokat és 

rendellenességeket okozhatnak, így ezek vizsgálata is kiemelt fontosságú. 

 

1.1 Célkitűzések 

 

Doktori munkám során célul tűztem ki gyors, egyszerűen kivitelezhető és 

megismételhető, a halsperma vizsgálatán alapuló sztenderd in vitro toxikológiai 

tesztrendszerek kidolgozását, amely kiküszöböli a különböző kísérletek közötti 

technikai eltéréseket, és lehetővé teszi a különböző laboratóriumokban végzett 

spermavizsgálatok és mérések összehasonlítását. Vizsgálataimat zebradánió és 

ponty fajokban végeztem el, a vizsgált paraméterek a következők voltak 

különböző expozíciós idők mellett: a sperma progresszív motilitása (PMOT, %), 

a spermiumok mozgásának sebessége (VCL, µm/s), a mozgás egyenestől 

számított eltérése (LIN, %), valamint zebradánió esetében a terhelt spermával 

végzett termékenyülés aránya (%), az embriók 48 órás korában vizsgált túlélése 

(%), valamint a kialakuló embrionális deformitások aránya (%). Kísérleteim során 
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hét különböző nehézfém, a króm, cink, kadmium, nikkel, réz, arzén, valamint 

higany hatását vizsgáltam a fent említett paraméterekre. Kutatásaim során az 

alábbi kérdésekre kerestem választ: 

 Megjelenik-e dózis-hatás, illetve idő-hatás összefüggés a vizsgált 

paraméterekben a nehézfémekkel történő kezelések hatására, vagyis a 

koncentráció, valamint expozíciós idő növelésével arányosan változnak-e 

a vizsgált értékek? 

 Dózis-hatás fennállása esetén lehetséges-e félhatásos koncentrációk 

(EC50-értékek) kiszámítása a különböző vizsgált paraméterekre, vagyis a 

toxikus anyagok hatására bekövetkező változás a vizsgált paraméterekben 

eléri-e a kontroll értékekhez viszonyított 50%-os mértéket? 

 Ugyanazt a vizsgálati módszertant alkalmazva zebradánió és ponty fajban, 

a kapott eredmények szignifikánsan különböznek-e egymástól? 

 Nehézfémeknek kitett spermával termékenyítve a zebradánió embriók 

termékenyülési százaléka, valamint a későbbiekben túlélő embriók aránya 

elmarad-e a kontroll csoportétól, illetve megjelennek-e deformitások vagy 

fejlődésbeli elmaradások a kontroll csoporthoz viszonyítva? 

 A sperma in vitro kitettségét követően a motilitásvizsgálat során, vagy 

pedig a termékenyítési kísérletek során kapott eredmények bizonyulnak 

érzékenyebb vizsgálati végpontnak?  
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2. Anyag és módszer 

 

2.1 A sperma fejése, hígítása és kitettsége 

 

Zebradánió esetében több egyedtől származó, kevert spermamintákkal 

dolgoztam. A fejés során 10 µL spermát gyűjtöttem 50 µL pontyféle immobilizáló 

oldatba. Ponty fajban egyedi, független mintákon végeztem el a kísérleteket. A 

kísérlet előtt a minták minőségét – ahogy a motilitásvizsgálati kísérletek során is 

– Számítógépes Spermavizsgáló Rendszerrel ellenőrizem. A tesztelendő 

nehézfém-koncentrációk meghatározása előzetes dózistartomány-kereső 

vizsgálatok alapján történt, melyek a következőek voltak a két fajban: 50, 100, 

150, 200 mg/L Cr3+ és Zn2+ esetében, 1, 5, 25, 50 mg/L Cu2+ és Cd2+ esetében, 

600, 800, 1000, 1200 mg/L Ni2+ esetében, valamint 0,5, 1, 2,5, 5 mg/L Hg2+ 

esetében. Egyedül az As3+ esetében alkalmaztam eltérő koncentrációkat a két 

fajban: zebradánió-spermán 50, 100, 150 és 200 mg/L-es koncentrációkat 

teszteltem, míg ponty esetében 1, 5, 25 és 50 mg/L-t. Ponty esetében a frissen 

lefejt egyedi mintából 10 µL-t először tovább hígítottam 50 µL immobilizáló 

oldatban, hogy elérjem a zebradániónál is alkalmazott 6×-os hígítási arányt, majd 

ezt követően a mintákat ugyanúgy kezeltem zebradánióban és pontyban is: 10 µL 

hígított spermát tovább hígítottam 10 µL toxikus anyagot tartalmazó 

immobilizáló oldattal (2×-es hígítás), így elérve a végső vizsgálati 

koncentrációkat. Minden minta esetében egy kezeletlen kontroll csoportot is 

vizsgáltam párhuzamosan, melyet azonosan, 1:1 arányban hígítottam pontyféle 

immobilizáló oldattal a kísérlet kezdetén, a kezelt minták toxikus hígításával 

egyidőben. A toxikus anyagnak való kitettség a sperma motilitási paramétereinek 

vizsgálata esetén 4 óra, míg a termékenyülési százalék és embriogenezis 

vizsgálata során 30, valamint 120 perc volt. Az expozíció alatt a mintákat végig 

olvadó jégen tároltam. 
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2.2 Toxikológiai célú spermavizsgálat 

 

A spermavizsgálat végpontjai azok a motilitási paraméterek voltak, 

melyeket leggyakrabban vizsgáltak korábban a halspermán végzett in vitro 

toxikológiai célú kísérletekben. Ezek a progresszív motilitás (PMOT, %), továbbá 

egy sebességi paraméter (ívsebesség, VCL, µm/s) és egy egyenességi paraméter 

(a spermiumok mozgásának egyenestől számított eltérése, LIN, %) voltak. Ezen 

végpontok rögzítését a különböző koncentrációjú nehézfém-oldatokkal történő 

hígítást követően, a 4 órás expozíció minden 30. percében végeztem el. A 

spermavizsgálat során, zebradánió esetében 2,5 µL rendszervízbe 1 µL toxikus 

anyaggal hígított spermát juttattam, míg pontyspermában nagyobbfokú hígításra 

volt szükség, így 25 µL rendszervízbe 0,5 µL nehézfémnek kitett spermát 

pipettáztam. Mindkét halfajban a kísérleteket 5 független mintával végeztem el: 

zebradánió esetében 5 különböző, több egyedtől származó kevert spermamintát 

használtam fel, míg ponty esetében 5 különböző egyedtől származó, független 

spermamintán végeztem el a kísérleteimet. 

 

2.3 A termékenyülés, valamint az embriogenezis vizsgálata 

zebradánióban 

 

A termékenyítési kísérletek során az ikratételekre a 30, valamint 120 

perces nehézfém-expozíciónak kitett, 20 µL immobilizált spermát juttattam, 

melyet kb. 1 mL hozzáadott rendszervízzel aktiváltam. A Petri-csészéket 26 oC-

on inkubáltam 48 órán át, mely során egyszer – 24 óra után - vizet cseréltem 

rajtuk, valamint a nem termékenyült ikraszemeket és az elpusztult embriókat 

eltávolítottam. 

A kísérlet végpontjai a termékenyülési százalék (%), valamint az embriók 

48 órás korban vizsgált túlélése a termékenyült ikrák számához viszonyítva (%) 

voltak. A termékenyülési százalék megállapítása a termékenyítést követően 24 

órával történt. Ezenkívül vizsgáltam a különböző deformitásokat és fejlődésbeli 



8 

rendellenességeket 24 óra és 48 óra elteltével is, mely során az alábbi 

rendellenességek kialakulását vizsgáltam: sziködéma, perikardiális ödéma, fej- és 

szemfejlődési rendellenességek, farok- és gerinctorzulás, dezintegrált test. 

Kísérleteimet minden nehézfém és expozíciós idő esetében 3 ismétlésben 

végeztem el.  



9 

3. Eredmények 

 

3.1 Toxikológiai célú spermavizsgálat 

 

A toxikológiai célú spermavizsgálat során zebradánió és ponty fajban is 

dózis-hatás összefüggést találtam a különböző motilitási paraméterek és az 

alkalmazott nehézfém-koncentrációk között, minden vizsgált nehézfém esetében. 

A válasz mértéke azonban eltérő volt a vizsgált végpontok tekintetében. A sperma 

progresszív motilitása (PMOT) bizonyult a legérzékenyebb vizsgálati 

végpontnak: a kiváltott hatás mértéke itt volt a legnagyobb, és e paraméter 

esetében jelentkezett legelőször szignifikáns csökkenés. A számított EC50-értékek 

tekintetében elmondható, hogy ugyan a PMOT esetében lehetett ezeket a legtöbb 

esetben kiszámolni, ám ezek néha magasabbnak bizonyultak, mint a VCL-ben 

kapott EC50-értékek. A két vizsgált faj spermáján számított EC50-értékek 

tekintetében is megfigyelhető különbség: néhol a zebradánió, néhol pedig a ponty 

spermája reagált érzékenyebben a nehézfém-kitettségre. Az As3+ esetében 

azonban az okozta a két faj közötti eltérést, hogy ez volt az egyetlen nehézfém, 

amely vizsgálata során eltérő koncentrációkat alkalmaztam a két fajban, a sperma 

ezzel a nehézfémmel szemben mutatott eltérő érzékenysége miatt. Elmondható 

ugyanakkor, hogy míg a zebradánió-spermán a toxikus hatás nem minden esetben 

jelentkezett azonnal a nehézfém-kitettséget követően, addig a pontyspermán már 

a vizsgálat kezdetén, az expozíció 30. percétől szignifikáns csökkenés volt 

tapasztalható a PMOT értékében. 

A sperma mozgásának sebessége (VCL) kevésbé volt érzékeny mindkét 

faj esetében: a vizsgált koncentrációk alacsonyabb választ váltottak ki, mint a 

PMOT esetében. Ez megnyilvánult abban is, hogy kevesebb expozíciós 

időpontban lehetett ezen a paraméteren EC50-értékeket számolni. Pontyban pedig 

nem is volt lehetséges minden nehézfém-kezelés során (Cu2+ és Ni2+ esetében) az 

EC50-értékek kiszámítása az adott expozíciós időtartamok mellett. Ugyanakkor 

elmondható, hogy ezek az értékek néha alacsonyabbak voltak, mint a PMOT-ban 
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kapottak. A spermiumok mozgásának egyenessége (LIN) bizonyult a legkevésbé 

érzékeny paraméternek a két vizsgált halfajban: sok nehézfém vizsgálata során 

nem volt megfigyelhető dózis-hatás összefüggés (Ni2+ esetében egyik halfajban 

sem, Cd2+ esetében zebradánióban). Volt, ahol az értékek növekedése volt 

tapasztalható (pontysperma Cu2+-kitettsége során), és az EC50-értékek számítása 

is csak pár nehézfém vizsgálata során volt lehetséges (Hg2+ esetében mindkét 

halfajban, As3+ esetében csak pontyban). A PMOT, a VCL és a LIN vizsgálata 

során a legtöbb nehézfém-kezelés hatására szignifikáns interakció volt 

megfigyelhető a vizsgált változók (expozíciós idő és koncentráció) között, ami 

magától értetődőnek tekinthető, mivel hatásuk összefonódik, emiatt felerősítik 

egymást. 

 

3.2 A termékenyülés, valamint az embriogenezis vizsgálata 

zebradánióban 

 

Kísérleteim során két nehézfém, a Cd2+ és Zn2+ vizsgálata során nem 

tapasztaltam szignifikáns hatást a sperma termékenyítőképességére az 

alkalmazott koncentrációk és expozíciós idők mellett. További négy nehézfém, a 

Cr3+, Cu2+, Ni2+ és Hg2+ vizsgálata során az alkalmazott koncentrációk 

szignifikánsan csökkentették a sperma termékenyítőképességét, azonban az 

alkalmazott expozíciós idők hatása nem volt szignifikáns. Egyedül az As3+ 

esetében volt hatással a termékenyítőképességre a koncentráció, valamint az 

expozíciós idő is. Az embriók 48 órás korban vizsgált túlélése és az embrionális 

deformitások kialakulásának aránya (24 és 48 órás korban) nem különbözött 

szignifikánsan a kontrolltól egyik nehézfém-kezelés esetében sem. 
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4. Új tudományos eredmények 

 

1. Kidolgoztam egy halsperma vizsgálatán alapuló in vitro toxikológiai 

tesztrendszert, amellyel feltérképeztem hét nehézfém (króm, cink, 

kadmium, nikkel, réz, arzén és higany) zebradánió- és pontyspermára 

kifejtett hatását. 

2. Bebizonyítottam, hogy a zebradánió- és a pontysperma dózis-hatás, 

valamint idő-hatás összefüggésekkel reagál a toxikus expozícióra ezen 

nehézfémek esetében. 

3. Megállapítottam, hogy a vizsgált mozgási paraméterek közül a sperma 

progresszív motilitása reagál a legérzékenyebben a nehézfém-kitettségre 

zebradánió és ponty fajban. 

4. Meghatároztam félhatásos koncentrációkat (EC50-értékek) a zebradánió- 

és pontysperma motilitási paramétereire (progresszív motilitás, sebesség, 

a mozgás egyenessége), valamint a zebradánió-sperma 

termékenyítőképességére vonatkoztatva a sperma nehézfém-kitettséget 

követően. 

5. Megállapítottam, hogy zebradánió fajban az általam vizsgált hét 

nehézfémmel terhelt spermával termékenyítve az embrionális 

deformitások kialakulásának aránya és a túlélés nem változik 

szignifikánsan az embriók 48 órás koráig. 
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5. Következtetések és javaslatok 

 

Az általam kapott eredményeket összehasonlítva a szakirodalomban 

fellelhető adatokkal megállapítható, hogy számos különbség mutatkozik az 

eredmények között, mely a kísérletek eltérő körülményeire vezethető vissza, 

azonban egyértelműen látszik, hogy a halsperma a nehézfém-expozícióra dózis-

hatás, valamint idő-hatás összefüggésekkel reagál, így annak mérhető paraméterei 

képesek jelezni annak nehézfém-kitettségét. Emiatt a halsperma in vitro 

toxikológiai tesztrendszerként használható, mely számos előnnyel rendelkezik a 

halakon végzett in vivo, valamint az általánosan használt in vitro 

tesztrendszerekkel szemben is, azonban a korábban elvégzett kísérletek 

eredményeinek összehasonlítása az eltérő módszertan miatt sok esetben 

nehézségekbe ütközik. Ezt áthidalandó doktori munkám során egy egységes 

módszertan került kialakításra, amely gyors, egyszerűen és az állatvédelmi 

szempontok figyelembe vételével kivitelezhető, megismételhető, valamint 

megbízható eredményt ad. Ennek folyamata a következőkben foglalható össze: 

(1) 10 µL (zebradánió vagy ponty) sperma hígítása 50 µL pontyféle immobilizáló 

oldatban; (2) a hígított sperma 10 µL-jének továbbhígítása 1:1 arányban a toxikus 

anyagot tartalmazó immobilizáló oldattal, így elérve a végső tesztelendő 

nehézfém-koncentrációt; (3) a 120-240 percig terjedő expozíció alatt a minták 

olvadó jégen tárolása; (4) a tesztelt anyag toxicitásának mérése CASA-rendszerrel 

vagy termékenyítési kísérlet elvégzésével. 

Az expozíciós idő tekintetében megállapítható, hogy annak 

előrehaladtával a kísérlet varianciájának mértéke (szórásban kifejezve) a legtöbb 

esetben csökkent, vagyis megbízhatóbb eredmények kaphatóak az expozíciós idő 

vége felé haladva, ami indokolttá teszi a minél hosszabb kitettség alkalmazását. 

Mindazonáltal sok esetben az expozíció elején még nem tapasztalható a 

nehézfémek toxikus hatása, ami szintén indokolja a hosszabb expozíciós idő 

használatát. 
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A sperma toxikus kitettségét követő vizsgálatok végpontjait összevetve 

nehézfémenként eltérő, hogy a sperma motilitási paraméterei, vagy pedig a 

termékenyítőképessége reagált-e érzékenyebben az expozícióra. A Cd2+ és Zn2+ 

esetében azonban a terhelt sperma termékenyítőképességén nem jelentkezett 

szignifikáns hatás. Ezen túlmenően a sperma motilitási paramétereinek vizsgálata 

számos előnnyel rendelkezik a termékenyítőképesség vizsgálatával szemben: (1) 

a motilitásvizsgálat bármikor elvégezhető, míg a termékenyítési kísérletekre csak 

az ikra rendelkezésre állása esetén van lehetőség; (2) a motilitásvizsgálat 

eredménye nem függ az ikra minőségétől és ezáltal megbízhatóbb eredményt ad; 

(3) a mozgási paraméterek valós időben (real-time) képesek jelezni a spermát érő 

toxikus hatásokat, míg a termékenyülési százalék megállapítása csak a 

termékenyítést követően legalább 2-3 óra elteltével lehetséges. Ennek ellenére a 

termékenyülési százalék a legtöbb esetben képes jelezni a sperma esetleges 

nehézfém-kitettségét, úgyhogy ennek vizsgálata CASA-rendszer hiányában 

indokolt lehet. 

 

5.1 Javaslatok 

 

Eredményeim alapján a következő javaslatokat teszem: 

 Javaslom a zebradánió- és pontysperma in vitro toxikológiai célú 

vizsgálatát a disszertációban kidolgozott egységes módszertan szerint, 

mellyel környezeti minták esetleges nehézfém-szennyezettsége 

megállapítható. 

 Javaslom a minél hosszabb idejű toxikus expozíciót (180-240 perc), mely 

által megbízhatóbb eredmények kaphatóak. 

 Javaslom toxikológiai vizsgálati végpontként a sperma progresszív 

motilitásának (PMOT) mérését, mely mind a hét vizsgált nehézfém 

esetében a legérzékenyebb kísérleti végpontnak bizonyult. 
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 Javaslom termékenyítési kísérletek elvégzését a terhelt spermával a 

kidolgozott módszertan szerint, amennyiben nem áll rendelkezésre 

CASA-rendszer a sperma motilitásának detektálásához. 

 

A jövőben zajló kutatásokat tekintve pedig a következő javaslatokkal élnék: 

 Javaslom más családba tartozó halfajok spermáján vizsgálni ezen 

vegyületek hatását a disszertációban kidolgozott módszert szerint, hogy 

megbízhatóan fel lehessen állítani egy fajok közötti érzékenységi 

sorrendet. 

 Javaslom más vegyületcsoportba tartozó anyagok toxikus hatásának 

feltérképezését a kidolgozott módszertant alapul véve, hogy 

összehasonlítható legyen különböző vegyületek halspermára gyakorolt 

hatása.   
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