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1 A munka elézményei, Kitiizott célok

1.1 A munka el6zményei

A kiilonbozo gyodgyszerek fogyasztdsa ma mar a mindennapjaink részéveé
valt. Ezek a vegyiiletek fontos szerepet jatszanak az egészségiink
megovasaban és egy magasabb életmindség fenntartdsaban. Varhatéan a
gyogyszerek fogyasztasa a jovOben tovabb fog ndvekedni, részben a human
populacié globalis novekedése, részben az emberek hosszabb élettartama
miatt. A fogyasztissal parhuzamosan pedig folyamatosan novekszik a
kornyezetbe keriild gydgyszerhatdbanyagok mennyisége is.

Mivel gydgyszerhatdanyagok sok helyen eléfordulnak, és folyamatosan
jelen vannak a kornyezetben, igy pszeudd perzisztens szennyezdknek
nevezhetjiik Oket. Jelenlétik a kornyezetben mar régodta ismert és erds
biologiai hatassal rendelkezd vegytiletek révén felmeriilt a kérdés: vajon
milyen hatéssal lehetnek a vizekben és a talajban €16 szervezetekre és végsd
soran rank, emberekre? Korabban a gyodgyszerhatdéanyagok kornyezetbe
jutasanak legfobb forrasai a gydgyszergyarak elfolydvizei voltak, ma mar
lathat6, hogy az 11j ,,z0ldebb” gyartasi technoldgiak jelentdsen csokkentették
az innen szdrmazé szennyezés mértékét. Sajnos azonban az elfogyasztott €s
a testlinkbdl kiiiriild, valamint az el nem fogyasztott és kidobott gyogyszerek
mind nagyobb mennyiségben keriilnek a kommunalis szennyvizekbe, illetve
a hulladéklerakokbol a talajba.

A farmakonok népes csoportjai kozil a természetes vizekbe jutott
antineoplasztikus vegyliletek kornyezeti kockdzatanak vizsgalata csak
néhany évtizedre tekint vissza. Ez i1d6 alatt elsésorban a kiilonbozd
hatéanyagok jelenlétet mutattak ki kérhazi és kommunalis szennyvizekbdl,
illetve nanogrammos tartomanyban néhany, szennyvizeket befogado
természetes vizfolyasbol. Tobb vegyiilet erésen citotoxikus, genotoxikus
vagy hormon haztartast zavar6 hatasu, igy potencialis veszélyt jelentenek az
¢lolényekre ¢és ennek kovetkezményei akar populécid szinten s
megnyilvanulhatnak. A kornyezeti kockazatbecslések alapjan azonban ezek
a gyogyszerek alacsony koncentraciojuk, illetve sok esetben a rovid felezési
idejiik miatt nem mindsiilnek kockéazatosnak.

A kornyezeti kockézatbecslési modellek elsésorban akut és egy-két
hoénapos kronikus vizsgéalatokbdl allnak, valamint kémiai analitikai stabilitas
vizsgalatok eredményein alapszanak. Tényleges hossztavu teszteket nem
alkalmaznak, habar egy gerinces modellen végzett teljes életciklus, vagy
tobb  generaciés vizsgalat sokkal arnyaltabb képet adhatna az
antineoplasztikus hatast gyogyszerek tényleges kornyezeti kockazatarol.



A hosszu tava, akar tobbgeneracios oOkotoxikologiai vizsgéalatok f6
gerinces modell szervezetei a halak. Mint gerinces szervezetek,
alkalmazasuk egyik f6 elénye, hogy egész ¢letiiket a vizben toltik, igy
folyamatosan ki vannak téve az itt megjelend szennyezd anyagoknak és
azokat képesek egész testfeliiletiikon felvenni. A hal modellszervezetek
alkalmazédsdnak masik fontos elénye, hogy a kiilonb6zd laboratoriumi
tesztekben hasznalt fajok jol reprezentdljdk a szennyezbanyagok
akvakultards rendszerekben tartott fajokra gyakorolt hatdsat is. Ennek a
jelentdsége kiilonosen fontos, mivel a togazdasagok sok esetben olyan
vizbazisra éplilnek, melyek befogadéi a kommunalis és az ipari
szennyvizeknek. Az abban megjelend gyogyszerhatéanyagok a termelés
hatékonysagat is befolyasolhatjadk, vagy akar a feldolgozott allatok
szoveteiben i1s megjelenhetnek. Habar ezek a xenobiotikumok mindig
valamilyen keverék formdjaban jelennek meg a vizekben, nagyon fontos
megismerniink, hogy az egyes vegyiiletek esetében kiilon-kiilon milyen
hatasokkal kell szamolnunk a kornyezeti koncentracio tartomanyokban.

A laboratoriumi halmodellek koziil a zebradanid (Danio rerio) egyre
elterjedtebben alanya nemcsak az akut, de a hosszitavu Okotoxikoldgiai
vizsgalatoknak is. Mint lehetséges modell szervezetet, a halakra kidolgozott
OECD ¢és EPA toxicitds vizsgalatokban is javasoljak. A fajt gyakran
hasznaljak az OECD 210 szerinti halak korai életszakasz vizsgalatdban,
amely fontos része a human és allatgyogyaszati készitmények kornyezeti
kockézatbecslésének. Az akut és szub-kronikus vizsgalatokra kidolgozott
protokollokkal szemben jelenleg tobbgeneracios toxicitas vizsgalati OECD
protokoll csak medaka (Oryzias latipes) halfaj esetében érhetd el. Ez a
protokoll kifejezetten az EDC vegyiiletek szaporodéasbiologiai hatdsainak
vizsgalatara szolgal. Sziikség volna azonban olyan atdolgozott mddszerekre
is, melyek mas végpontokra, vagy szub-letalis hatasokra fokuszalnanak, mint
pl. a genotoxicitas.

1.2 Célkitiizések

Vizsgélataim soran négy kiilonboz6 hatdsmechanizmusu
antineoplasztikus gyogyszerhatdéanyag toxicitasat vizsgaltam zebradanid
modellen. Munkdm célja az 5-fluorouracil (5-FU), a cisplatin (CisP), az
etoposide (ET) és az imatinib mesylate (IM) esetében akut, szub-kronikus és
kronikus kitettség mellett vizsgdlni a vegyliletek hatasat az allatok
embrionalis és posztembrionalis fejlddésre. Célom volt meghatarozni az akut
tesztek soran a vegyiiletek LCsy értékeit felndtt halakon és embriokon is.
Vizsgalni kivantam ezen gydgyszerek keverékeinek akut letalis hatasat



zebradani6 embridkon. Szub-krénikus kitettség sordn pedig az 5-FU és az
IM esetében kivantam tanulmanyozni a vegyiiletek hatasat a zebradaniok
korai ¢életszakaszaban. Emellett pedig célom volt, kidolgozni egy tesztet,
mely segitségével tobb generacion keresztiil tanulményozhattam az 5-
fuorouracil €s az imatinib toxicitasat kornyezeti koncentraciohoz kozeli
tartomdnyban is.



2 Anyag és modszer

2.1 Felhasznalt allatok és tartasi koriilmények

Az allatkisérleteket a Szent Istvan Egyetem Halgazdalkodasi Tanszékén
végeztem. A vizsgalatokhoz AB vadtipust zebradani6 vonalat hasznaltam. A
halakat alland6 vizatfolyast biztositd recirkulécids rendszerben (Tecniplast
Zebtec, Tecniplast, Buguggiate, Olaszorszag), 14 ora vilagos 10 ora sotét
vilagitdsi programon tartottam a vizsgalatok megkezdése elott. A
recirkulaciés rendszerben a viz hdmérséklete 25+0,5 °C-os, a pH 7,5+0,2, a
vezetOképesség 525+50 uS volt. A halakat a naponta kétszer etettiik SDS
Small Gran (SDS — Special Diets Services Inc.) tappal, €16 eleségként
hetente kétszer Artemia spp. (SERA GmbH.) naupliusz larvat kaptak.

A vizsgéalatokhoz felhasznalt zebraddnid embridk nyerésére a felndtt
egyedeket specidlis, 1 literes szaporitd edényekben ivattam (Tecniplast). A
halakat az ivast megel6z6 nap délutanjan helyeztem a szaporitd medencékbe.
A him ¢és a ndstény egyedeket a medencében egy atlatszo polikarbonat lemez
valasztotta el. Az ivatds a kovetkezd reggel szinkronizaltan tortént, a
valaszfalak egy idében torténd eltavolitdsaval. Az ikrdk Osszegyljtését
kovetden keriilt sor az embridk valogatasara, melyet szteredmikroszkop alatt
végeztem, ezt kovetden keriilhettek az ép €s szabalyosan fejléd embriok a
tesztedényekbe.

Az elvégzett vizsgalatok a 1998, évi XXVIII. térvény alapjan kiadott
"Toxikologiai vizsgalatok halakon" cimii allatkisérlet végzésére (XIV-I-
001/2303-4/2012) vonatkozo6 engedélyben foglaltak szerint zajlottak.

2.2 Akut felnétt hal teszt

Az akut felndtt halas vizsgalatokat az OECD 203-es vizsgalati protokoll
alapjan  végeztem. A  fOtesztet megelézéen a  dozistartomany
meghatarozasdhoz un. hatarérték kereso (range finding) tesztet alkalmaztam.
Ennek sordan a 1, 10 és 100 mg/l-es oldatot készitettlink minden vizsgalt
anyagbol. Az eldteszteket 1 literes polikarbonat medencékben végeztem el,
minden medencébe 3 hal keriilt. A f6 tesztet csak azon anyagok esetében
nem végeztem el, melyeknél a 100 mg/l-es koncentracidval kezelt halak
koziil egy sem pusztult el a vizsgélat ideje alatt. A 100 mg/l-es limit
hatarértéket az OECD 203 protokoll alapjan hatdroztam meg. A vizsgalatba
vont halak mindegyike 6-8 honapos koru volt. A halak atlagos testtomege
0,3+0,1 g, atlagos standard testhossza 2,5+0,5cm volt. A foteszteket 3 literes
polikarbonat medencékben végeztem, minden anyag esetében statikus
kisérleti beallitast alkalmaztam, 5 koncentraciéval. A vizsgélat alatt a
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kezeldoldat hdmérseklete 24+1 °C volt. Minden koncentracid esetében két
ismétlést alkalmaztam, a medencékbe pedig 7-7 halat helyeztem. A vizsgalat
id6tartama az eld- és a foteszt esetében is 96 ora volt. A fotesztet a CisP-al és
az IM-el végeztem el. A kontrol csoportokat rendszer vizben kezeltik a
fentiekkel megegyezo koriilmények kozott két ismétlésben.

2.3 Akut embrio tesztek

Az akut embrid tesztek az OECD FET (Fish Embryo Toxicity Test) 2006
Draft guideline alapjan terveztem. Ennek megfeleléen az embriok legkésdbb
2 odraval a termékenyiilés utan, a valogatast kdvetden, még 8 sejtes allapot
elott kertiltek a tesztedényekbe. A tesztek iddtartamat 120 orara noveltem,
hogy minél tobb informaciot tudjunk gytlijteni az anyag hatasarol. A teszteket
minden anyag esetében 24-es szdvettenyésztd lemezekben végeztem, minden
koncentracio esetében 20 embriot vizsgaltam, két ismétlésben. A kezelés
statikus volt. 24 oranként vizsgaltam a mortalitast, illetve a szub-letélis
hatasok megjelenését. Az 5-FU és az ET esetében oldoszeres kontrol csoport
is beallitasra kerdiilt.

2.4 Keverékek akut vizsgalata embriokon

Két vegylilet esetében végeztem el a keverékek hatasdnak vizsgalatat.
Ezek a CisP és az IM voltak. A keverékekben hasznalt koncentraciok
kivalasztasakor a két anyag akut embrid vizsgalatabol szarmazd 96 oOras
mortalitds adatait vettem figyelembe.

A vizsgalathoz mindkét vegyiilet 96 6rds expoziciora vonatkozd LCs,
LCyo, LCy, LCsp és LCoy szamitott értékeit hasznaltam fel. A vegyliletek
azonos mortalitas érétkeihez tartozd koncentraciok felének keveréke alkotta
a kezeldoldatot (Cisplatin/Imatinib LCs, LCo, LCyo, LCsp, LCy).

A keverékek vizsgalata az OECD 236 FET teszt (OECD, 2013) alapjan
zajlott. A OECD protokollban javasolt elrendezés helyett 3 ismétlésben
végeztem a vizsgalatokat, ismétlésenként 10-10 embridval. Az egyes
ismétléseket kiilon 24-es szovettenyésztd lemezre helyeztem, igy egy
lemezre 2 koncentracid egy-egy ismétlése és 4 kontrol embrid keriilt. A
vizsgalatot 2 alkalommal végeztem el. A vizsgalat elvégzése soran kapott
eredmények alapjan kiszdmitottam az LCsy értékeket a 96 oOrds expozicio
utan.

2.5 Keverék prediktiv toxicitasanak kiszamitasa
A rendelkezésre allo akut toxicitas eredmények alapjan kiszamitottam a
keverék prediktiv toxicitdsait is. Ennek sordn a koncentracié 6sszeadodas



modszerét alkalmaztam, mely a két anyag hasonl6 hatasat, tehat a keverékek
Osszetevoinek ugyanolyan, vagy hasonld hatdasmechanizmusat feltételezi a
szervezetben. A keverékek becsiilt toxicitasanak meghatarozéasara egyrészt a
koncentraci6d Osszeadddas (Concentration Addition-CA, Loew-féle addicid)
modszerét hasznaltam.

A prediktiv toxicitas becslését elvégeztem a fliggetlen hatds modszerének
(Independent Action — 1A, Bliss-féle fliggetlen hatas) vizsgalataval is. Ennél
a modellnek feltételezzilk a két anyag esetében az egymastol fiiggetlen
hatasmechanizmust €s eltérd céltertiiletet.

2.6 Szub-kronikus vizsgalatok fiatal zebradanio egyedeken

A korai ¢életszakasz vizsgalatokhoz az OECD 210-es vizsgalati
protokolljat vettem alapul. Ezt a vizsgélatot az 5-FU ¢s az IM esetében
végeztem el, melynek elsddleges célja az volt, hogy megismerjiik ennek a
két anyagnak a szub-kronikus hatésait a halak korai fejlédésére. A tesztek
soran igyekeztem széles koncentracid tartomanyt vizsgalni, ezért az 5-FU
eseteben 10 és 100 ng/l, 1, 10, 100 pg/l, valamint 1 és 10 mg/l-es
koncentraciokat alkalmaztam. Az IM esetében 100 ng/l, 1, 10 és 100 pg/l,
valamint 1 és 10 mg/l voltak a tesztelt koncentraciok. Az 5-FU vizsgélata
soran oldodszeres kontrol csoportot is beallitottam 0,01%-0s koncentracioban
(100 pul/L). Minden kezelt csoport esetében a DMSO mennyiségét 100 ul/L -
re egészitettem ki. A tesztek id6tartama 33 nap volt. Minden kezelési csoport
esetében 2 ismétlést alkalmaztam, ismétlésenként 50-50 embridoval. A
vizsgalat kezdetekor a FET teszthez hasonloan az embridkat 8 sejtes allapot
elott helyeztem a kezeldoldatba, eldzetes valogatds utan. A kezelések
mindkét esetben fél-statikus rendszerben folytak. A korai életszakasz
vizsgalatok esetében az embriok ¢és larvak kezelését kezdetben 10 cm
atmérdjli Petri-csészékben végeztem. Az embridkat naponta tiszta Petri-
csészébe ¢és elokészitett friss oldatba helyeztem. 5 napos larva stadiumban a
larvak nagyobb méretli (15 cm atmérdjii) Petri-csészékbe kertiltek. A
tesztoldatot naponta cseréltem ebben az esetben is. 15, nap utdn a larvakat
11-es tesztedényekben kezeltem tovabb a vizsgélat végéig. A tesztoldatot
naponta részlegesen cseréltem (legaldbb 2/3 részben). Kétnaponta a halakat
Ovatosan tiszta edénybe helyeztem, friss tesztoldatba. Az elhullast naponta
feljegyeztem a vizsgélat teljes ideje alatt. A vizsgalat végén a halkat 0,02 %
Tricaine (Tricaine methanesulphonate; CAS. 886-86-2, Sigma-Aldrich)
oldattal talaltattam, majd lemértem a nedves testtomegiiket és mikroszkop
segitségével fotokat készitettem a halakrdl a standard testhossz leméréséhez,
melyhez Imagel szoftvert hasznaltam. A nedves és a 24 6ras (60 °C) szaraz



testtomeget is lemértem, melyhez analitikai mérleget hasznaltam. A halakat
a nagyon kis egyedsulyok miatt, 5-0s csoportokban mértem le mind a
nedves, mind a szaraz testtomeg vizsgalatok esetében.

2.7 S5-fluororuracil tobbgeneracios vizsgalata zebradanion

A Kkisérlet soran a halakat fél-statikus rendszerben és 3 koncentracioval
kezeltem, melyek 10 ng 5-FU/I, 1 ug 5-FU/I és 100 pg 5-FU/I voltak. A
koncentraciok kivélasztasakor figyelembe vettem a kordbbi korai életszakasz
teszt eredményeit, tovabba az irodalomban szerepld kornyezeti
koncentraciokat. Minden kezelési koncentraciondl és az oldoszeres kontrol
csoport esetében is literenként 1 ul DMSO volt az oldatban. A vizsgalat alatt
az oldoszeres kontrol mellett negativ kontrol csoportot is alkalmaztam.
Minden kezelési csoportnal két ismétlést alkalmaztam (A és B csoport). A
vizsgalat sordn a halakat 25+1 °C-on tartottam.

A vizsgalat felépitésének és a teszt hosszanak kialakitdsahoz elsdsorban
az EPA (2003) altal publikalt tanulmanyt vettem alapul. A vizsgalat a
kétgeneracios vizsgalati beallitasokra tamaszkodik, mely az FO generacios
mar felndtt, ivarérett egyedeinek szub-kronikus kéthetes eldkezelésével
kezddédik. Az F1 generaciot teljes életciklusa alatt, mig az F2 generaciot csak
a korai életszakasz soran volt kitéve a vizsgalt anyag hatadsanak.

2.8 Imatinib multigeneracios vizsgalat

Az imatinib mesylate tobb generacios vizsgalata soran, az 5-FU-hoz
hasonléan, harom koncentraciot alkalmaztam, melyek a 10 ng/l, 1 pg/l és
100 pg/l voltak. Az 5-fluorouracil vizsgélatanak tapasztalatai alapjan tobb
valtoztatast végeztem a vizsgalati tervben. Ennek elsédleges célja az volt,
hogy az imatinib esetében még hangsulyosabban vizsgaljam a szaporodasi
képességben bekovetkezd valtozasokat.

2.9 Statisztikai értékelés

A FET tesztek esetében az LCs értékek meghatarozdsdhoz Minitab 16
(Minitab, Coventry, Egyesiilt Kirdlysag) programcsomagot hasznaltam. A
LCsy értékek kiszamitdsadhoz a protokollokban is ajanlott probit analizist
alkalmaztam, 95%-o0s konfidencia intervallum mellett. A szub-letalis hatasok
dozis-hatas Osszefiiggésének értékelésekor nem linearis regressziot
alkalmaztam ¢és az EC50 szdmitasahoz a GraphPad Prism 5.0 (GraphPad
Software, La Jolla, USA) programcsomagot hasznaltam.

A felnétt halakon végzett vizsgalatok esetében szintén az OECD
protokollt vettem alapul a kiértékeléskor. Ez alapjan, hasonléan a FET
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teszthez, ezeknél a teszteknél is Minitab 16 (Minitab, Coventry, Egyesiilt
Kiralysag) programcsomag segitségével probit analizist alkalmaztam a LCsg
értékek kiszamitasahoz, 95%-o0s konfidencia intervallum mellett.

A vizsgélt anyagok keverékeinek statisztikai elemzését az R program drc
csomagjanak segitéségével végeztem el (R Development Core Team 2013).
A nyers adatainkbol mortalitdst szamoltam 96 dras expozicidé mellett, majd
logisztikus illesztést végeztem. A kovetkeztetéseket minden esetben 95%-os
megbizhatdsagi szinten hoztuk meg (p<0,05).

A korai ¢életszakasz vizsgalat soran a mortalitas LOEC ¢és a NOEC értékek
meghatdrozasdhoz SPSS 14, szoftvercsomagot hasznaltam. A  két
koncentraci6 hatart fliggetlen t probaval hatdroztam meg 95%-os konfidencia
intervallum mellett. A test paraméterek vizsgalatakor GraphPad Prism 5.0
programot hasznaltam. Az 5-FU esetében a testtomegek vizsgalatakor
parositatlan t probat alkalmaztam, mig a testhossz eredmények értékelését
egy szempontos varianciaanalizissel €s Tukey’s post hoc tesztet végeztem.

Az IM vizsgalat eredményeinek értékeléséhez GraphPad Prism 5.0
programot, egy szempontos varianciaanalizist é¢s Dunnet’s post hoc tesztet
hasznaltam szintén 95%-0s megbizhatosag mellett.

A tobb generacids vizsgalat soran kapott értékeket Microsoft Excel
programmal dolgoztuk fel. A kovetkeztetéseket minden esetben 95%-o0s
megbizhatosagi szinten hoztuk meg (p<0,05). A statisztikai elemzést a
GraphPad Prism 5,0 statisztikai programcsomag segitségével végeztem el.

A mortalitds eredmények Osszehasonlitasdit GraphPad Prism 5,0
statisztikai programcsomaggal végeztem, valamint Fisher exact tesztet
hasznéltam, 95 %-0s megbizhatdsag mellett.

A normdl eloszlast mutatd adatok esetében egy szempontos
varianciaanalizist és post hoc tesztként Tukey’s tesztet, mig a nem normal
eloszlast mutatd adatok Kruskal-Wallis tesztet, mig a csoportok
Osszehasonlitdsdhoz Dunn’s tesztet alkalmaztam.

A szaporodasbiologiai eredmények értékelése soran a lerakott ikrak
szamat normalizaltam az ikratételt ado ndivaru egyedek szamaval. Az IM F1
egyedek esetében meghatarozott ivarardny statisztikai értékeléséhez a
szdzalékos eredményeket arcsin (arcsin(V(x/100))) transzforméacionak vettem
ala.



3 Eredmények

3.1 Vizsgalatok felnétt egyedeken

A felndtt halakon végzett hatarérték kereso teszt soran sem az 5-FU, sem
az ET esetében nem tapasztaltunk elhullast a 100 mg/1- es kezelésnél.

A Cisp vizsgalatakor a 96 6rés teszt elvégzése utan az LCsg értéket 64,5
mg/l-ben hatdroztam meg felndtt egyedekre. Az IM akut toxicités is hasonld
mértéki volt, ennél a vegyiiletnél az LCs értéket 96 6ras expozicié utan 70,8
mg/l-ben éllapitottam meg.

3.2 A halembri6 toxicitas teszt (FET) eredményei

Az 5-FU a zebradani6 embriok fejlédése soran 24 6ranként hataroztam
meg az LCsy értékeket az egyes vizsgalt vegyiiletek esetében. Az 5-FU
vizsgalatakor, csak 72 oraval a termékenyiilés utan volt médom a mortalités
adatokbol a legkorabbi fél- haldlos koncentraci6 kiszamitdsara. 72 o6raval a
termékenytilés utan az LCs érték 2992 mg/l, 96 6raval a termékenyiilés utan
2610 mg/l, mig 120 oraval a termékenyiilés utan 2222 mg/l volt az LCs
érték.

Az 5-FU embridkra gyakorolt hatasanak vizsgalatakor kiilonb6z6
deformitasokat tapasztaltam, melyek megjelenése dozis-hatds Osszefliggést
mutatott. Ezen deformitdsok alapjan szamitott fél-hatdsos koncentracio
(ECso) 1723 mg/l volt 120 oras Kkitettség esetében. A legjellemzdbb
megfigyelt torzulds a farok ventrélis irdnyba torténd gorbiilése (lorddzis)
volt, mely az 1000 mg/l-t meghaladé koncentraciokban volt lathat6. Ehhez
hasonldan csak az 1000 mg/1 feletti koncentracioknal volt megfigyelhetd az
embriok szemében az érhartya tokéletlen zarddasa (fissura choroidea). llyen
elvaltozasokat sem a negativ, sem pedig az oldoszeres kontrol csoportban
nem taldltam.

A Cisp, mar az 5-FU-ndl joval alacsonyabb koncentracio6 tartomanyban is
toxikusnak bizonyult. Bar a LC50 érték 48 oras expozicid utan meglehetdsen
magas volt (349,9 mg/l), a kezelés eldrehaladtaval ez az érték folyamatosan
csokkent. 120 oras kitettség utdn az LC50 érték a larvak esetében 81,3 mg/l
volt. A 100 mg/l-es kezelés és az ennél magasabb koncentracioknal 120 6ras
expozicio végére az Osszes egyed elpusztult.

A koncentraci6 novekedésével csokkent a kikelt larvdk ardnya. Mig a
kontrol csoport az inkubacié hatasara 72 orara kikelt, addig a 100 mg/I-esnél
kisebb koncentracidokban ez a kelés gatlas jol megfigyelhetd volt és dozis-
hatds Osszefliggést mutatott. A még ikrahéjban 1évo allatokon semmilyen



morfologiai elvaltozas nem volt megfigyelhetd. A kelés gatlasadra szamitott
ECsp érték 27,5 mg/l volt.

Az etoposide-dal kezelt embriok morfoldgiai vizsgalata soran kiilonb6zé
deformitdsok voltak felfedezhetok. Ezek a farok hats6 szakaszanak
kiilonbozd iranyba torténd gorbiilése, szik és perikardialis 6démak voltak.

Az imatinib vizsgalata soran az expozicids idé novekedésével csokkent az
LCs érték. Mig az LCsy 158,3 mg/1 volt 48 6ras expozici6 utan, addig 72 ora
utan 141,6 mg/l, 96 ora utan 118,0 mg/l és 120 6ra utdn 65,9 mg/l volt. Az
IM-el kezelt embriok esetében a leggyakrabban megnyilvanulé deformitas a
farok ventralis iranyba torténd gorbiilése volt. E mellett azonban egyéb
elvaltozasok is megfigyelhetéek voltak, mint példaul a 100 mg/l és annal

crer

kiilonboz6 szik torzuldsok €s pigmentacids zavarok megjelenése

3.3 Keverékek vizsgalatanak eredményei

A keverékek tesztelésekor szamitott Cisplatin/Imatinib keverék LCsg
értéke 53,1 mg/l volt a 96, draban, mig a CA mddszerrel becsiilt LCsy érték
Cisplatin/Imatinib keverékének esetében 94,33 mg/l volt. Az IA moédszer
alapjan torténd becslés sem jelezte elore pontosan a keverékek egyiittes
hatasat. A két antineoplasztikus vegylilet egyiittes hatdsara az IA modszer
becsiilt értéke az LCs¢/2 keverékben 25,8% volt, mig a valds mortalitas érték
elérte a 100%-ot.

3.4 Szub-kronikus vizsgalatok

Az 5-FU szub-kronikus tesztelése soran minden csoportban meghaladta a
kelés a 85%-ot 72 6raval a termékenytilés utan.

A vizsgalat teljes hosszanak iddtartamdban szignifikans eltérést a
mortalitds tekintetében csak a legnagyobb, 10 mg/l-es kezelés (92%)
esetében tapasztaltam (t-teszt, p<0,05). A legkisebb mérhetd toxikus hatéas a
pusztulas tekintet¢ében (LOEC) igy a 10 mg/l-es csoportnal volt
megfigyelhetd. Az oldoszeres €s a negativ kontrol csoportok kdzott nem volt
kiilonbség a halak pusztuldsanak aranyat tekintve.

A harom mért testparaméter vizsgalata soran a nedves ¢és a széaraz
testtomeg, illetve a standard testhosszok Osszehasonlitdsakor is talaltam
igazolhatd kiilonbségeket. A szaraz testtomeg, valamint a testhossz
paraméterek alapjan az 1 mg/l-es kezelésnél (0,695+0,024 mg, 8,644+1,529
mm) a halak atlagosan nagyobbak voltak mit a kontrol (0,343+0,08 mg,
6,783+1,4 mm) csoport egyedei, azonban ez csak a testhossz esetében volt
statisztikailag igazolhaté (Kruskal-Wallis teszt, Dunns post-hoc teszt
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p=<0,05). Nedves testtomeg esetében csak a legnagyobb koncentracional volt
lathaté (7,06+0,12 mg) ndvekedés a halak méretében ez azonban a
kontrolhoz (3,66+0,191 mg) képest nem volt igazolhato statisztikailag
(Kruskal-Wallis teszt, Dunns post-hoc teszt p<0,05, p<0,05). Ez alapjan a
LOEC érték az 1 mg/l-es kezelés volt az 5-FU esetében.

Az imatinib-bel kezelt zebradaniok korai életszakaszaban torténd tesztelés
soran a halak mortalitdsa 36 és 47% kozott valtozott a kontrol és az 5 kisebb
koncentraciod kozott. Ezen csoportok kozott nem volt kiillonbség a pusztulas
tekintetében. A legnagyobb 10 mg/l-es kezelésnél a mortalitds azonban mar
meghaladta a 90%-ot, ami mar szignifikansan kiillonbo6zott (t-teszt, p<0,05) a
kontrol csoporttél. Igy a mortalitas tekintetében a 10 mg/l-es koncentracio
tekinthetd LOEC értéknek.

A vizsgalt testparaméterek egyikénél sem volt igazolhat6 eltérés a kezelt
¢s a kontrol csoport kdzott.

3.5 Tobbgeneracios vizsgalatok eredményei

Az 5-FU esetében az F1 generacioban a korai életszakasz soran (33 dpf)
kiugro, 50%-ot meghaladdé mortalitdst a DMSO-val kezelt és az 1 pg/l
tapasztaltunk ez azonban nem volt statisztikailag igazolhaté a kontrol
csoporthoz képest (35,75+8,13 %, Fisher exact test, p<0,05).

Az F1 egyedek esetében a termékenyiilés utdni 33. napon végzett
vizsgélat soran az 5-FU-val kezelt fiatal halaknak sem a nedves, sem a
szaraz testtomegében, sem pedig a testhosszban nem volt tapasztalhatéd
statisztikailag igazolhato eltérés a kontrol csoporthoz képest.

Hasonloan az F1 egyedeknél kapott eredményekhez, az F2 generacio
fiatal halainal sem volt statisztikailag igazolhaté (p<0,05) kiilonbség a
kontrol €s a kezelt csoportok, illetve a DMSO-val kezelt (oldoszeres kontrol)
csoport nedves és szaraz testtomeg, valamint a testhossz eredményei kdzott.

Az F1 generacio vizsgalata a mar felndtt halak hét honapos koraban
fejez6dott be. A nedves testtomeg vizsgalatakor a kontrol (0,195+0,032 mg)
¢s a DMSO-val (0,194+£0,039 mg) kezelt csoport kozdétt nem volt
kimutathatd kiilonbség. A 10 ng/l-es kezelés (0,163+0,034 mg) esetében a
halak atlagos testtomege azonban igazolhatoan alacsonyabb volt a kontrol
csoporténdl (ANOVA, Tukey post hoc teszt, p<0,05). A két magasabb
Mind az 1 pg/l-es (0,235+0,038 mg), mind pedig a 100 pg/l-es kezelésnél
(0,225+0,044 mg) a halak atlagos testtomege szignifikansan nagyobb volt a
kontrol csoporténal (ANOVA, Tukey post hoc teszt, p<0,05).
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A felnétt egyedek atlagos testhosszénak vizsgélatakor szintén nem
talaltuk kiilonbséget a kontrol csoport (23,2+1,89 mm) ¢és a DMSO-val
kezelt (22,43+1,6 mm) csoport kozott. Egyediil az 1 pg/l-es (24,14+1,73
mm) kezelésnél volt megfigyelhetd igazolhato eltérés a DMSO-val kezelt
csoporthoz képest (ANOVA, Tukey post hoc teszt, p<0,05).

Az imatinib esetében sem volt pusztulds az FO generacios kezelésében.
Az F1 generacid korai szakaszéban, a termékenyiilését kovetdé 33. napig
tapasztalt mortalitds a kezelt csoportok esetében alig tért el a kontrol
csoportban (54,17+4,95 %) tapasztalt elhullastol.

Az imatinib-bel kezelt F2 generaci6 korai élet szakaszaban azonban volt
igazolhaté kiilonbség a kezelt és a kontrol csoport (51£15,56 %)
elhulldsaban. Mind a 10 ng/I- es (86,67+£0,94 %), mind a 1 pg/l-es (78+£10,37
%), mind pedig a 100 pg/l-es (85£8,96 %) kezeléseknél az elhullas
szignifikdnsan magasabb volt (Fisher exact test, p<0,05).

Az F1 generacio életének elsé 33 napjdig a nedves és a szaraz testtomeg
mérések esetében nem volt kimutathatd kiilonbség a kontrol és az IM-el
kezelt csoportok kozott. A standard testhosszok sszehasonlitasakor azonban
lathaté volt, hogy az 1 (6,62+0,93 mm) és a 100 pg/l-es (6,53+1,21 mm)
csoportokban a halak szignifikdnsabb hosszabbak voltak a kontrol
(5,80+1,30 mm) csoport egyedeinél (Kruskal-Wallis teszt, p<0,05).

Az F2 generaci6 esetében, a nedves €s a szdraz testtomegek ¢és a
testhosszak tekintetében nem volt tapasztalhato eltérés a kezelt és a kontrol
csoportok kozott.

Az IM kezelt F1 mar felndtt halak testtomegének Osszevetése soran
igazolhato kiilonbség volt felfedezhet6 a kontrol (0,310,084 g), a 10 ng/l-es
(0,245+£0,061 g) és a 100 pg/l-es (0,255+0,081 g) kezelések kozott
(ANOVA, Tukey teszt, p<0,05). A testhossz esetében azonban a csokkent
testméret csak a legkisebb koncentracional (30,85+1,98 mm) volt
statisztikailag igazolhat6. Bar az 1 pg/l-es (31,23+£2,37 mm) és a 100 pg/l-es
(31,15+2,62 mm) kezelések esetében is a halak testhossza kisebb volt,
azonban ez nem bizonyult igazolhatéan kiilonb6zének a kontroltdl
(32,23+1,55 mm, ANOVA, Tukey teszt, p<0,05).
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4 Uj tudomanyos eredmények

Akut toxicitas tesztek segitségével els6ként hataroztam meg a cisplatin

crer

egyedekre 96 oras expozici6é mellett.

A vizsgélat vegyiiletekkel akut toxicitds vizsgalatokat végzetem
zebradani6 embridkon, mely soran leirtam az S-fluorouracil szub-
letalis hatasait (lordozis, fissura choroidea rendellenesség). A cisplatin
esetében meghataroztam a pusztulds dozis-hatas osszefiiggéseit, illetve
azonositottam az embriokon a kezelés szub-letalis (kelés gatlas)
tiineteit. Az etoposide vizsgalatakor szub-letalis hatasként a kovetkezd
elvaltozasokat irtam le: farok hatsé szakaszanak gorbiilése, szik és
perikardidlis 6démak. Az imatinib mesylate esetében dézis-hatas
Osszefliggést figyeltem meg az elhullds esetében, illetve leirtam a

crer

kiilonboz6 szik torzulasok és pigmentacids zavarok).

Els6ként vizsgaltam a cisplatin és az imatainib keverékének toxikus
hatdsat hal embriokon. Eredményeim alapjan a IM és CA prediktiv
modszerekkel becsiilt letalitds értékek joval alacsonyabb toxicitast
feltételeztek, mint ami a valds keverékekben megfigyelhetd volt, ez
szinergisztikus hatasra utal.

Az imatinib esetében elsdként vizsgaltam a vegylilet szub-kronikus
toxicitasat zebradaniok korai életszakaszaban.

Megallapitottam, hogy a zebradanidok S5-fluorouracilnak valé tobb
generacios kitettsége, igazolhatdan befolyasolta az F1 generaciosban a
feln6tt halak testhosszat.

Az imatinib tobb generacids vizsgalata soran megallapitottam, hogy
szignifikdnsan magasabb volt az F2 generacidoban a halak mortalitasa a
10 ng/l, 1 pg/l és a 100 1 pg/l koncentracidkban is a kontrolhoz képest.
Emellett a 10 ng/l-es koncentracioban az F1 felndtt halak testhossza és
testtomege igazolhatoan kisebb, mig a 100 pg/l-es koncentracidéban a
halak testhossza ugyancsak igazolhatéoan kisebb volt a kontrol
halakéhoz viszonyitva.

Kidolgoztam egy tobb generdcids vizsgalati modszert, mely nem
csupan a szaporodasbiologiai hatasok tanulmanyozasara alkalmas. A
modszer lehetdséget nyujt az F1 és az F2 generaciok esetében a fiatal
halak fejlddésének nyomonkdvetésére, illetve a nagyobb egyedszam
miatt egyéb biologiai végpontok (pl. genotoxicitds) mérésére is.
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5 Kovetkeztetések és javaslatok

5.1 Az akut vizsgalatok alapjan levont kovetkeztetések

A felnétt halakon végzett OECD 203 teszt alapjan, az 5-FU toxicitasa
alacsonynak bizonyult (3. kategoria - slightly toxic — alig toxikus), hiszen
100 mg/l-es koncentracio esetében a limit teszt soran sem tapasztaltam
elhullast a vizsgalati csoportokban. A zebradaniotdl eltérd kornyezeti igényti,
szivarvanyos pisztrang (Oncorhynchus mykiss) esetében is hasonldan
alacsony toxicitast (NOEC 1000mg/l) tapasztaltak 48 o6rds expozicid utan.
Az 5-FU-hoz hasonléan, nem tapasztaltam elhullast az etoposide esetében
sem a limit teszt soran. A vizsgélt négy antineoplasztikus vegyiilet koziil a
cisplatin bizonyult a legtoxikusabbnak felnétt zebradaniokon.

Az altalam végzett vizsgalatok alapjan ezért megallapithatd volt, hogy a
CisP és az IM a szamitott LCs, alapjan méréskelten toxikusnak (2. kategéria
— moderatly toxic - mérsékelten toxikus tekinthetd feln6tt halakra. A kapott
eredmények alapjan megallapithato, hogy a vizsgalt négy vegytilet toxicitasa
alacsony feln6tt halakon, igy az ismert kornyezeti koncentracio
tartomanyokban nem kell tartani akut mérgezés megjelenésétdl. Az alacsony
toxicitds oka vélhetéen a molekuldk gyenge felszivodasa, illetve rovid
felezési ideje. Emellett pedig a vizben talalhaté POC (Particular Organic
Carbon) ¢s DOC (Dissolved Organic Carbon) vegyiiletekhez kotddhetnek
elsésorban az apolaros molekulak, igy csokkentve tovabb a felvehetd szabad
molekulak mennyiségét.

Az 5-FU-ndl joval toxikusabbnak bizonyult az embridkon a cisplatin,
melynek ototoxikus hatdsa zebraddnié embriokon jol ismert. Vizsgalatom
soran jol lathatd volt az LC50 érték csokkenése az expozicid hosszanak
elérehaladtaval. A mortalitason kiviil, dozis hatds Osszefiiggést talaltam a
koncentraciok és a larvak kelési aranydnak csokkenése kozott. Mig a 120
orés expozicié esetében az LC50 érték 81,3 mg/l volt, addig a 27,5 mg/l-es
koncentraciondl az életben 1évd larvak 50%-a nem kelt ki. A csokkent kelés
hatterében a cisplatin fent mar emlitett ototoxikus hatdsa allhat.
Valoészintisithetd, hogy az altalam végzett vizsgalatban tapasztalt kelés gatlés
is a halak csokkent mozgas aktivitasabol kovetkezett.

Az etoposide embriondlis toxicitasa bizonyult az 5-FU mellett a
legalacsonyabbnak a vizsgélt anyagok koziil. Az etoposide vizsgalatakor
megfigyelhetd volt a 300 mg/l-nél nagyobb koncentraciok esetében a
vegyiilet kikristdlyosodasa az oldoszer ellenére is, mar a vizsgalat masodik
napjan. Vizsgéalatomban az LC50 érték 96 oras és 120 oras expozicid
esetében is 300 mg/l felett volt. Az lathatdo, hogy az etoposide akut
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embrionalis toxicitdsa is igen kismértékii, bar a vizsgalt koncentracidkban
megfigyelhetd volt kiillonb6z6 embrionalis elvaltozasok megjelenése.

A felnétt halakon tapasztaltakkal szemben a FET teszt sordn az imatinib
bizonyult toxikusabbnak a cisplatin-nal szemben. Ebben az esetben is lathatd
volt az expozicids 1d6 novekedésével a csokkend LC50 érték. Az egyes
koncentracioknal kiilonb6z6 deformitasok jelentek meg a fejlodé embridkon.
Az imatinib magzati fejlédésre gyakorolt toxikus hatdsa jol ismert emlds
alapjan patkanyok esetében 100 mg/ttm kg-os, vagy azt meghalad6
mennyiségben (ez a 800 mg/nap human maximais dozissal megegyezd
mennyiség) koponyacsontok hidnyat és agyfejlodési rendellenességeket
(anencephaly) okozott. Sajnos az imatinib esetében sem allnak rendelkezésre
Osszehasonlitod akut vizsgalati eredmények halakon.

5.2 A keverékeke vizsgalata alapjan levont kovetkeztetések

A cisplatin és az imatinib keverékeinek vizsgélata sordn lathatd volt, hogy
a keverékek toxicitadsa joval nagyobb volt, mint azt az egyes anyagok kiilon-
kiilon torténd tesztelése alapjan varhato lett volna. A tesztelt keverékeknél
tapasztalt magas mortalitast az alkalmazott prediktiv modell egyike sem
jelezte eldre, melynek tobb oka is lehetett. Ezek a modellek elsdsorban szub-
letalis hatasok becslésére lettek kidolgozva, melyet alacsony koncentracid
tartomany mellett lehet vizsgalni. Esetemben azonban magas koncentracid
tartomanyban vizsgaltam a mortalitast, mely egy durva végpontnak mindsiil.

Eredményeim ¢és az irodalmi adatok alapjan ugy tlinik, hogy mivel a
vizsgalt citosztatikumok fliggetlen molekularis utvonalakon fejtik ki
hatasukat, a két vegytilet hatasa fliggetlen egymastol. Ez azonban nem jelenti
azt, hogy a hatdsok nem adodhatnak 6ssze és ne erdsithetnék egymast, mint
ami a zebradani6é embridk mortalitas adatain is jol lathato volt.

5.3 A szub-kronikus vizsgalatok alapjan levont kovetkeztetések

Két vegylilet esetében végeztem szub-kronikus vizsgalatokat. Az 5-FU-
nal, szemben az alacsony akut toxicitasaval, a vizsgalatot az indokolta, hogy
jelenleg ez a vegyiilet a leggyakrabban alkalmazott antineoplasztikus hatasu
gyogyszer a fejlett orszagokban. A masik kronikus tesztben is vizsgalt
vegyiilet az imatinib volt, melynél a legmagasabb mortalitast tapasztaltam az
akut embrid vizsgélatok soran. Mindkét vegyiilet tesztelése soran
igyekeztem olyan tesztkoncentracidkat valasztani, melyekkel modellezni
lehetett az irodalomban megjelend mért ¢és becsiilt kornyezeti
koncentraciokat.
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Az 5-FU szub-kronikus vizsgalata soran a fejlédd embridkon nem
tapasztaltam deformitdsokat a vizsgalt koncentraciokban. A kezelés végére a
mortalitds szignifikdns novekedése egyediill a 10 mg/l-es koncentraciéban
volt megfigyelhetd (9242,8%). A halak testhosszaban, az 1 mg/l-es
koncentracional volt statisztikailag igazolhaté ndovekedés. Vizsgalatomban a
10 mg/l-es kezelésnél a nagymértékli elhullds miatt a medencében
lecsokkent egyedstirliség miatt néhettek a halak nagyobbra, ezért ennek a
kezelésnek a testparaméter eredményeit nem vettem figyelembe az értékelés
soran. Az 1 mg/l-es kezelésnél az elhullas azonban nem magyarazhatja a
halak nagyobb testhosszat. A nedves és a szaraz testtomeg esetében ez a
novekedés nem volt igazolhat6. Eredményeim alapjan ugy tiinik, hogy
antimetabolikus hatast 5-FU 1 mg/l-es, hosszu tava kitettséggel a
testnovekedésében i1s megfigyelhetd moddon avatkozott be az allatok
fejlodésébe.

Az imatinib hosszl tava vizsgalata sordn csak a legnagyobb 10 mg/l-es
kezelés esetében tapasztaltam a mortalitas szignifikdns mértékli ndvekedését.
A halak testparamétereinek esetében nem volt lathatd eltérés a kontrol
csoporthoz képest. A FET teszt soran az IM bizonyult a legtoxikusabbnak,
azonban még az 1 mg/l-es koncentracié tartomanyban 33 nap utan sem volt
lathato hatasa a kezelésnek.

5.4 A tobbgeneracios tesztek alapjan levont kovetkeztések

A tobb generacids vizsgalathoz kialakitott protokoll kezdd 1épése az FO
generacid eldkezelése volt, mely mindkét teszt soran azonos mddon zajlott
¢és egyik kisérletnél sem tapasztaltam elhullast. Az F1 generaciok életének
korai szakaszdban mindkét vizsgalatban a halak kortilbelil fele élt tul
fliggetleniil att6l, hogy kezelt vagy kontrol csoportban neveltem oket. Ettol
csak az 5-FU esetében a DMSO ¢és az 1 pg/l-es csoportnal volt némi eltérés.
Az F2 generaci6 ugyanezen életszakaszaban mind a fluorouracil-lal, mind az
imatinib-bel kezelt csoportokndl az F1-nél nagyobb mértékii mortalitast
tapasztaltam. Ez az imatinib esetében statisztikailag is aldtdmaszthatd volt
mindharom koncentraciondl. A magasabb mortalitds legvaldsziniibb
magyarazata a kezelés hatasara fellépo vitalitas csokkenés, 1évén, hogy az 5-
FU anitmetabolitként képes a sejtciklus S fazisaba beavatkozni és ezzel
zavarokat okozni a sejtek megujuldsaban. E mellett ismert a 5-FU
genotoxikus hatasa is hosszu tavu Kkitettség esetén zebraddnid modellen
(amely szintén csokkentheti az allatok vitalitasait. Meg kell azonban
jegyezni, hogy az 5-FU vizsgalatakor a kontrol csoportokndl is nétt a
mortalitds mértéke az F2 generacidoban, mig a csak DMSO-val kezelt
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csoportndl ez nem valtozott. Az IM kezelt egyedeknél tapasztalt pusztulasra
tobb lehetséges magyarazat is adodik, mivel a tirozin kindz inhibitor hatdsat
tobb utvonalon is kifejti, azonban ennek a hosszatavu kovetkezményeirdl
kevés adat 4ll rendelkezésre. Tobb vizsgalatban is leirtdk a kronikus mileoid
leukémiaban ¢és 2, tipusu diabéteszben egyarant szenvedd betegek esetében,
hogy az imatinib sikeresen kezelte mindkét betegséget. Tehat az imatinib
befolydsolta mind az inzulin rezisztenciat, mind pedig a maj gliikoz
termelését. Ezek alapjan elképzelhetd, hogy az altalam alkalmazott alacsony
koncentracio mellett a kezelés megvaltoztathatta a halakban a gliikoz
hasznosuldsat, ezzel pedig az befolyasolhatta az 4llatok anyagcsere
folyamatait, igy a vitalitasukat és ndvekedési erélyiiket is.

A tobbgeneracios vizsgalatok esetében a halak korai életszakasza soran
megallapithat6, hogy a halak tulélése az alkalmazott kezelési rendszerekben,
a kontrol csoportokban sem haladta meg a 65%-ot. Vizsgéalatomban, a
mozgatassal jard esetleges sériillések mellett a magasabb mortalitast az
okozta, hogy a vizsgalatokba bevont halak szdma az alkalmazott kisérleti
beallitas (fél-statikus rendszer, kisérleti edények mérete) halneveld
képességének felsd hatarat jelenti. Az alkalmazott moédszerrel tobb hal
felnevelése az adott rendszerben eredményesen nem lehetséges. A
masodikként elvégzett, IM vizsgalatnal ezért is alkalmaztam 150-150 db
embriot ismétlésenként az F1 generacid kezelésének kezdetén. A kiindulasi
egyedszamot egy ilyen, kiillondsen hosszutavu vizsgalatnal nagyon nehéz
meghatarozni. Kiilonosen, ha a halakat tovabb is szeretnénk szaporitani.
Ehhez minimum 100 embrié kezelésére van sziikség az itt alkalmazott
kisérleti beallitas mellett.

A vizsgélatok alapjan megfigyeltem tovabba, hogy a fiatal halak
¢letszakaszaban a 14-16 dpf kozotti idoszak a legkritikusabb. Az altalam
alkalmazott nevelési hdmérsékleten, erre az idészakra tehetd a szikhdlyag
teljes felszivodasa. Tehat az ezt kovetd periddusban a halak mar csak az
altaluk felvett taplalékbol nyerhetnek energiat. Tapasztalatom szerint, azok a
halak, melyek erre az iddszakra nem képesek az Artemia naupliuszokat
elfogyasztani, nagyon kis valosziniiséggel maradnak késobb életben,
fliggetlentil attol, hogy a kezelt vagy a kontrol csoportbdl szarmaznak.

Vizsgalataim sordn a 33 dpf korti F1 halaknal, az 100 pg/l-es 5-FU-val
kezelt csoportban az &tlagos nedves testtomeg nagyobb, mig a szaraz
testtomeg kisebb volt a kontrol egyedekénél. Ezek alapjan ugy tiinik, hogy
ezen halak testének viztartalma magasabb volt. Ez az F2 generacional mar
nem volt megfigyelhetd. Ennél a generacional a kezelt csoportok
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mindegyikében az atlagos nedves €s szaraz testtomeg nagyobb volt, mint a
kontrol csoport halaié.

Az IM-el kezelt egyedek esetében az F1 generdcioban az 1 és a 100 pg/l-
es csoportokndl a halak nedves és szdraz testtomege egyarant csokkent.
Azonban az atlagos testhossz ez esetben is szignifikansan nagyobb volt. Ez a
tendencia az F2 generdcioban mar nem volt lathatd. A két legnagyobb
koncentracio esetében a halak testhossza nagyobb volt ez azonban nem volt
igazolhat¢ statisztikai modszerrel. Fontos kiemelni, hogy mindharom csoport
esetében joval nagyobb mortalitds volt tapasztalthatd, mint a kontrol
csoportban és ezért a kisebb egyedslirliség miatt a halaknak nagyobbra
kellett volna néniiik, hasonl6an, mint ahogyan az az 5-FU szub-kronikus
vizsgélataban a 10 mg/l-es csoportnal lathato is volt. Ezzel szemben, a 10
ng/l-es csoportnal a halak testtomege joval alacsonyabb volt, mint a kontrol
csoporté, mig a két nagyobb koncentracid esetében ez a paraméter szinte
megegyezett a kontrol esetében megfigyelhetd értékkel, vagy kissé
meghaladta azt.

A felnétt halak testparamétereinek meghatarozasa csaknem minden, az
irodalomban megtalalhat6 munkanak fontos végpontja. Az 5-FU-val végzett
vizsgalat soran a felnétt halak testtomegében minden kezelésnél szignifikans
kiilonbség mutatkozott a kontrol csoporttol. Am mig a két nagyobb
koncentracional a halak atlagos tomege kisebb volt, addig a 10 ng/l-es
kezelés esetében ez a paraméter novekedést mutatott. A standard testhosszok
vizsgalatakor ilyen jelentds kiilonbség nem volt lathato. Ha ezeket az
eredményeket 6sszehasonlitjuk a korai életszakaszok eredményeivel, lathato,
hogy a két nagyobb koncentracio esetében minden vizsgalati végpontban a
halak atlagos nedves tomege nagyobb volt a kontrol egyedekénél. Bar a 10
ng/l-es kezelésnél a fiatal egyedeknél is megfigyelhetd volt ez a jelenség,
azonban a felndtt egyedek esetében a 7 honapos kitettség pont az ellenkezd
hatast eredményezte. A magyarazat az 5-FU esetében a koncentracio
tartomanyok (100, illetve 10000 szeres) kozti kiilonbségekben lehet. A
kapott eredmények alapjan elképzelhetének tartom, hogy a nanogrammos
koncentraci6 tartomanyban a kisebb mennyiségti, felvett 5-FU hat4sara mas
molekularis és élettani folyamatok, illetve mas intenzitassal zajlottak le, mint
a mikrogrammos tartomanyban.

Az IM esetében a felnétt halak testtbmege a kezelés hatasara
egyértelmiien csokkent kisebb, vagy nagyobb mértékben. Ez a csdkkent
testméret ennél a vegyiiletnél igazolhatéan csak a 10 ng/l-es kezelésnél volt
lathatdé a testhossz tekintetében. A korai ¢életszakaszokban mért
eredményekkel ezt Osszevetve lathatunk némi kiilonbséget. A rovidebb
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expoziciok esetében inkabb a testhossz ndvekedése volt a jellemzo6 a kezelt
csoportokra, mintsem a csokkenés. Az F1 generdcional a nagyobb
koncentraciokban a halak tomege pedig inkdbb csokkent. Az F2
generdcioban a  testtomegek tekintetében azonban a legkisebb
koncentracioban a halak tomege egyértelmiien kisebb volt. Véleményem
szerint, ha mas biologiai utvonalak érintettségével is, de itt is az 5-FU-hoz
hasonl6 a koncentracié kiilonbségbdl adodo folyamatok jatszédhatnak a
hattérben.

Az eredmények alapjan igy gondolom, hogy a hosszu tava kezelés
hatdsara mind az S5-fluorouracil, mind pedig az imatinib mesylate
valtozasokat okozott a halak anyagcsere folyamataiban. Az 5-FU esetében
ennek egy korabbi munkankban a toxikogenomikai vizsgalatban probaltunk
magyarazatot talalni. Lathatdo volt, hogy elsdsorban az apoptotikus
folyamatokkal és a DNS javit6 mechanizmusaival 0Osszefiiggd gének
szabalyozodtak feliil (bcl2, xrcc5, stb.), mig a fehérje szintézissel
kapcsolatos tobb gén alulszabalyozott volt (cth, stb.). Bar voltak folyamatok,
melyek a nanogrammos koncentracio tartoméanyban feliil-regulalodtak (pl.
szignal transzdukciés folyamatok, immunfolyamatok) és a mikrogrammos
tartomanyban nem szabalyozodtak tal. Az ellenkezdjére is volt példa, ahol a
kisebb tartomanyban a gének alulmiikodtek (pl. transzmembran folyamatok,
riboszoma biogenezis), mig a nagyobb koncentracié tartomanyban nem volt
kimutathaté hatds. Olyan azonban nem volt megfigyelhetd, hogy egyes
folyamatok az egyik koncentraci6é tartomanyban feliilszabalyozodtak és a
masikban alulszabalyozodtak volna. Az IM esetében, bar ilyen eredmények
még nem allnak a rendelkezésemre, azonban tirozin kindz inhibitorként, tobb
¢lettani szempontbol fontos utvonalat befolyésol.

5.5 Javaslatok

e A dolgozatban bemutatott akut embri6 toxicitas teszteket még a
FET teszt egy tervezete alapjan végeztem. A 2013-ban bevezetett,
mar végleges FET protokoll is 96 6ras korig javasolja a halak
kezelését. Véleményem szerint a teszt idétartamanak 120 oOrara
torténd megnyujtasa szamos eldnnyel jarna. Mivel a zebradanio
larvak inkubacios homérséklettdl fiiggben 72 €s 90 ora kozott
kelnek, ezért a 96 6ras expozicid esetében eldéfordulhat, hogy a
kelés elnyulasa miatt nem minden egyed fog kikelni akar a kontrol
csoportban sem. Ezt a problémat a 24 o6raval novelt kezelési id6
egyértelmiien kikiiszobolné és pontosabb adatokat kaphatnank a
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vizsgalt molekula kelésre gyakorolt hatasarol. A teszt
meghosszabbitasdnak tovabbi eldnye lenne, hogy a 120 6ras, mar
eluszo halakon végezhetd lenne mozgas aktivitds vizsgalat
(locomotor response), mely kvantitativ mérésére alkalmas
rendszerek egyre tobb laborban megtalalhatoak.

A zebradanid halfajon végzett reprodukcios képességet is vizsgalo
toxikologiai tesztek sordan legaldbb 5 szaporitast kell végezni,
mellyel mar csokkenthet6 a lerakott ikra mennyiség
ciklikussaganak torzito hatasa az eredményekben.

A keverékek tesztelésekor nyilvanvaléva valt, hogy a mortalités,
mint végpont nem tokéletes a keverékek hatasanak
tanulméanyozéasdhoz. Erre zebraddnié embridk esetében is olyan
szub-letalis végpontot kell valasztani, mely jol reprezentalja az
adott anyagok hatasat. Ilyen szub-letalis hatds vizsgélathoz viszont
sziikkséges a FET teszt modositasa, hogy tobb ismétlésben
vizsgalathato legyen a megjelend elvaltozasok aranya. A FET
teszt esetében megoldas lehet a teszt végén a halak testhosszanak
mérése, mellyel az ¢életben maradt egyedeknél jol
szamszerlsithetd paraméter alapjan lehetne a csoportokat
Osszehasonlitani.

A tobbgeneracios vizsgalatok alapjan lathato volt, hogy mindkét
vegyiilet esetében szdmolni kell a nanogrammos koncentracid
tartomanyban is a hosszi tava hatasokkal a vizi szerveztek
esetében. Ezért mindenképpen javasolndm a citotoxikus
vegyliiletek esetében a becsiilt kornyezeti koncentracio (PEC)
kozelében hal modellen legalabb teljes életciklus tesztet végezni.
Az Eurdpai Gyoégyszer Ugyndkség (EMA-Europen Medicines
Agency) jelenlegi szabalyozéasa szerint csak a 10 ng/l vagy annal
magasabb PEC ¢érték esetében sziikséges Phase II., Tiar A
vizsgalatokat végezni, melybe beletartozik a halak korai
¢letszakasz vizsgalata is . Az ilyen tesztek alapjan azonban, mint
az szub-kronikus vizsgalataimbol is lathato volt, nem lehet mindig
elegendd informdaciot szerezni ilyen erds biologiai hatasu
vegyiiletek hosszu tavu hatasairol.
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