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1 A munka el6zményei, Kitlizott célok

1.1 A munka el6zményei

A viz a f6ldi 1ét alapja, valamint az emberiség fejlodésének mozgatdrugoja.
Ezzel egylitt azonban egyre né az emberiség vizigénye, viszont az ipari €s
tarsadalmi fejlodés komoly kéarokat okozott a Fold vizkészletében. Taldn pont
a nagymértékli fejlédésnek, iparosodasnak koszonhetdéen egyre nehezebb
megfelel6 mindségili és mennyiségli ivovizhez jutni.

A vildg kiilonbozd teriiletein ¢l6 emberek eltérd, ivovizzel kapcsolatos
problémadkkal néznek szembe. A fejlodd orszagok lakdi kiizdenek az
¢hinséggel, hiszen viz hianyadban nem tudnak elegend6 élelmiszert eldallitani.
A vizhidny mellett hatalmas probléma a rendelkezésre 4llo vizforrasok
szennyezettsége is. Szadmos betegség (maldria, tifusz, szalmonellozis,
hepatitisz, Escherichia coli fertézés) szedi aldozatat ezen orszagokban, mert
nem allnak rendelkezésre a megfeleld higiénias koriilmények. A biologiai
vesz€lyforrdsok mellett ezekben az orszdgokban az ipari szennyezés is
szamottevo, a laza vagy éppen be nem tartott kornyezetvédelmi eldirdsok
miatt.

A fejlett orszagokban a vizforrasok rendelkezésre allnak ugyan, de
napjaink modern életvitelének kdszonhetden el is szennyezddnek. Ezeken a
teriileteken az ipar €s a mezégazdasag a két legjelentdsebb szennyezd forras.
Fontos megemliteni, hogy a haztartasokbdl is szamos szennyezdanyag kertil a
kornyezetiinkbe Ezen anyagok eltavolitasara, valamint a vizzel terjedd
betegségek megeldzésére kiillonbozd viztisztitasi procediraknak vetik ald a
teleptilések szennyvizét és az ivoviz eldallitas soran a nyersvizet.

A viztisztitas soran keletkez6 melléktermék vegyiiletek (DBP- disinfection
by-product) jelenlétére és vizsgalatanak fontossagara el6szor a holland
vegyész, Johannes Rook munkéssaga irdnyitotta a figyelmet. Az elmult
néhany évtizedben tobb, mint 600 anyagrol deriilt ki, hogy a vizkezelés soran
keletkezik, ezeknek azonban csak toredékéhez rendeltek hatarértéket a
hatdlyos szabdlyozasokban (98/83/EK rendelet, 201/2001. (X.25.)
Kormanyrendelet, EPA 63 FR 69390), szamos anyag toxikologiai
vonatkozasair6l a mai napig nem all rendelkezésiinkre elegendd informécio.

Bar az elmult években szamos publikacio jelent meg a DBP-kel
kapcsolatban, még mindig kevés figyelmet kap ez a témakor. Ennek szamos
oka lehet, példaul az, hogy kémiailag nagyon sokféle vegyiilet sorolhat ebbe
a csoportba, nagyon alacsony koncentracioban talalhatok meg a természetes
vizbazisokban és az ivovizben, igy nehéz a kimutatasuk, még a mai, modern
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analitikai modszerek alkalmazasaval is. A kezeletlen ivovizzel szemben,
mely szdmos betegség terjesztdje lehet, akut problémat altaldban nem
okoznak sem az ¢ldvilagban, sem pedig a fogyasztokban. Igazi veszélyiik
ebben rejlik, hiszen a karos hatasok kialakulasahoz évek vagy évtizedek is
kellhetnek.

A probléma tehat nagyon Osszetett, kideriilt, hogy a vizben talalhato
oldott szervesanyag (DOM- dissolved organic matter) mellett a korabban
a vizbazisba keriilt vegyiiletekbdl is kialakulhatnak DBP-K. llyenek
lehetnek a gyogyszer hatoanyagok, melyek koziil szamos olyan van, melyet
nagy mennyiségben hasznal a lakossag. Ide sorolhatjuk a hormonalis
fogamzéasgatld  készitményeket, csontritkulds elleni szereket ¢és
mennyiségiiket tekintve a legtobbet alkalmazott fajdalomesillapito,
gyulladascsokkentd szereket.

A gyulladdscsokkentd, fajdalomcesillapitd készitmények jelentds
részéhez vény nélkiil kaphatd készitmények formajaban is hozzajuthat a
lakossag, igy helytelen hulladékkezelés kovetkeztében is konnyen
bejuthatnak a vizekbe. Vilagszerte a legnagyobb mennyiségben eldallitott
hatébanyag az ibuprofén (2-(4-izobutilfenil)-propionsav), mely pg/l-es
koncentraci6 tartomanyban taldlhato meg a természetes vizekben. Ami
aggasztd ezzel a hatdéanyaggal kapcsolatban, hogy bomlastermékeivel
egyiitt megtaladlhatd a szennyviztisztitd telepek elfolydvizében, szintén
ug/l-es koncentracidé tartomanyban. Az anyamolekulabol hokozlés,
valamint oxidativ kezelés hatasara szamos bomlastermék keletkezik,
koztiik a dolgozatban vizsgalt 4-etilbenzaldehid (EBA).

A vegyiiletrdl kevésbé ismert tény, hogy az iz- és illatanyagok kozott
megtalalhatd a vegyszerforgalmazok termékpalettajan, hiszen a
mesterséges mandula aroméahoz, a benzaldehidhez hasonléan, mandula
illattal rendelkezik. A benzaldehiddel ellentétben biztonsagi adatlapja nem
tartalmaz toxikologiai informaciokat. Az EFSA (European Food Safety
Authority- Eurépai Elelmiszerbiztonsagi Hatosag) 2012-ben megjelent, az
izesitd anyagokrol késziilt tudomanyos véleményében nem fogalmaztak
meg biztonsagi aggalyokat az anyaggal kapcsolatban. Azért meglepd
mindez, mert ebben a dokumentumban minddssze egy, az EBA
toxicitasaval kapcsolatos, am meg sem jelent (,,unpublished”) publikaciot
emlitenek. Az EFSA az anyag MSDI (Maximized Survey- Derived Intake
— maximalis szdmitott beviteli érték) értékét 0,37 pg/fé/nap-ban hatarozta
meg. Mivel az EBA az egyik leggyakrabban hasznalt gydgyszer hatéanyag,
az ibuprofén bomlasterméke, mely szennyviztisztitds utan is megtalalhato
az elfolydvizben, ezért kiemelten fontos feltérképezni az €16 szervezetekre



gyakorolt hatasat. Bar az EFSA megallapitott egy MSDI értéket, am mint az
lathatjuk, szamos forrasbol bejuthat az emberi szervezetbe, igy konnyen
toxikus hatast fejthet ki.

Dolgozatomban az EBA mellett egy masik DBP vegytiletet is vizsgaltam,
a 2-4-difluoroanilint (DFA). Ezt az anyagot intermedierként hasznaljak
gyogyszerek, festékek és novényvédd szerek gyartasakor. Akut esetekben
methemoglobinémiét okoz, valamint erésen nefrotoxikus.

Mivel a halak egész ¢életciklusukat a vizben toltik, ezért kivald
modellallatai az ilyen jellegli vizsgalatoknak, a zebradani6 pedig egy
nemzetkozileg elfogadott és jol ismert modellszervezet. Vizsgalataim soran,
mind az EBA, mind a DFA esetén kiemelten fontosnak tartottam az embridok
vizsgalatat, hiszen az anyagok fejlédésbioldgiai hatdsair6l nem all
rendelkezésiinkre informacid. Ezek a kisérletek jo kiindulopontjai lehetnek
human egészségligyi vizsgalatoknak, kivaltképp a halembriokon végzett
microarray vizsgélat, mely az embrionalis fejlddés soran végbemend,
génexpresszioban bekdvetkezd valtozasokat hivatott feltarni.

1.2 Célkitilizések

Munkam célja az volt, hogy megismerjem két viztisztitasi melléktermék
vegyiilet, az EBA ¢és a DFA zebradanio embridkra gyakorolt hatasait. Az
EBA-16l nagyon kevés informécioval rendelkeziink, illetve aggaszto, hogy az
egyik leggyakrabban hasznalt fajdalomcsillapitdé hatéanyag, az ibuprofén
bomlastermékeként is 1étrejohet a vizkezelés soran, tovabba iz- és
illatanyagként is hozzaférhetd. Célom volt megvizsgalni az EBA és a DFA
embriofejlddésre gyakorolt hatdsait, valamint meghatarozni az akut tesztek
soran a vegyiiletek LC (LCx- lethal concentration, az egyedek X%-anak
pusztuldsat okoz6 koncentracio) értékeit. Tovabbd célom volt az EBA
génexpresszidra gyakorolt hatdsanak vizsgalata microarray assay
alkalmazéséaval. Valaszt szerettem volna kapni arra, hogy a transzkriptom
analizis soran kapott eredményt ala tudom-e tdmasztani kiilonbozo, klasszikus
toxikologiai vizsgalatokkal, igy gyarapitva az EBA-r6l rendelkezésre allo
toxikoldgiai informacidk mennyiségét.



2 Anyag és médszer

2.1 Felhasznalt allatok, tartasi koriilmények és a Kisérletek
helyszinei

Az akut embrié teszteket, a comet assay-t, valamint a mikronukleusz
tesztet és az azokhoz kapcsolodo kezeléseket a Szent Istvan Egyetem
Mezogazdasag- ¢és  Kornyezettudomanyi Kar, Akvakultira ¢és
Kornyezetbiztonsagi Intézet Halgazdalkodasi Tanszékén végeztem. A
microarray vizsgalatot a Németorszagban, Lipcsében taldlhato Helmholtz
Kornyezetkutatdo Kozpontban (Helmholz- Zentrum fiir Umweltforschung —
UFZ) végeztem Dr. Stefan Scholz kutatdcsoportjdban, a mintak elsddleges
elokészitését szintén a Halgazdalkodasi Tanszéken, illetve a Szent Istvan
Egyetem Kornyezetipari Regionalis Tudaskdzpontjaban végeztem.

A kisérletekhez minden esetben AB vonalba tartozé zebradanidkat
hasznaltam. A halak recirkuldcidos rendszerben (Tecniplast ZebTec,
Tecniplast, Buggugiate, Olaszorszag). A rendszerben a viz homérséklete
2540,5 °C-0s, a pH 7,5+0,2, a vezetOképesség 525+50 uS volt. A halak 14
ora vilagos, 10 ora sotét fényprogramban voltak tartva. A halak
takarmanyozasa naponta kétszer tortént SDS Small Gran (SDS—Special
Diets Services Inc.) tappal, €16 eleségként hetente kétszer Artemia spp.
(SERA GmbH.) naupliuszt kaptak.

Az elvégzett vizsgalatok a 1998. évi XXVIIIL torvény alapjan kiadott
"Toxikoldgiai vizsgalatok halakon" cimi allatkisérlet végzésére (XIV-I-
001/2303-4/2012) vonatkozo6 engedélyben foglaltak szerint zajlottak.

2.2 Vizsgalatok
2.2.1 Eldkisérletek

Mivel sem az EBA, sem pedig a DFA kapcsan nem 4llt rendelkezésemre
zebradanié embriokra vonatkozo akut toxicitas adat, ezért elokisérleteket
végeztem az akut tesztek megkezdése eldtt, hogy megallapithassam a
megfeleld kezelési koncentracidkat a 120 o6rds embrid vizsgalathoz. A
hatarérték-kereso tesztet mindkét vegyiilet esetében 200; 100; 50; 25; 12,5;
6,25 mg/1 koncentraci6 sorral hajtottam végre, kontrolként a recirkulacios
rendszer vizét hasznaltam. Minden csoportba 20-20 embridt helyeztem, 5
cm-es Petri-csészékbe, 10 ml oldatba. Ezek alapjan mar be tudtam hatarolni
azt a koncentraciotartomanyt, mely megfelelonek bizonyult a 120 6rés
vizsgalatban az egyes anyagok esetén.



2.2.2 120 o6ras embrio teszt

Az akut embrid tesztekhez az ikrdkat az anyahalak szinkronizalt
szaporitasa utan Osszegyljtottem, majd termékenységiiket sztered
fénymikroszkop alatt, normal megvilagitasban (Leica M205, Leica DFC 425C
kamera, LAS V 3.8 szoftver) ellendriztem. A vizsgalatokat mind a 2-4-
difluoroanilin, mind pedig a 4-etilbenzaldehid esetén az OECD 236:
Halembrié akut toxicitas teszt alapjan végeztem, 120 orara Kkiterjesztett
vizsgalati idovel. Az embridkat 24 lyukt szovettenyésztd platekbe helyeztem
(1 embrio/lyuk) termékenyiilés utan egy oOraval, minden esetben
koncentracionként 12 embriot, 4 ismétlésben. Az embriokat a kovetkezd
koncentracidkkal kezeltem: EBA: 0,2: 0,5; 1;5: 10; 12; 15; 17; 18; 19: 21; 23;
25; 27; 29; 30; 35; 40; 50; 60 mg/l; DFA: 500; 450; 400; 350; 300; 250; 220;
200; 180; 100; 50; 1 mg/l. Mivel a DFA esetén a 200 mg/l-es koncentracid
esetén sem volt teljes a mortalitas, jelentésen megemeltem a kezelési
koncentraciokat.

Kontrollként a ZebTEC haltarté rendszer vizét hasznaltam. A plateket 27
°C-n inkubaltam (Sanyo MIR-154). Naponta vizsgaltam meg minden embriot
mikroszkop alatt, a termékenyiilés utani 120. 6raig (120 hpf- hours post
fertilization). Meghataroztam a mortalitast, morfologiai rendellenességeket
kerestem, valamint 72 o6raval a termékenyiilés utan digitalis felvételeket
készitettem az embriokrol, 30x-0s nagyitas mellett, lateralis orientacioval. A
mortalitast hasznalva végpontként dozis-hatas gorbéket vettem fel, melyekbdl
megallapithattam az LCio és LCs értékeket 24 6ranként egészen 120 6raval a
termékenytilés utanig, SPSS 23.0 szoftvercsomag segitségével. A teljes
kisérletet minden esetben haromszor ismételtem.

2.2.3 LC-értékek meghatarozasa a 96-120 6ras expoziciés
ablakban
A 96 Oras korara az embrid atesik a fejlodés legintenzivebb részén,
kifejlddnek az emésztérendszer részei, kinyilik az éallat szdja, a
hormonszintézis és a nuklearis receptorok ebben az idoben kezdenek el
kialakulni, ezért ebben az életszakaszban mar a hormonalis hatasokra is
érz¢kenyebbek az embriok. Az embriokat 1 hpf életkorban 24 Iyuku
szovettenyésztd platekbe helyeztem, majd a 96-120 hpf életszakaszban
kezeltem 10, 15, 20, 22, 25, 27, 30, 32, 35, 40 mg/l koncentraciokkal,
koncentracionként 12 embriot, 4 ismétlésben, a plateket 27 °C-on inkubaltam.
A vizsgalat végén digitalis felvételeket készitettem az embriokrol, 30x-0S
nagyitds mellett, laterdlis orientacidval, a morfologiai -elvaltozasok
dokumentélasara. A mortalitdst hasznalva végpontként dodzis-hatas gorbét
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vettem fel erre az életszakaszra, melybdl megéllapithattam az LC10 és LCso
értékeket SPSS 23.0 szoftvercsomag segitségével.

2.2.4 Microarray vizsgalat és transzkriptom analizis

A 96-120 hpf expoziciés ablakban megallapitott LCio értéket
alkalmaztam legmagasabb koncentracioként, a szubletdlis hatdsok
vizsgalatanak érdekében. Ezzel egyiitt 6sszesen 5 koncentracion (1,6; 3,2;
6,4; 12,8; 25,6 mg/l), koncentracionként 6-6 csoportot, csoportonként 50-
50 embriot kezeltem. A kezelést 5 cm-es Petri-csészékben végeztem, az
embridkat 27 °C-on inkubaltam.

Az embriokat 1,5 ml-es Eppendorf-csévekben homogenizaltam, 200 pl
trizolban (TriReagent, Izinta), majd a felhasznalasig -80 °C-on taroltam.

Az RNS izolasast SPrime Phase Lock Gel Heavy kittel végeztem
(5Prime GmbH, Germany), a gyarto altal biztositott protokoll szerint. Az
izolalt RNS mintakat ezutdn Quiagen RNEasy Mini Kittel (Qiagen GmbH,
Germany) megtisztitottam, az RNS koncentracidkat NanoDrop 2000
(Thermo Scientific, USA), a megfeleld6 mennyiségli RNS-t tartalmazo
mintak mindségét Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, USA)
késziilekkel, Agilent RNA 6000 Nano Assay Kit (Agilent Technologies,
USA) felhasznalasaval ellendriztem.

A microarray vizsgalat soran Agilent SurePrint G3 Custom GE 8x60k
(Amadid G4102A, Agilent Technologies, USA) arrayt hasznaltam. Mintak
elékeészitését, jelolését, majd a microarray lemzekre torténd felvitelét a
kifejezetten Agilent Gene Expression Oligo Microarray lemezekhez
tartozo "One-Color Microarray- Based Gene Expression Analysis, Low
Input Quick Amp Labeling Protocol’ alapjan végeztem, melyet a gyarto
biztositott (Version 6.6, September 2012, Agilent Technologies, USA). A
microarray lemezek leolvasdsa a Genovia GmbH-nal tortént (Zwenkau,
Germany) Agilent DNA Microarray Scanner segitségével. A microarray
lemezen talalhatdo mezdk fluoreszcens jelének intenzitdsat Agilent Feature
Extraction szoftver (verzioszam: 10.7.3.1.) hasznélataval nyertem Kki.
Olyan mRNS transzkripteket kerestem, melyek expresszidja legalabb egy
koncentracio esetén eltér a kontrol csoportban mért expressziotol, majd
elvégeztem a fékomponens analizist Agilent GeneSpring 12 GX szoftver
segitségével.

Ezek utdn megvizsgaltam az EBA altal befolyasolt gének
génexpresszids  mintdzatait €s  harom  génexpresszios  klasztert
azonositottam ,, K-mean clustering” (K-alapt csoport analizis) algoritmus
segitségével, szintén az Agilent GeneSpring 12 GX szoftver hasznalataval.
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Ezek utan DAVID (DAVID Bioinformatics Resources 6.8, Leidos
Biomedical Research Inc., Frederick, Maryland, USA) bioldgiai
folyamatelemzéssel meghataroztam az egyes klaszterekbe tartozo gének fobb
bioldgiai funkcidit.

A Kilaszter2-be tartozdo, EBA altal koncentraciofiiggéen gatolt gének
vizsgalatandl a GeneMANIA predikcios szervert hasznaltam, melynek
segitségével a gének egylittes expresszidja €s fizikai interakcidja alapjan
azonositottam egy génhélozatot. A génhaldzatba tartozd gének szerepének
feltérképezésére az Uniprot és ZFIN adatbazisokat alkalmaztam.

2.2.5 1 dpf embriokon végzett comet assay vizsgalat

A vizsgalatot Zegura és Filipi¢ (2004) modszerét alapul véve végeztem,
pozitiv kontrolként egy szerves peroxidot, Luperox®-ot (Sigma) hasznaltam.
A vizsgélathoz 24 hpf embriok sziikségesek. Az embriokat 1 oOraval
termékenytilés utan 0,1; 0,5; 1; 2,5; 5, 7,5; 10 és 12 mg/1-es EBA, valamint 20
¢s 40 mg/l-es Luperox® oldatottal kezeltem, negativ kontrollként a ZebTEC
rendszer vizét hasznaltam. Az alkalmazott legnagyobb koncentraci6 az akut
embri6 tesztben meghatirozott LCio értéknek koriilbeliil a fele volt. Az
embridokat 5 cm atmérdjii Petri-csészében kezeltem, 24 oOran keresztiil
inkubaltam, 27 °C-on. Koncentracionként 6-6 embriot kezeltem, 3
ismétlésben. A vizsgalathoz sziikséges fully frosted targylemezeket (Menzel-
Gldser) metanolba helyeztem egy éjszakara. A lemezek leszaritdsa utdn
felvittem az els6 réteg agarozt (Normal melting point agarose, 1%, Sigma),
80 pl-t mezdnként (2 mezd/lemez), melyeket azonnal lefedtem 24x24 mm-es
fed6lemezzel (Menzel- Gldser), majd 2 percre jégre helyeztem azokat. Az
agar6z megszilarduldsa utdn a feddlemezeket Ovatosan eltavolitottam.
(Sigma) segitségével eltavolitottam az ikrahéjat (4 perc pronaz kezelés, majd
4 rendszervizes oOblités). Mezonként 1 embriot 60 ul, 1,5 %-0s alacsony
olvadaspontt, PBS-ben (Phosphate buffered saline, Sigma) feloldott agarozba
(Low melting point agarose, Sigma) agyaztam, a feddlemezt finoman
megnyomva oszlattam szét az embridkat a gélben. A lemezeket 2 percre jégre
helyeztem, majd a fed6lemezek eltavolitdsa utan a lizis oldatba. Az oldat
készitésekor fontos 1épés a pH beallitasa 10-re, valamint hasznélat el6tt 2,5 ml
Triton X-100-at (Sigma) kell hozzaadni és Ovatosan razogatva
homogenizalni.

A lemezeket 1 orara 4 °C- ra helyeztem. A DNS fényérzékenysége miatt
innentdl derengd fényben dolgoztam tovabb. A lizis utdn a lemezeket
lecsepegtettem, majd athelyeztem az elektroforézis kadba, melyet el6z6leg
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mar feltdltéttem az elektroforézis oldattal (3000 ml oldathoz: 1,11g EDTA,
90 ml 10N NaOH), 20 percen keresztiil inkubaltam 4 °C-on, majd
bekapcsoltam az elektroforézis késziiléket (BioRad PowerPac Basic,
BioRad, U.S.A.). 25 V fesziiltség és 400 mA aramerdsség mellett 20 percen
keresztiil iizemeltettem. A lemezeket ezutan kiemeltem, lecsopogtettem,
majd a neutralizal6é oldatba (250 ml oldathoz 12,114g TRIS, pH=7,5)
helyeztem és 15 percig inkubaltam 4 °C-on. A lemezeket ezutan vizzel
atitatott papirral kibélelt edénybe helyeztem, légmentesen lezartam,
fotdzésig 4 °C-on taroltam. A comet assay protokoll végén a lemezeket
2pg/l-es etidium-bromid oldattal megfestettem, lefotoztam Nikon Eclipse
E600 mikroszképpal, 510-560 nm hulldmhosszu fluoreszcens fénnyel,
QImaging MicroPublisher 3.3 RTV kameraval és a hozza tartozo
QImaging szoftverrel , majd TriTek CometScore™ Freeware 1.5 szoftver
segitségével meghataroztam a DNS%-ot a csovaban. Koncentracionként 3-
3 ismétlésben, ismétlésenként 45 mérést végeztem. A koncentraciok
Osszevetéséhez Kruskal-Wallis tesztet (H = 978,714; df = 10, p<0,00001),
mig a paronkénti Gsszevetéshez Dunn- tesztet alkalmaztam (SPSS 23.0
szoftvercsomag). A kisérletet haromszor ismételtem meg.

2.2.6 Kifejlett halakon végzett mikronukleusz teszt

A mikronukleusz teszthez a modszer sajatossagai miatt kifejlett, 6-8
honapos egyedeket hasznaltam, melyek a tobbi vizsgalathoz hasonldéan
ebben az esetben is AB zebradanido vonalbol szarmaztak. A kisérleti
allatokat a 2.1. fejezetben ismertetett tartasi koriilmények kozott tartottam.
A teszt fé€lstatikus rendszerben tortént, a kezeld oldatot kétnaponta
cseréltem.

Legmagasabb kezelési koncentracioként a kordbbi irodalmi adatok
alapjan 96 oras kitettség esetén szamolt LCio értéket alkalmaztam (11
mg/l), ezzel elkeriilhetd a halak 1d6 elotti pusztulasa, &m eldidézhetdk
szubletalis hatasok. A két tovabbi LCi10/2 (5,5 mg/l) és LC10/4 (2,75 mg/l)
volt. Minden koncentraciobol 3 csoportot alakitottam ki, csoportonként 8-
8 vegyes ivart hallal. A kezelés 21 napig tartott, 7 naponta tortént
mintavételezés, koncentracionként 4-4 hal keriilt mintazasra.

Minden mintavétel esetén az dallatok életének kiméletes kioltasa
érdekében azokat MS-222 alkalmazasaval talaltattam, majd dekapitaltam,
ezutan vériiket azonnal, vékony rétegben mikroszkop targylemezre
(Menzel-Glaser) vittem fel. A vérmintak megszaradasa utan kovetkezett a
festésiik, Hoechst 33342 (5uM) festékkel. A mintdk vizsgalata
epifluoreszcens mikroszkoppal (Olympus BX-51) tortént. 400X-0S



nagyitdas mellett, a kéken fluoreszkal6 mikronukleuszok kertiltek
megszamlalasra 2000 véletlenszerlien kivalasztott, ¢ép citoplazmaju
eritrocitaban minden targylemez esetén. Azok a sejtek szamitottak
mikronukleédltaknak, melyek: 1. mikronukleusza kisebb, mint a sejtmag 1/3-
a; 2. ugyanabban a sikban vannak; 3. a mikronukleuszok és a sejtmag
ugyanolyan szinnel és intenzitassal fluoreszkalnak, 4. kerek vagy ovalis
alaktiak; 5. tisztan elkiilontil a mikronukleusz €s a sejtmag.

Az leir¢ statisztikat STATISTICA 12 szoftvercsomag (StatSoft, Tulsa, OK,
USA) segitségével készitettem. Az egyes csoportok Osszehasonlitasara
Poisson-regressziot alkalmaztam (p<0,05).

2.2.7 Regeneracios kapacitas vizsgalata larvakon

A 96 hpf zebradanio larvakat a sebzést megeléozéen MS-222 oldatba
helyezve elaltattam. Ezt kdvetéen az altatasban 1évé larvak faroktszo-végét
steril ~ koriilmények  kozott, fénymikroszkép alatt borotvapengével
eltavolitottam. Ennek soran {igyeltem arra, hogy a sebzés irdnya merdleges
legyen az allat hossztengelyére nézve, €s minél egyenletesebb vagasi feliiletet
eredményezzen. A sebzést kovetden az allatokrdl altatasban, oldalnézetben
fényképet készitettem fénymikroszkop alatt. Ezt kovetden a larvakat
rendszervizzel dvatosan atoblitettem, majd individuélisan a kezelési oldatokat
tartalmazo 24-lyuka szovettenyészto plateekbe helyeztem azokat. A 24 6ras
expozicio elteltével az allatokat rendszerviz segitségével Gvatosan
atoblitettem, a fent leirt altatasi protokoll alkalmazasa utdn fénymikroszkop
alatt oldalnézetben fényképeztem, majd minden kezelési csoporthoz tartozo
egyedet kontroll koriilmények kozé helyeztem. A sebzést kdveto 48., illetve
72. ordban ismét fényképet készitettem a larvakrol. Az elkésziilt képeket
Imagel szoftver (NIH&LOCI, Wisconsin, USA) segitségével elemeztem. A
regeneracio mértékét a larvak gerinchurja éltal kijeldlt hossztengely és az arra
merdleges irdnyld sebzés metszéspontjatdl mért egyenes vonali szakasz
hosszanak novekedése alapjan hataroztam meg. (A ténylegesen lemért
szakasz kezddpontjat a gerinchur jol behatarolhatd vége szolgaltatta, a
végpontjat pedig a regeneralodo farokuszo aktualis vége.) Az aktualisan
regeneralodott szakasz (Al) hosszat ugy hataroztam meg hogy az aktualis
teljes lemért tavolsagbol (dn, n=24, 48, 72 hpA) kivontuk a sebzést kovetd
kiindulési tavolsagot (d0).



3 Eredmények

3.1 Elokisérletek

A munkam soran vizsgalt vegyiiletek embridkra gyakorolt hatasair6l nem
allt rendelkezésre toxicitas adat, igy elso 1épésként meg kellett hatarozni, hogy
mely koncentracid tartomanyban toxikusak.

Az els6 elokisérletben mindkét vegyiilet esetén 200; 100; 50; 25; 12,5 és
6,25 mg/l koncentraciokat alkalmaztam egy-egy hatarérték-keresd teszt
keretein beliil. A DFA esetében bebizonyosodott, hogy toxicitdsa zebradanid
embriokra nézve alacsony, hiszen 120 ora elteltével a 100 mg/l-es
koncentracioban a kezelt csoportokban alig volt tapasztalhato elhullds. A
koncentraciok tovabbi emelésével megallapitottam, hogy a varhaté LCso
értekek 150 és 250 mg/1 kozott lesznek.

Az EBA-n végzett eldkisérletek sordn a legmagasabb koncentracidkban
mar par ora elteltével elpusztultak az embriok. A varhato LCso értékeket 15 és
35 mg/1 koz¢ becsiiltem.

3.2 120 6ras embrio vizsgalatok

A DFA esetében az elOkisérletek alapjan magas LC-értékeket, tehat
alacsony toxicitast vartam, amit a 120 oras embrio vizsgalattal sikertilt
igazolni. 24 oraval a termékenyiilés utan 207,2 mg/l, 48 oraval a
termékenytilés utan 196,5 mg/l, 72 6raval termékenyiilés utan 187,5 mg/I,
termékenytilés utan 96 oraval 180,2 mg/l, mig a vizsgalat végén, tehat a
termékenytilés utan 120 éraval 171,6 mg/l volt a vegytilet LCsp értéke, tehat
az expozicios id6 novekedésével a vegylilet toxicitasa is novekedett.

Az embriok mikroszkdpos vizsgéalata soran megfigyelhetd volt a
zebraddnié embriokra jellemz6, a mérgezd anyagok hatdsidra gyakran
kialakul6 szikodéma és perikardialis 6déma, valamint a szik szilirkés-opalossa
valasa. A magasabb koncentraciok esetén megfigyelhetd volt az embridk
farkdnak dorzalis irdnyba torténd elgorbiilése, a 220 mg/l-es koncentracid
feletti kezeléseknél az embridknal teljes testtorzulas volt megfigyelhetd. Ezek
az elvaltozasok a kontroll csoportban nem jelentkeztek.

Az elOkisérletek alapjan az EBA esetén a DFA-hoz képest joval
alacsonyabb LC-értékeket vartam. A 120 o6ras embriovizsgalatok soran ezt
sikerdilt is bizonyitani. 24 6raval a termékenytilés utan 31,45 mg/, 72 oraval a
termékenyiilés utan 27,52 mg/l, 96 oraval a termékenyiilés utan 22,01 mg/I,
mig a vizsgalat végén, tehat a termékenyiilés utan 120 oraval 18,44 mg/l volt
a vegyllet LCs értéke, tehat az expozicios id6 novekedésével ndtt az anyag
toxicitasa.
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Ezen vegyllet esetén is elvégeztem a mikroszkdépos morfologiai
vizsgélatot. A zebraddnidra jellemzd elvaltozasok, mint szikodéma és
perikardidlis 6déma, valamint a szik opalosodasa, a DFA-hoz hasonléan
ebben az esetben is jelentkeztek. Ezeken kiviil torz fejlédést tapasztaltam a
farki részen, a faroknyél kornyékén, tovabba az uszoszegély pereme is
szabalytalan volt. Magasabb koncentraciok esetében az embridk nem voltak
képesek elhagyni az ikrahéjat, mert stlyos fejlodési rendellenességeik miatt
tulajdonképpen mozgasképtelenek voltak.

Mivel a DFA nem bizonyult toxikusnak zebradanié embridkra nézve, igy
tovabbi kisérleteimet az EBA-val végeztem el.

3.3 LC-értékek meghatarozasa a 96-120 hpf expozicios ablakban

Minden kezelt csoportban megfigyelhetd volt a perikardidlis 6déma, a
szikddéma, a testszegmensek 0sszemosoddasa, valamint a szik szilirkés-opalos
elszinez6dése, az Giszoholyag hianya, tovabba a legmagasabb, 30 mg/l-es
koncentracio esetén a fej torzuldsa is. Mivel a microarray vizsgalat szubletalis
hatasok tanulményozasara irdnyul, ezért ebben az eldkisérletben az LCo érték
meghatarozasa volt az elsddleges, mely 25,59 mg/1 volt, mig az LCso 30, 94
mg/l.

3.4 Microarray vizsgalat és transzkriptom analizis

Azokat az mRNS transzkripteket azonositottam, melyek legaldbb egy
koncentracidban masképp szabalyozoddtak (p<0,05, FC>2), igy 721 mRNS
mutatott szignifikans, EBA- dependens regulaciot. A PCA (principal
component analysis - fékomponens analizis) alapjan a kontrol és a kezelt
csoportok egyértelmiien elkiiloniiltek. Az EBA-kezelés a legmagasabb
koncentracioban teljesen eltérd6 mRNS-expresszids profilt eredményezett,
mint a kontroll vagy az alacsonyabb koncentraciokkal kezelt csoportok.

Ezutan tovabb vizsgaltam a 721 EBA 4altal szabalyozott génexpresszios
mintdzatat, és harom kiilonb6zd génexpresszios klasztert azonositottam ,, K-
mean clustering” modszer (K-alapt csoport analizis) segitségével. Két EBA-
indukalt génexpresszios klasztert azonositottam, mely koncentraciofiiggd
expoziciot mutatott. A Klaszterl 198 EBA-ra reagald gént tartalmaz,
amelyeket expresszioja koncentraciofiiggd emelkedést mutatott a zebradanio
embriokban. Ezzel szemben a Klaszter3 320 tagja csak a legmagasabb (25,6
mg/l) EBA-koncentracional mutatott megnovekedett mMRNS-expressziot.
Végiil 203 gént talaltam, amelyeknél az EBA expoziciot kovetden csokkentett
MRNS expresszié mutatkozik (Klaszter2).
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Az EBA altal szabalyozott gének funkcionalis tulajdonsagainak jellemzése
céljabol azonositottam azokat a bioldgiai funkciokat, amelyek szignifikdnsan
feliilreprezentaltak a kiilonb6zd, EBA-ra reagaldé gén expresszios
klaszterekben. A DAVID (DAVID Bioinformatics Resources 6.8, Leidos
Biomedical Research Inc., Frederick, Maryland, USA) biologiai
folyamatelemzésével szdmos stressz- ¢és DNS-kdarosodassal 0sszefiiggd
biologiai funkcidkategoriat azonositottam, ideértve a sejtek stresszreakcidjat,
a sugarzasra adott reakcidt, a DNS helyredllitasait és a DNS-karosito
stimulusra adott valaszt, amelyek talreprezentacidja az 1. génexpressziods
klaszterre jellemzo.

A bioldgiai folyamatelemzés tovabba azt is kimutatta, hogy a nagy do6zist
(25,6 mg/l) EBA-expozicio indukalhatja az immunrendszerrel és a
gyulladassal kapcsolatos gének expressziojat. Az is megallapithato, hogy a
sejtproliferaciohoz kapcsoldodo bioldgiai funkcids kategoriak, mint példaul a
sejtosztodas, a sejtciklus, az M fézissal (a sejtosztddas azon fazisa, melynek
soran lejatszodik a kromoszomak szegregicidja, a sejtmag és a sejt
kettéosztddasa) kapcsolatos folyamatok, a sejtciklus fazis és a sejtciklus
folyamat szignifikansan feliilreprezentaltak az EBA altal elnyomott gének
kozott. Ezen EBA-gatolt gének tovabbi vizsgalatanal GeneMANIA predikcios
szerver segitségével azonositottam a 18-tagi sejtosztédashoz kapcsolodd
génhalodzatot az egyiittes expresszio €s a fizikai interakcid alapjan.

Osszefoglalva, a globalis génexpresszids elemzés felvetette annak a
lehetdségét, hogy az EBA-nak valo kitettség indukélhatja a DNS karosodas és
a gyulladdshoz kapcsol6dd gének expresszigjat, ¢és gatolhatja a
sejtproliferaciohoz kapcsolodd géneket. Ezen feltevések igazoldsanak
érdekében végeztem tovabbi kisérleteimet.

3.5 1 dpf embriokon végzett comet assay vizsgalat

A kisérletben pozitiv kontrollként hasznélt szerves peroxid, a Luperox®
minden esetben egyértelmiien karositotta a DNS- spiralt a haltart6 rendszer
kontrollként hasznalt vizéhez képest. A kezelt csoportok esetén mar a
legalacsonyabb, 0,5 mg/l-es koncentracidban szignifikansan megnétt a
csovaban taldlhatd DNS mennyisége a kontrolhoz képest (P<0,05).
Vizsgalatom alapjan a DNS toredezettség mértékének emelkedése
dozisfiiggdnek bizonyult.

3.6 Kifejlett halakon végzett mikronukleusz assay
A Poisson-regresszi6 kimutatta a mikronukleuszok kialakulasi
gyakorisaganak szignifikans novekedését a kontroll csoporthoz viszonyitva.
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Mar az els6 héten megfigyelhetd volt a mikronukleuszok szédmanak
novekedése, még a legalacsonyabb alkalmazott koncentracié esetén is.
Azonban ez a kiilonbség csak a harmadik hétre valt szignifikanssa (P<0.05).
A kisérlet végére a 2,75 mg/l-es koncentracid esetében 2,75+£2,22, az 5,5 mg/1
és a 11 mg/l-es koncentraciok esetén pedig 3,5+1,29, valamint 3,5+1,00
mikronukleusz alakult ki. Az egyes csoportok kozott nem volt statisztikailag
kimutathat6 kiilonbség, igy megallapithatd, hogy a kisérletben alkalmazott
koncentraciok esetén a hatds nem volt koncentraciofiiggd. Eredményeim
alapjan a modszer alkalmas alacsony koncentraciok esetén az EBA felnott
halakra gyakorolt DNS-karosité hatasanak kimutatasara.

3.7 Regeneracios kapacitas vizsgalata

A vizsgalat eredményeinek elemzése sordn 24 ora elteltével nem talaltam
statisztikailag igazolhat6 kiillonbséget a kezelt csoportok és a kontroll kdzott.
48 ora elteltével minden kezelt csoportban szignifikansan kisebb volt a
regeneracid mértéke, mint a kontrol csoportban, tovabba a 6,4 mg/1-es csoport
az 1,6 mg/l-es csoporthoz képest is szignifikansan rovidebb volt a
regeneralddott farokrész. A kezelés utan 72 ordval megismételt mérések is
ugyanezt az eredményt hoztak. Eredményeim alapjan az EBA egyértelmiien
csokkenti a farokusz6 regeneracios képességét, tehat valoban hatassal van a
sejtosztodassal és sejtciklussal kapcsolatos folyamatokra.
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4  Uj tudomanyos eredmények

1. Az EBA esetén els6ként hatdroztam meg a pusztulds dozis-hatas
Osszefiiggéseit akut toxicitas tesztek segitségével. A 4-etilbenzaldehid
félhalalos koncentracidéi zebradani6 embridkra 95%-0s konfidencia
intervallum mellett: 24 hpf: 31,45+0,82 mg/l; 48hpf: 30,85+0,89 mg/l; 72hpf:
27,52+1,5 mg/l; 96hpt: 22,00+1,39 mg/l; 120hpf: 18,44+1,91 mg/l; valamint
96-120 hpf expozicids ablakban: 30,94+1,85 mg/l.

2. A DFA esetén elsdként hatdroztam meg a pusztulds dozis-hatas
Osszefiiggéseit akut toxicitas tesztek segitségével. A 2-4-difluoroanilin
félhaldlos koncentracidéi zebradanié embridkra 95%-0s konfidencia
intervallum mellett: 24 hpf: 207,2+9,65 mg/I1; 48 hpf: 196,5+11,2 mg/l; 72 hpf:
187,5+£10,9 mg/1; 96 hpf: 180,2+9 mg/1; 120 hpf: 171,6+9,55 mg/1.

3. Els6ként vizsgaltam a 4-ctilbenzaldehid génexpressziora gyakorolt hatasat
halakon. Megallapitottam, hogy az EBA a DNS karosodassal és javito
mechanizmusokkal kapcsolatos bioldgiai funkcioval rendelkezd gének
expressziojat noveli, a sejtciklussal és sejtosztodassal kapcsolatos génekét
csokkenti, mindkét esetben dozisfiiggéen. Az immunvélasszal kapcsolatos
gének expresszidjat kizardlag a legmagasabb koncentracidban (25,6 mg/l)
noveli a kontrollhoz viszonyitva.

4. Kimutattam az EBA DNS-karositd hatasat zebradanié embriokon akut
kisérletben, comet assay modszerrel, valamint kifejlett egyedeken
szubkronikus kisérletben, mikronukleusz tesztet alkalmazva.

5. Elészor vizsgaltam az EBA regeneracids képességre gyakorolt hatasat. A
farokregeneracios kisérlet eredményei alapjan az EBA még alacsony
koncentracioban is egyértelmiien csokkenti a szovetregeneracio sebességét,
tehat hatassal van a sejtosztodasra.

6. Az egyiittes expozicid és fizikai interakcid alapjan leirtam egy 18 génbdl

allo, sejtproliferacioval kapcsolatos génhaldzatot, melynek tagjai az EBA
hataséara csokkent expressziot mutatnak.
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5 Kovetkeztetések és javaslatok

5.1 Akut halembrié toxicitas tesztek eredményeib6l levonhato
kovetkeztetések

Halembridkon végzett vizsgalataim soran a DFA toxicitasa alacsonynak
bizonyult, 96 6ras expozicié mellett az LCso érték 186 mg/l-nek adddott.
Mivel mind az adult egyedekre vonatkozé (OECD TG 203), mind pedig az
embridkra vonatkozo (OECD TG 236) akut toxicitas iranyelvben szerepel az
LCs0=100 mg/] hatarérték, ha a limit tesztben kapott toxicitasi hatarérték ennél
magasabb, az anyag nem szamit halakra nézve toxikusnak. Az anyag
biztonsagi adatlapjan (CAS 367-25-9) kizarélag patkanyra vonatkozo
toxicitas értékek szerepelnek, oralis alkalmazas esetén az LDsp értéke 820
mg/ttkg, dermalisan 672 mg/ttkg, mig 4 6ras inhalacioval 6,21 mg/m?3, tehat
emldsokre nézve sem magas a toxicitdsa. Mivel a DFA-hoz tartozo,
zebradani6 embrion vizsgalt LCso érték nem lelhetdé fel a tudomanyos
irodalomban, ezért fontosnak tartottam annak meghatarozasat.

Munkdm sordn nem csupan az LC értékeket hataroztam meg, hanem
fenotipusos vizsgalatot is végeztem az embridkon. A DFA esetében
megfigyeltem néhdny altalanos, toxikus anyagok hatasara kialakulo
elvaltozast az embridkon, mint a perikardidlis 6déma ¢€s a szikanyag sziirkés
elszinez8dése, a 100 mg/1 folotti koncentraciok esetében a halak gerince hati
iranyban  meggorbiilt, am  ennek  mértéke  nem = bizonyult
koncentraciofiiggének. Ez a gorbiilet hasonlosagot mutat a heart and soul
(has) mutans egyedek fenotipusaval, mely az atipikus protein-kinaz C (aPKC)

Vizsgélataim sordn meghatdroztam az EBA zebradani6 embridkra
vonatkoz6 akut toxicitasat is, illetve az EBA esetében is végeztem fenotipusos
vizsgalatot, melynek sordn a DFA-hoz hasonléan a zebradédnidra jellemzd
altalanos tiinetek, gy, mint perikardialis 6déma, a szik sziirkés elszinezddése
jelentkeztek. Ezeken a tiineteken kiviil megfigyelhetd volt a farok torzulésa,
illetve az uszoszegélyek szélének szabalytalansdga, &m egyik elvéltozas sem
bizonyult koncentracié fliggdnek.

Az Uszoszegélyek torzuldsa az ibuprofén esetén nem jellemzd, am a
mellisz6 torzulasa, magasabb koncentraciok (10-100 pg/l) esetén hianya,
igen. Mind a perikardidlis 6déma, mind pedig az uszok fejlodési
rendellenességei az ibuprofén ciklooxigenaz enzimekre gyakorolt gatld
hatasara vezethet6 vissza. Mint nem szelektiv ciklooxigenaz inhibitor,
ciklooxigenaz enzimek (COX-1, COX-2) gatlasan keresztiil gatolja a
prosztanoidok  termel6dését. A zebradanio fejlddése szempontjabol a
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prosztainoidok koziil a prosztaglandinok sziikségesek a testszelvények
kialakuldsédhoz. Hianyéaban a szelvények kozotti erek megrovidiilnek, sziv és
uszd fejlédési rendellenességek alakulnak ki, az altalam tapasztalt
rendellenességek hatterében tehat ez a folyamat is allhat.

Az EBA szerkezetében ¢és fiziko-kémia tulajdonsdgaiban is nagyon
hasonld, az élelmiszeriparban mesterséges mandula olajként ismert
benzaldehidhez. Az embriokon megfigyelt tiinetek visszavezethetfk a
benzaldehid sejten beliili metabolizacidjara. A bejutast kovetden aktivalja a
citokrom P450 rendszert, mely benzoesavva és benzil-alkoholla alakitja, mely
szekrécion sordn tavozik a sejtbél. A transzformacion 4t nem esett
benzaldehid molekulak, illetve az azokbol képzodott benzoesav kdzvetlentil
képes karositani a DNS-t, tovabbd a benzaldehid csokkenti a glutation-
peroxiddz enzimek (GPx) aktivitadsat, azaltal né az oxidativ stressz és a
lipidperoxidéaci6é mértéke.

5.2 A transzkriptom analizis és annak eredményét igazolé
vizsgalatokbol levonhato kovetkeztetések

DAVID biolégiai funkcidelemzés segitségével a Klaszter 1-ben szdmos
stresszel és DNS-karosodassal 0Osszefiiggd biologiai funkciokategoriat
azonositottam, ideértve a sejtek stresszreakcidjat, a sugarzasra adott reakciot,
a DNS helyreallitasat és a DNS-karositoé stimulusra adott valaszt. Az EBA-
nak valo kitettség koncentracié fiiggé moédon indukalja a DNS karosodéssal
és javitd mechanizmusokkal, valamint a sejtszintli stresszvalasszal
kapcsolatos gének expressziojat. Ebbdl arra kovetkeztettem, hogy az EBA
potencialis DNS-kérosito hatdssal rendelkezik, hiszen nd a javitd folyamatok
aktivitasa. Mivel a microarray vizsgalatot embridkon végeztem, esetiikben a
feltételezésem igazoldsdra comet assay-t hasznaltam. Az EBA kezelés
hatdsara koncentracid fiiggd mértékben nétt a DNS-téredezettség mértéke,
tehat ezzel az egyszerli modszerrel sikertilt igazolni, hogy az EBA, zebradanio
embriok esetén valoban kéros hatassal van az oOrdkitdanyagra, a javitd
mechanizmusokkal kapcsolatos gének expresszidja nd, &m ez sem elég az
anyag karos hatasainak kompenzaléasara.

Kifejlett egyedek esetében is megvizsgaltam az anyag feltételezett DNS-
karosité hatasat, mikronukleusz assay segitségével. A kisérlet 21. napjara
statisztikailag igazolhatd6 modon nétt a mikronukleuszok szdma a kezelt
csoportokban. Ebbdl arra kovetkeztetek, hogy kifejlett egyedek esetén is
DNS-karosit6 hatdsa van az EBA-nak, 4m az alacsonyabb kezelési
koncentracié miatt tobb hetes expozicid sziikséges annak kialakuldsahoz. Az
EBA anyamolekuldja, az ibuprofén is rendelkezik DNS-kérositod hatassal.
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Az EBA-hoz fiziko-kémiai tulajdonsagaiban leginkabb hasonlo
benzaldehid o6rokitdanyagot karositd hatasat is igazoltdk mar human
limfocitakon comet assay, mig ecetmuslicakon (Drosophila melanogaster)
SMART teszt alkalmazasaval. A benzaldehid DNS-karositd6 hatasanak
hatterében sejten beliili metabolizacidja all, melyet az 5.1. fejezetben mar
leirtam.

A biologiai folyamatelemzés azt is kimutatta, hogy a nagy dozisa (25,6
mg/l) EBA-expozicié indukalhatja az immunrendszer miikodésével, a szerves
¢s szervetlen anyagokra adott sejtszintli valaszokkal, illetve az aminosav
szarmazékok sejten beliili metabolizmusaval kapcsolatos gének expresszidjat.
A madr ismertetett irodalmi adatok mellett mind az EBA 4ltal kivaltott DNS-
karosodas és az ehhez kapcsolodo gének expresszidjanak novekedése, mind
pedig a Klaszter 3 biologiai funkcidi €és expresszié novekedése arra enged
kovetkeztetni, hogy az EBA sejten beliili metabolizacidja €s hatasa a sejtek
mikodésére nagy hasonldosagot mutat a benzaldehiddel és ez az Osszetett
mechanizmus all a tapasztalt elvaltozasok hatterében.

Az ibuprofén, amellett, hogy nem szelektiv cikooxigenaz inhibitor,
zebradanio6 halfajon vizsgalva, serkentd hatdssal van az antioxiddns enzimek
koziil a glutation peroxidazra (GPx) és a glutation-S-transzferazra (GST). Ez
magyarazhat6 azzal, hogy a sejtekben az ibuprofen hatdsara oxidativ stressz
alakul ki, igy az erre adott valaszként n6 ezen enzimek aktivitasa. A glutation
reduktaz (GR) és katalaz (CAT) enzimekre azonban nincs hatassal, valamint
a kezelt csoportokban a lipidperoxidacios folyamatokat jelz6 malondialdehid
szintje is alacsonyabbnak bizonyult, mint a kontroll csoportokban. Az
ibuprofén zebradénién, a benzaldehiddel ellentétben, tehdt nem indukal
oxidativ stresszt, st szerepe van a lipidperoxidaci6 megel6zésében. Az
altalam vizsgalt EBA hatasmechanizmusat tekintve tehat kozelebb all a hozza
kémiai szerkezetében, fiziko-kémiai tulajdonsagaiban leginkdbb hasonlito
benzaldehidhez, mint az anyamolekuldhoz, az ibuprofénhez.

Az 1s megallapithatd, hogy a sejtproliferaciohoz kapcsolddd bioldgiai
funkcids kategoridk, mint példaul a sejtosztodas, a sejtciklus, a sejtosztodas
M fézisa, a sejtciklus fazis ¢és a sejtciklus folyamat szignifikdnsan
feliillreprezentaltak az EBA altal elnyomott gének kozott (Klaszter 2). A
Klaszterbe tartozo, EBA-gatolt gének tovabbi vizsgalatanal a GeneMANIA
predikcids szerver segitségével azonositottam egy 18-tagl sejtosztédashoz
kapcsolodo génhaldzatot, az egylittes expresszid €s a fizikai interakcio
alapjan. Az UniProt és ZFIN adatbazisokban megtaldlhatd informaciok
alapjan elmondhatd, hogy mind a 18 gén kulcs szerepet jatszik a
sejtosztodasban, tobbségiik az osztddashoz sziikséges elemek kialakitdsaban
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(ercc6l, mis12, esco2, nusapl, ndc80, nuf2, sgoll, plk1, kif23), mig bizonyos
gének foként az osztddasi folyamatok szabalyozasaban (ttk, ckslb, mad2I1,
cdca8, ccnbl, cecnb2, cdc20, cdca7a, fhxo5) vesz részt. A sgoll gén mutacioja
emberekben a CAID-szindroma (chronic atrial and intestinal dysrhytmia —
kronikus pitvari €s intesztinalis diszritmia) kivalté oka. Korabbi vizsgalatok
soran zebradaniokban morpholino oligonukleotid segitségével kiiitotték a
sgoll gént és a kisérleti allatok az embereken is tapasztalhatd tiineteket
mutattdk. Tehat ha kiils6 hatdsok altal csokken ennek a génnek az
expresszioja, az karos lehet a sziv megfeleld6 miikdodésére, am ennek
igazolasara tovabbi vizsgalatok sziikségesek. Az altalam leirt génhalozat két
mad2I1, fbox5, kif23 gének is expresszalnak a proliferativ teriileteken, igy
ezek expresszid csokkenésébdl arra kovetkeztettem, hogy az EBA negativ
hatassal van a regeneracios folyamatokra. Feltételezésem igazolasara
farokregeneracids vizsgalatot végeztem 96 hpf korti embridkon, melynek
soran megallapitottam, hogy kovetkeztetésem helyes volt, hiszen a kezelt
csoportokban szignifikdnsan csokkent a regeneracidé mértéke.

Ezeket a tényeket figyelembe véve, eredményeim alapjan elmondhato,
hogy nagyobb figyelmet kell forditani mind a viztisztitasi melléktermék
vegylletek, mind pedig az ¢élelmiszerekbe bekeriild anyagok részletes
toxikologiai vizsgalatara, mert komoly veszélyeket jelenthetnek mind a
fogyasztokra, mind pedig a kdrnyezetre.

5.3 Javaslatok

e Az EBA péld4jabol jol latszik, hogy a kevés rendelkezésre allo adat
ellenére forgalomba keriilhetnek bizonyos vegyiiletek, melyek
artalmasak lehetnek az emberi egészségre és a kornyezetre, ezért
javaslom tovabbi vizsgalatat mas tesztszervezeteken, valamint tovabbi
viztisztitasi melléktermékvegytiletek és ¢lelmiszeripari
adalékanyagok komplex toxikologiai vizsgalatat akut, szubkronikus és
krénikus vizsgalatokban.

e Mivel a 72 hpf embridk farka hati irinyban elgdrbiilt minden 100 mg/1
feletti kezelési koncentracio esetén, igy felmertilt annak a lehetdsége,
hogy a DFA 0sztrogénszerli hatdssal rendelkezik, hiszen ezt a
rendellenességet mar mas szerzOk is leirtdk bizonyitottan
Osztrogénhatdsi anyagok esetén. A farok gorbiilete hasonlosagot
mutat a heart and soul (has) mutans egyedek fenotipusaval, mely az
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aPKC gén muticidjanak vizsgalatara specifikus morpholino
oligonukleotid alkalmazisat javaslom. Az anyag esetleges
Osztrogénszerli hatdsainak vizsgalatira pedig alkalmas lehet a
Tg(vtgl:mCherry) 6sztrogén érzékeny, majtranszgenikus zebradanio
vonal.

A microarray vizsgalatom alapjan, melybdl kideriilt, hogy az EBA
potencialis DNS-kérosit6 hatassal rendelkezik, hiszen szdmos, DNS-
javitdo mechanizmusokkal kapcsolatos gén expresszidjat noveli.
Tovabba szamos sejtosztddassal kapcsolatos gén expresszidjat
csOkkenti, mely arra enged kovetkeztetni, hogy negativan befolyésolja
sejtosztodast, ezaltal a regeneracids képességet. Ezeket a feltevéseket
klasszikus modszerekkel (comet assay, mikronukleusz assay és
farokregeneracios vizsgalat) sikeriilt alatdimasztani, am a folyamatok
behatobb tanulmanyozasara a FISH-comet assay-t javaslom, mely a
comet assay és a fluoreszcens in situ hibridizaci6 kombinacioja, igy
pontosabb képet kaphatunk az anyag hatdsarol és az egyes gének
kifejez6désérdl.

A szakirodalmi adatok alapjan az EBA sejtszintli hatdsmechanizmusa
feltételezhetden hasonlit a benzaldehidére, igy hatassal lehet a GPx ¢és
GST antioxidans enzimekre. Javaslom az EBA oxidativ stresszre
gyakorolt hatdsanak vizsgalatat.
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