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1. JELOLESEK, ROVIDITESEK JEGYZEKE

3R

5-FU

abl

API

ASV

ATC kod

ATP

BAF

BaP

BBDR

BCF

bcl2

Ber-Abl

CA

CAS szam
CisP

cth
CYP3A4

Az allatkisérletek kivaltasara, a felhasznalt allatok szamanak
csokkentésére és az allati szenvedés minimalizalasara (Replacement-az
allatmodellek helyettesitése, Reducement-a kisérleti allatok szdmanak
csokkentése, Refinement-az allati szenvedés minimalizélasa) irdnyuld
stratégia

S-fluorouracil, antimetabolikus hatasu gyogyszer vegyiilet

Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1 gén

A gyogyszerkészitmények aktiv, kivant hatast kivalté komponense
(Active Pharmaceutical Ingredients)

A viz oxigén telitettségének kifejezésére szolgald, %-ban kifejezett
érték (Air Saturation Volume)

A gybgyszer vegyiiletek osztalyozasara kifejlesztett nemzetkozi
kodrendszer (Anatomical Therapeutic Chemical)

Adenizin-trifoszfat

Bioakkumuléciés faktor, egy adott vegyiilet az é161ényben és a
Factor)

Benzo(a)pirén

Biologiai alapt dozis-hatas modellezés (Biologically Based Dose-
Response Modelling)

Biokoncentracids faktor, egy adott vegyiilet az ¢161ényben és a vizben
B-cell lymphoma 2 gén

Fuziés onkogén, maga géntermék az Abelson tirozin-kindz gén (Abl) és a
,Breaking point” klaszter gén termékeinek fuzidjakor jon létre. Akronikus
mileod leukémia patogenezisében jatszik szerepet.

Koncentraci6é addicio (komplex anyagkeverékek
hatdsmechanizmusanak egyik form4aja - Concentration Addition)
,Chemical Abstracts Service” regisztracids szadm

Cisplatin, platina tartalmt antineoplasztikus hatasu gyogyszer
vegyiilet.

Cystathionine gamma-lyase gén

Citokrom P-450 2 szamu géncsalad, A alcsalad, 3 izoenzim
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Citokrom P-450 2 szamu géncsalad, A alcsalad, 5 izoenzim

Oldott szerves szénvegyliletek (Dissolved Organic Carbone)
Doublesex and mab-3 related transcription factor 1 gén
Dezoxiribonukleinsav (Dezoxyribonucleic acid)

A hal embridk koranak meghatarozasara szolgal és az ikra
termékenytiilésétdl eltelt napokat adja meg (day post fertilization)
dimetil-szulfoxid

Az a koncentracid, ami a vizsgalt populacid 10%-nal valt ki hatast
Félhatasos koncentracio, ami az a koncentracid, ami a populaci6é 50%-
nal valt ki hatést

Az endokrin rendszert megzavar6 vegyiiletek (Endocrine Disrupting
Compounds)

Eurdpai Gyogyszeriigyndkség (European Medicines Agency)

Az Amerikai Egyesiilt Allamok Kornyezetvédelmi Ugynoksége (United
States Environmental Protection Agency)

Eurdpiai Unid

Etoposide, topoizomeraz gatld gydgyszer vegyiilet

A kiindulési vagy sziilé generacid, tobb generacids vizsgalatokban
Az els6, mar a vizsgélt soran termékenyiilt ikrabol szarmazé
generacios tobb generacids vizsgalatokban

A masodik, mar a vizsgélat sordan termékenyiilt ikrabol szarmazd
generacios tobb generdcios vizsgalatokban
5-fluoro-2’-dezoxiuridine-5’monofoszfat

5-fluorouridin-5’-trifoszfat

A kiilonboz6 vegyiiletek halak korai életszakaszara kidolgozott
toxicitas vizsgalat (Fish Early-life Stage Test)

Halembrio toxicités teszt (Fish Embryo Toxicity Test)

Xenopus béka embridkon alkalmazott teratologiai teszt (Frog Embryo
Teratologenesis Assay Xenopus)

5fluoro-’2-dezoxiuridin-trifosztat

Mindségbiztositasi rendszer a jo laboratoriumi gyakorlatért (Good
Laboratory Practice)

Az ikra megtermékenyitését kovetd orak szama (hours post fertilization)
Fiiggetlen hatas (Independent Action) (komplex anyagkeverékek

hatasmechanizmusanak egyik forméja)
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ICsy Egy vegyiilet specialis bioldgiai utvonal gatlds hatékonysdganak
kifejezésére szolgaldo mutatd (Half Maximal Inhibitory Concentration).

IM Imatinib mesylate, egy protein-tirozinkinaz inhibitor hatast
antineoplasztikus farmakon.

kDA Kilodalton, atomi tomegegység (dalton) 1000-szeres mennyisége, nagy
molekuldk és fehérjék mértének leirasara szolgal.

LCy/LDy Az egyedek x%-anak pusztuldsat okozo6 koncentracio vagy dozis

LOEC A hatas kivaltasahoz sziikséges legalacsonyabb vizsgalt koncentracio

(Lowest Observed Effect Concentration)

log Kow Oktanol-viz megoszlasi koefficiens logaritmus értéke

MSZ EN ISO Jovahagyott magyar szabvany, a Nemzetkozi Szabvanyiigyi Testiilet
(International Organization for Standardization) altal 1étrehozott
szabvanyokra.

NIH Az Amerikai Egyesiilt Allamok Nemzeti Egészségiigyi Intézete

(National Institute of Health)

NOEC Az a legalacsonyabb vizsgalt koncentracid, ami a tesztszervezetekben
elvaltozast még nem okoz (No Observed Effect Concentration)

OECD Europai Gazdasagi Egylittmiikddési és Fejlesztési Szervezet (Organisation

for Economic Co-operation and Development)

PEC Becsiilt kornyezeti koncentracid (Predicted Environmental
Concentration)

pKA Savi disszociécios allando, egy sav oldatbeli erdsségének kvantitativ
mértéke.

POC Partikularis szerves szénvegyiiletek (Particular Organic Carbone)

ppm Megadja az adott komponens mennyiségét a rendszer millid (10% tomeg-,

térfogat-, vagy anyagmennyiség-egységeében, ugyanazon egységben (parts
per trillion)

Pt Platina

REACH Az Eurodpai Uni6 anyagok regisztracidjara, vizsgalatara, engedélyezésére
¢s korlatozéasara (Registration, Evaluation, Authorization and Restriction

of Chemicals) vonatkoz6 irdnyelve

RNS Ribonukleinsav (Ribonucleic acid)
rRNS Riboszomalis ribonukleinsav (Ribosomal ribonucleic acid)
rYES Osztrogén receptort kifejezd, dsztrogén hatas vizsgalatara kifejlesztett

¢élesztd-tesztrendszer (Recombinant Yeast Estrogen Screen)
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VICH Veterinary International Conference on harmonization, Az EU, Japan ¢€s az
Egyesiilt allamok k6zds programja az allatgyogyaszati készitmények
szabalyozasanak Osszehangoléasara.

XrceS X-ray repair cross-complementing protein 5 gén
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2. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

A kiilonboz6 gyogyszerek fogyasztasa ma mar a mindennapjaink részévé valt. Ezek a vegytiletek
fontos szerepet jatszanak az egészséglink megovasaban ¢€s egy magasabb életmindség
fenntartasaban. Varhatdan a gydgyszerek fogyasztasa a jovoben tovabb fog ndvekedni, részben a
human populacié globalis novekedése, részben az emberek hosszabb ¢lettartama miatt. A
fogyasztassal parhuzamosan pedig folyamatosan ndvekszik a kornyezetbe keriild
gyogyszerhatoanyagok mennyisége is.

Mivel gyogyszerhatdoanyagok sok helyen el6fordulnak, és folyamatosan jelen vannak a
kornyezetben, igy pszeudd perzisztens szennyezOknek nevezhetjilk Oket. Jelenlétik a
kornyezetben mar régdta ismert és erds bioldgiai hatassal rendelkezé vegyiiletek révén felmertilt
a kérdés: vajon milyen hatéssal lehetnek a vizekben és a talajban €16 szervezetekre és végso
soran rank, emberekre? Kordbban a gyogyszerhatdéanyagok kornyezetbe jutdsanak legfobb
forrdsai a gyogyszergyarak elfolyovizei voltak, ma mar lathatd, hogy az uj ,,zoldebb” gyartasi
technologidk jelentdsen csokkentették az innen szarmazd szennyezés mértékét. Sajnos azonban
az elfogyasztott és a testlinkbdl kiliriild, valamint az el nem fogyasztott és kidobott gyogyszerek
mind nagyobb mennyiségben keriilnek a kommundlis szennyvizekbe, illetve a
hulladéklerakokbol a talajba.

Az elsé vizsgaltok, még a 80-as, 90-es években a kémiai analitika eszkozeinek fejlddésével
elészor a kornyezeti koncentracidk meghatarozasara iranyultak, majd ezen informéciok
birtokdban kezdddtek el az okotoxikoldgiai, kockazatbecslési és kockazatkezelési vizsgalatok.
Az eddigi vizsgalatok ellenére azonban még mindig nagyon kevés informacié all rendelkezésre a
valos kockazat megismeréséhez és ez is leginkabb csak néhany gyogyszer vagy gyogyszer
csoportra terjed ki.

A farmakonok népes csoportjai koziil a természetes vizekbe jutott antineoplasztikus vegyiiletek
kornyezeti kockazatanak vizsgalata is néhany évtizedre tekint vissza. Ez 1d6 alatt elsdsorban a
kiilonb6zé hatdéanyagok jelenlétet mutattak ki korhazi €s kommunalis szennyvizekbdl, illetve
nanogrammos tartomanyban néhany, szennyvizeket befogadd természetes vizfolyasbol. Tobb
vegyiilet erdsen citotoxikus, genotoxikus vagy hormon héztartast zavar6 hatdsu, igy potencidlis
vesz€lyt jelentenek az él6lényekre és ennek kovetkezményei akdr populacid szinten is
megnyilvanulhatnak. A kornyezeti kockéazatbecslések alapjan azonban ezek a gydgyszerek
alacsony koncentraciojuk, illetve sok esetben a rovid felezési idejiilk miatt nem mindsiilnek
kockézatosnak.

A kornyezeti kockazatbecslési modellek elsésorban akut és egy-két honapos kronikus
vizsgalatokbol allnak, valamint kémiai analitikai stabilitas vizsgalatok eredményein alapszanak.

Tényleges hosszutavu teszteket nem alkalmaznak, habar egy gerinces modellen végzett teljes

5
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¢letciklus, vagy tobb generacios vizsgalat sokkal arnyaltabb képet adhatna az antineoplasztikus
hatasu gyodgyszerek tényleges kornyezeti kockéazatarol.

A hosszu tavu, akar tobbgeneracios 6kotoxikoldgiai vizsgéalatok fo gerinces modell szervezetei a
halak. Mint gerinces szervezetek, alkalmazasuk egyik f6 eldnye, 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 alkalmazasdnak masik fontos
elénye, hogy a kiilonbozé laboratoriumi tesztekben hasznalt fajok jol reprezentdljdk a
szennyezOanyagok akvakulturas rendszerekben tartott fajokra gyakorolt hatasat is. Ennek a
jelentésége kiillonosen fontos, mivel a togazdasagok sok esetben olyan vizbazisra épiilnek,
melyek befogaddi a kommundlis €s az ipari szennyvizeknek. Az abban megjelend
gyogyszerhatdbanyagok a termelés hatékonysagat is befolyasolhatjak, vagy akar a feldolgozott
allatok szoveteiben is megjelenhetnek. Habar ezek a xenobiotikumok mindig valamilyen keverék
form4jaban jelennek meg a vizekben, nagyon fontos megismerniink, hogy az egyes vegyiiletek
esetében kiilon-kiilon milyen hatasokkal kell szamolnunk a kornyezeti koncentracio
tartomanyokban.

A laboratériumi halmodellek koziil a zebradanid (Daino rerio) egyre elterjedtebben alanya
nemcsak az akut, de a hosszitavli 0kotoxikoldgiai vizsgalatoknak is. Mint lehetséges modell
szervezetet, a halakra kidolgozott OECD ¢s 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 kockazatbecslésének. A zebradanio
kifejlett egyedei és kiillondsen az embridk szerepe varhatéan tovabb fog néni a kiilonbozd
vegylletekre kiterjedd toxicitds vizsgalatokban az OECD 236 FET teszt protokoll 2013. évi
megjelenésével. Ezen tesztek mellett pedig a jovOben varhatdan egyre nagyobb hangstlyt fognak
kapni a teljes életciklus vizsgalatok nem csupan farmakonok, de mas bioldgiailag aktiv
vegyliletek tanulmanyozéasdban is. Jelenleg kidolgozott, tobbgeneracidos toxicitas vizsgalati
OECD protokoll medaka (Oryzias latipes) halfaj esetében érhetd el. Ez a protokoll kifejezetten
az EDC vegyiilet szaporodéasbiologiai hatasok vizsgélatara szolgél. Sziikség volna azonban olyan
atdolgozott modszerekre is, melyek mas végpontokra, vagy szub-letalis hatdsokra fokuszalnanak,
mint pl. a genotoxicitas.

Vizsgalataim soran négy kiilonb6z6é hatdsmechanizmust antineoplasztikus gydgyszerhatdéanyag
toxicitasat vizsgaltam zebradanié modellen. Munkam célja volt az 5-fluorouracil, a cisplatin, az
etoposide és az imatinib mesylate esetében is akut, szub-kronikus és kronikus kitettség mellett
vizsgalni a vegyliletek hatdsat az allatok embriondlis és posztembrionalis fejléddésre. Célom volt
meghatarozni az akut tesztek soran a vegyltiletek LCs, értékeit felndtt halakon €s embridkon is.

Vizsgalni kivantam ezen gyodgyszerek keverékeinek akut letalis hatasat zebradanié embridkon.
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Szub-kronikus kitettség sordan pedig az 5-FU ¢és az IM esetében kivantam tanulmanyozni a
vegyiiletek hatasat a zebradani6 korai életszakaszdban. Emellett pedig célom volt, kidolgozni
egy tesztet, mely segitségével tobb generdcion keresztiil tanulményozhattam az 5-fuorouracil és

az imatinib toxicitasat kdrnyezeti koncentraciohoz kozeli tartomanyban is.
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3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1 Gyogyszerek a természetes vizekben

Az emberiség lélekszamanak novekedésével és az életszinvonal, illetve az ezzel egyiitt jard
atlagéletkor emelkedésével folyamatosan n6 a gyodgyszer felhasznalas is (Kiimmerer 2010). Ez a
nagymennyiségii gyogyszerhatdoanyag pedig az alkalmazasuk utdn eredeti formajukban, vagy
metabolitként a kommunalis szennyvizekbe, vagy a fel nem hasznalt és a lejart szavatossaga
készitmények a kommunalis hulladékba keriilnek. Am nem csupan a humén
gyogyszerfogyasztds noveli a kornyezetbe kijutd vegyliletek mennyiségét, hanem az
allatgyogyaszati készitmények alkalmazasa, a modern mezdgazdasagi termelésben ugyancsak
elterjedt, sok esetben a hozam fokozasanak és a tenyésztés-technologianak az elengedhetetlen
eszkozei.

A human felhasznélasra szant készitményekbdl nagy mennyiségli farmakon €s azok metabolitja
kertil ki a gyogyszergyarakbol, a korhazakbol és a héztartadsokbol (Christensen 1998). Ezen
vegyiiletek jelentds része az ipari és a kommunalis szennyvizekkel jut kozvetve vagy kdzvetleniil
a természetes vizekbe, tovabba a kommunalis hulladéklerakokbol a talajba.

Az allatgyogyaszati készitmények specialis esetet képeznek, mivel ezek kdrnyezetbe jutasa joval
direktebben torténik, mint a human gyogyszerek esetében. Kiilondsen jo példa erre az
akvakulturaban és az extenziven tartott allatallomanyok gyogyszeres kezelésében hasznalt szerek
csoportja (Christensen 1998). Ezekben az esetekben a farmakonok és metabolitok a leeresztett
vizzel a befogado természetes vizfolyasba, mig az extenziv tartasu allatoknal a vizeletbdl és az
uriilékbol kozvetlentil a talajba keriilnek.

Az utobbi néhany évtizedben az egyre nagyobb tudomanyos figyelem mellett a kozvélemény
mind élénkebb érdeklddése is dvezi a természetben megjelend gydgyszerhatdbanyagokat és azok
negativ hatasait az 0koszisztémara. Az elmult 20-25 évben folyamatosan nétt az irodalomban
azon munkak szdma, melyek ezen szennyez6k mind nagyobb mennyiségli megjelenésére hivjak
fel a figyelmet. Ezek a vészjoslo hangok azonban nem kaptak tul nagy figyelmet egészen a 90-es
évek végéig, mikor is Velagaleti (1997), Halling-Serensen et al. (1998), Raloff (1998),
Christensen (1998), valamint Daughton és Ternes (1999) nagy hatasi munkai rad nem vilagitottak
a helyzet sulyossagéara. Ezért az utobbi idében kornyezeti analitikai €s Okotoxikologiai
vizsgélatok mellett a kdrnyezeti kockazat becslése €s a lehetséges megoldasok keresése is fontos
vizsgalati célla valt.

Maguk a gyodgyszerkészitmények egy vagy tobb API-t tartalmaznak, melyek mellett szdmos
segéd- ¢és vivOanyag, szerves ¢és szervetlen savak, szinezékek és egyéb anyagok is

megtalalhatoak. Ezek a hatéanyag stabilizdlasdban vagy ¢éppen a felszivodasanak
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megkonnyitésében jatszanak szerepet. A kisérdvegyiiletek, melyeknek mennyisége sokszor a
tobbszorose egy készitményben az aktiv hatéanyagnak, kornyezeti kockdzata nagyon kicsi, vagy
éppen egyaltalan nem jelentenek kockazatot az 0koszisztémara. Ennek elsddleges oka kémiai
struktarajukbol fakad, hiszen vagy a felszivodas soran lebomlanak, vagy a kdrnyezetbe kertilve
valnak veszélytelenné, esetleg olyan anyagok, melyek egyaltalan nem rendelkeznek biologiai
aktivitassal. Azt is meg kell ugyanakkor jegyezniink, hogy nagyon keveset tudni a kiséréanyagok
tényleges kornyezeti viselkedésérol és hatasukrodl, hiszen szinte kizarolag valamely hatéanyag
vonatkozasaban vizsgaljak ezeket (Kiimmerer 2010). Am mivel ezen anyagok igen nagy
mennyiségben juthatnak ki a kdrnyezetbe, mindenképpen érdemes volna legalabb a viz €s a
talajlako mikrobioldgia tarsuldsokra gyakorolt hatasukat felmérni, hiszen egyes baktérium vagy
gomba torzsek szamdara tapanyagforrast jelenthetnek, vagy éppen szelektiv toxikus hatasuk
befolyasolhatja a mikrobiom Osszetételét.

Az aktiv hatdanyagok kémiai szempontbdl igen valtozatosak. Sok vegyiilet példaul alacsony,
vagy neutralis pH kornyezetben egészen eltérden viselkedhet. Az alacsony disszocidcios
allandoval bir6 (pKa) molekuldk biologiai hozzaférhetdségét, vagy mas molekulakhoz vald
kotddeésiik affinitasat a pH jelentésen meghatarozza.

Gyakran a hatéanyag kémia struktirajaban végbemend jelentéktelennek tiind valtozas is jelentds
hatassal lehet a molekula szervezeti, vagy kornyezeti viselkedésére (Cunningham 2008). A
terapia soran elfogyasztott gydgyszerhatéanyagok jelentds részének kémiai szerkezete
megvaltozik az emberi és az allati szervezetben, melynek eredményeként egy molekulabol tobb
kiilonbozd szerkezetli metabolit is keletkezhet. Fontos kérdés, hogy mi torténik azokkal a
biotraszformacio II. fazisan atesett molekuldkkal, melyeken gliikkoronil, szulfat, metil vagy
glutation csoportjait a baktérium és gomba torzsek képesek eltdvolitani, aminek hatisara a
molekula Gjra aktivva valik (Kiimmerer 2010). Erre példa a gliikoronsavval konjugalddott
vegyiiletek, melyek a szennyvizben a bakteridlis aktivitds utan ujra szabad formdban jelenhetnek
meg (Kiimmerer 2010). Az elégyogyszerek, - mint a capacetabin, ami a 5-FU eldvegyiilete -
kilon kérdéskort alkotnak a gyogyszerhatoanyagok kornyezetben valdo viselkedésének
tanulméanyozasan beliil. Habar ezek a vegyiiletek az emberi sejtekben zajlo enzimatikus
folyamatok révén valnak aktiv vegyiiletté¢, azonban a kiliriilt el6gydgyszer a kdrnyezetben is
aktivalodhat a lebont6 szervezetek altal (Kiimmerer 2010, Straub 2010a).

A metabolitok a kiindulési vegytilettel egyiitt a kivalasztas soran lriilnek ki a szervezetbdl. Az
egyes vegyiiletek metabolizaciojanak mértéke igen valtozo, mig egyes antibiotikumok 95%-a
atalakul a szervezetben, masoknak csak 5%-aval torténik meg ugyanez. Egy Németorszagban
végzett felmérés szerint, a felhasznalt antibiotikumok 75%-a véltozatlanul, aktiv formajaban iriil

ki a szervezetbdl (Kiimmerer ¢és Henninger 2003). Nem meglepd hat, ha gyogyszer
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anyamolekuldk esetében is még mindig igen hianyosak az ismereteink a kornyezeti viselkedés €s
a kornyezeti kockézat tekintetében.

Egyre tobb olyan farmakon van, melyet valamilyen biotechnologiai eljarassal hoznak 1étre egy
természetes molekula megvaltoztatasaval (pl. egyes fehérjék, nukleinsavak, rekombinans human
inzulin). Straub (2010b) eredményei alapjan Ugy tlinik, hogy a legtobb ilyen vegyilet
metabolizalodik az emberi testben, vagy lebomlik a szennyvizben, igy szamottevd kockazatot az
aktiv molekula nem jelent a kornyezetre.

A mar kivalasztott kiinduldsi molekuldkat és a metabolitokat a kornyezetben szamos fizikai,
kémiai és bioldgia hatas éri, szamos biotikus ¢és abiotikus folyamaton mennek keresztiil, melyek
tovabbi valtozasokat eredményeznek a kémiai szerkezetiikben. A kornyezetben megjelend
gyogyszerhatdanyagok igy folyamatosan valtozhatnak a baktériumok és gombak anyagcsere
folyamatai révén (Haifl és Kiimmerer 2006, Groning et al. 2007, Trautwein et al. 2008). A
biotikus tényezOk koziil a gombdk szerepe elsdsorban a talajban zajlo folyamatokban a
hangstlyosabb. A tengerekben, felszini és felszin alatti vizekben, valamint a szennyvizekben
elsdsorban a baktériumok végzik a bontas legnagyobb részét. Ennek mértéke és sebessége persze
fligg a baktériumok szamatdl és a torzsétdl, illetve a hdmérséklettdl is (Kiimmerer 2010). Az
abiotikus tényezOk koziil a napsugarzéds, az iondsszetétel €s a hOmérséklet, valamint a pH
Osszetételére is (Dalrymple et al. 2007). A kornyezeti tényezokon kiviil a kiilonbozd
szennyvizkezelés soran végbemend folyamatok is, mint az oxidacid, hidrolizis és a fotolizis
tovabbi  strukturalis  valtozasokat okozhatnak a  gyogyszerhatéanyagokban, illetve
metabolitjaikon (Ravina et al. 2002, Ziihlke et al. 2004, Lee et al. 2007, Pérez-Estrada et al.
2007, Méndez-Arriaga et al. 2008). Az igy létrejott vegyiiletek egészen 11j tulajdonsagokkal
rendelkezhetnek, tehat megismerésiik a kdrnyezet- €s a humén egészség szempontjabol is fontos
kérdést jelent. Sok esetben a keletkezett metabolitok toxicitdsa kisebb, mint a kiindulasi
vegylleteké, azonban ez nincs mindig igy. Kiilondsen j6 példa erre az eldgyogyszerek csoportja,
melyekbdl nagyon sokszor a fotolizis és az oxidacid révén mutagén és erdsen toxikus hatdsu
vegyliletek keletkezhetnek (Isidori et al. 2005a, DellaGreca et al. 2007, Isidori et al. 2007, Lee et
al. 2007, Calza et al. 2008, Méndez-Arriaga et al. 2008).

Az anya, vagy €pp a metabolit molekuldk eltavolitasanak legfébb modja a kornyezetbdl a
vegyiiletek megkdtése (melyre jo példa a tetraciklin €s a quinolene antibiotikumok csoportja) és
(bio)degradacigja (Golet et al. 2002). A degradacids folyamatok koziil az el6zé bekezdésben méar
emlitett hidrolizis és a fotolizis a két legjelentdsebb, mely egyarant lezajlik a felszini vizekben és
fontos eleme a szennyviztisztitasi technologidknak is. A molekulak megkotddése egyrészt

csokkenti azok eloszlasadt a viztestben, masrészt pedig ugyancsak csokkentik a vegyiilet
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hozzaférhetoségét az ¢lolények szdmara (Kiimmerer 2010). Az apolaros és polaros vegyliletek
egyarant kotddhetnek -bar kiilonb6z6 mértékben- az oldott szerves molekulakhoz (DOC), mint
példaul a huminsavakhoz, vagy a szuszpendalt szerves anyagokhoz (POC). Mindkét esetben a
molekula elveszti aktivitasat, ugyanakkor a kimutathatosadga is csokken az analitikai mérések
soran. A megkotott oldott vegyliletek nagy affinitdssal diffundalnak aztdn biofilmekbe
(Kiimmerer 2010). Maskaoui és Zhou (2010) vizsgalatai ramutattak arra, hogy az édesvizekben
talalhatd kolloidok milyen fontos szerepet jatszanak a kiillonb6z6 gydgyszer molekuldk
megkotésében. A kotott formaban jelenlévd mar inaktiv vegyliletek koncentracioja igy akar a
tobbszorose is lehet a szabadon 1évé molekuldknak és jelentdsen befolyasoljak a felvehetdség,
valamint a bioakkumulacié mértékét (Maskaoui és Zhou 2010).

A kiilonbozo, aktiv gyogyszerhatdbanyagokat mar szamos helyen kimutattdk, mint korhazi
elfolyovizekben, hulladék lerakokban, kommundlis szennyviziszapban, de felszini és felszin
alatti vizekben, tengerekben és ivovizben is (Daughton és Ternes 1999, Kiimmerer 2001,
Heberer 2002, Kiimmerer 2009a). Megfigyelhetd tovabbd egy erds szezonalitds is a
szennyviziszapban, illetve a tisztitott szennyvizekben megjelend vegyiiletekben (Alexy et al.
2006, Loraine és Pettigrove 2006). Szdmos human- és allatgydgyaszatban alkalmazott farmakont
megtalaltak sarkvidéki vizekben is (Kallenborn et al. 2008), igy lathato, hogy a vizek érintettsége
nem csupan az ember altal striin lakott Gvezetekre terjed ki. Legtobbszor ezen vegyiiletek
mennyisége a felszini vizekben csupan ng/l és pg/l tartomanyban mutathat6 ki. Néhany esetben
még egyes pszichoaktiv és hallucinogén drogok (amfetaminok, metadon, kokain és ezek
metabolitjai stb.) jelenlétét is sikeriilt kimutatni a kommunélis szennyvizekbdl (Zuccato et al.
2005b, Boleda et al. 2007).

A vizekbe kerild gyodgyszerhatdanyagok €s metabolitjaik kornyezeti kockazatardl egyre tobb
adat all rendelkezésre, &m még mindig sok teriilet van, ahol hidnyosak az ismereteink, mint
példaul a hosszl tavon, populacid szintjén megjelend kdvetkezmények. Emellett pedig meg kell
emliteni, hogy a kornyezetben mindig keverékként jelen 1évo vegyiiletek koncentracidja térben is
1d6ben is eltérd, ami tovabb neheziti a pontos kockdzat megismerését. A keverék egyes elemet
pedig hatassal lehetnek a masik felszivodasara, vagy éppen a bioldgiai hatds megnyilvanuldsara.
Ezeknek a kapcsolatoknak a megismerése pedig tovabbi fontos témadja kell, hogy legyen a

kornyezeti kockazat felmérésének.

3.2 A kiilonbozo gyogyszerek kornyezet-egészségiigyi kockdzatai

A kornyezetbe keriild gyogyszermolekuldk emberi egészségre gyakorolt kockazata sokkal
inkdbb kornyezet higiéniai, mint toxikoldgiai kérdés (Jones et al. 2004). Bar vannak kivételek is,

mit példaul azok a hormon hatasti anyagok (EDC) és hormonok, melyek aktivitasuk okén nagy
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affinitassal kotédnek a receptorokhoz és ezzel okoznak zavarokat az endokrin folyamatokban
(Lange et al. 2001, Kidd et al. 2007, Hannah et al. 2009). A hormon hatast vegyiiletek mellett az
dozisban lehetséges rakkelto hatasa (Lien és Ou 1985). Ugyancsak ismert az egyes kornyezetben
megjelend antibiotikumoknak a human egészségre gyakorolt kozvetett hatdsa. Ezen
vegyiileteknek nagy szerepe van az antibiotikumrezisztens baktérium torzsek kialakuldsdban
(Kiimmerer 2009b).

Ha a human kitettség oldalarol vizsgaljuk meg a vizekben, igy az ivovizben is megjelend
gyogyszer hatdoanyagok kérdését, lathatjuk, hogy még 2 literes napi és 70 €vig tartd fogyasztassal
sem érjik el a terdpids dozist. Nem szabad viszont elfelejteni, hogy a rovid vagy hosszatavi
terapias adagolds esetében meghatarozott mellékhatasok €s egyéb tlinetek nem egyértelmiien
hogy ezek a hatdsok nem ugyanolyanok egy egészséges felndtt, egy magzat, egy csecsend vagy
egy idds ember esetében. Egy masik jelentds probléma, hogy a vizekben minden esetben valtozo
aranyban ¢s Osszetételben, keverékként vannak jelen a kiilonb6z6 anyagok (Kiimmerer 2010).
Ezek miatt mind a mai napig megoldatlan kérdése a toxikoldgianak, az 6kotoxikologidnak és az
epidemiologidnak a kiilonb6zd nagy, terdpids dozisi és rovid tavu tesztekbdl szadrmazod
eredmények extrapoldldsa az ivovizzel tortént kis dozist, viszont hossz tavh Kkitettségre.
Ugyancsak mindezidaig megoldatlan kérdés a gyerekek, a terhes nék és az idések esetében a
kockézat meghatarozésa, hiszen a legtobbszor nem 6k a hagyomanyos kockéazat felmérés alanyai

(Collier 2007, Kiimmerer és Al-Ahmad 2010).

3.3 Kiilonbozo gyogyszerek a kornyezetben

A kiilonbozd aktiv gyogyszerhatéanyagoknak az Okoszisztémara gyakorolt hatisarol szerzett
tudasunk folyamatosan nd, azonban még mindig igen hianyosak az ismereteink (Fent et al. 2006)
€s ez sajnos az elmult 10 évben sem valtozott. Baktérium (Bacteria), alga (Viridiplantae ¢€s
Cyanobacteria) és vizibolha (Daphnia sp.), valamint halfajok (Pisces) esetében is bizonyitottak
mar, hogy alacsony koncentracio mellett a hosszl tdvu kitettség hatdssal van a vizi szervezetekre
(Liitzheft et al. 1999, Yamashita et al. 2006). A diclofenac esetében példaul a szennyvizekben
mért koncentracié nagyon kozel van a kronikus kitettség mellett megfigyelt toxicitas szintjéhez
(Schwaiger et al. 2004, Hoeger et al. 2005, Triebskorn et al. 2007). A propranolol és a fluoxetin
esetében pedig a szennyvizkezeldk elfolyd vizeiben mért maximalis koncentracido megkdzelitette
a kronikus toxicitasi szintet is (Fent et al. 2006). A felszini vizekben a kiilonb6z6 gyogyszerek
koncentracidja alacsonyabb, mint a fenti vizsgalatokban mért értékek, azonban ez még mindig

kockazatot jelent. A tényleges, terepi Okotoxikologiai vizsgdlatok szama alacsony, habar ezek
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adhatjak a legjobb képet a felszini vizek allapotarol (Fent et al. 2006). A laborkoriilmények
kozott végzett kronikus vizsgalatok bar fontosak a hatdsmechanizmusok megértése végett,

sokszor azonban ezek az Osszefiiggések nem mindig igazolhatdk az 6koszisztéma szintjén.

3.3.1 Hormonkészitmények a kérnyezetben

A szteroid vegyiiletek voltak az elsdk, melyeket kimutattak az elfolyd szennyvizekben (Aherne
¢s Briggs 1989, Shore et al. 1993) és igy ezek kaptak és kapjak mind a mai napig az egyik
legnagyobb figyelmet az Okotoxikoldgia teriiletén. Az Osztrogén hatastt készitményeket,
elsésorban szintetikus xenodsztrogéneket, igen elterjedten hasznaljak az Osztrogén terapidk
sordn, illetve fogamzasgatld szerek hatoanyagaként, de igen jelentds az dallatgydgyaszati
felhasznalasuk is (Daughton és Ternes 1999). A fogamzasgatlokban alkalmazott 17a-0sztradiolt
ugyan csak 7 ng/l-nél kisebb koncentracioban mutattdk ki Desbrow et al. (1998)
szennyviztisztitok elfolyovizében, azonban feltételezhetden a més 6sztrogén vegyiiletekkel, mint
a 17B-0sztradiol és az Osztron egyiittesen feleldsek a him halak vitellogenin termeléséért.
Halpopulaciok esetében elészor a 80-as évek kozepén figyelték meg az ivareltolodast
szennyvizekkel terhelt lagindkban (Routledge et al. 1998). Az 6sztrogén szarmazékok hatasanak
vizsgalata a vizi szervezetek reprodukcios képességeire és a populaciok szerkezetére a mai napig
egy fontos kutatasi teriilet (Kidd et al. 2007, Vajda et al. 2008, Wedekind 2014). Természetesen
nem csak Osztrogén hatasu hormon készitmények keriilnek a vizekbe, azonban az androgén,
illetve a tiroxin szdrmazékokrdl joval kevesebb ismerettel rendelkeziink. ElImondhaté azonban,
hogy szteroid tipusu gydgyszerhatdanyagok erdsen zsiroldékonyak, ezért jol kotddnek
szennyvizekben 1év0 szerves vegyiiletekhez. Emiatt egy jelentds résziik megkotddik a szennyviz
kezelés soran és kotott forméaban az iszapba keriil. Azonban még az elfoly6 vizekben megjelend
alacsony koncentracio mellett is képesek ezek az anyagok jelentds élettani hatdsokat kivaltani a

vizi szervezetekben.

3.3.2 Antibiotikumok a kérnyezetben

Az 0sszes gyogyszer csoport koziil talan az antibotikumok kdrnyezetben valdo megjelenése kapta
a legtobb figyelmet az elmult években. Ezek a vegyliletek tobb forrasbol is a kdrnyezetbe
keriilhetnek és a human gyoégyszereken tul, az allatgydgyaszatbol, az allattenyésztés soran
felhasznalt és az akvakulturaban alkalmazott készitmények jelentik a legfébb szennyezdket. Egy
vizsgalat sordan koérhazi elfolyo vizekben az ismerten DNS karositd fluoroquinolon-t és 3-87 pg/I-
es koncentracioban ciprofloxacint taldltak (Hartmann et al. 1998). Még a 90-es évek végén

Hirsch et al. (1999) németorszagi elfolyd szennyvizekben, felszini és felszin alatti vizekben
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Osszesen 18 antibiotikumot mutatott ki, melyek kozott macrolid, szulfonamid, penicillin és
tetraciklin vegyiiletek is megtalalhatoak voltak. A penicillinek (konnyen hidrolizal) és a
tetraciklinek (nagy affinitassal kotédik a kalciumhoz és mas kationokhoz) kivételével a tobbi
vegylletcsoport mikrogrammos mennyiségben volt megtalalhaté. Ezek a molekuldk toxikus
hatasukon tul sokkal sulyosabb problémakat okoznak az antibiotikum rezisztens baktérium
torzsek megjelenésével. Szennyviztisztitd telepeken tal, mar taldltak rezisztens baktériumokat
példaul Vietnamban csatorndkban és tavakban is (Hoa et al. 2011, Bouki et al. 2013). A
haltenyésztéssel foglalkozok szamdara ez kiilondsen nagy probléma, hiszen a kérokozok
rezisztens¢ valhatnak, mint ahogy ezt Hatha et al. (2005) megfigyelték Aeromonas torzsek
esetében.

A kiilonboz6 antibiotikumok oOkotoxikologiai vizsgalata soran szamos eredmény sziiletett az
antibiotikumok nem célszervezetekre gyakorolt hatasarol, &m ezek a vizsgalatok tobbsége nem a
kornyezeti koncentracidkkal vagy mintdkkal késziilt. Andreozzi et al. (2004) az amoxicillin
toxicitasat vizsgaltak kiilonbozo alga fajokon a kornyezeti mintdk biotikus és abiotikus
degradacios folyamatai figyelembevétele mellett. Eredményeik alapjan lathatéo volt, hogy a
Pseudokirkneriella subcapitata, Closterium ehrenbergii (zoldalga) és a Cyclotella meneghiniana
(kovaalga) fajok szamdra a kornyezeti koncentraciok mellett az amoxicillin nem bizonyult
kockazatosnak, mig a Synechococcus leopolensis cianobaktériumra igen. Az erythromycin,
exytetracyclin, sulfamethoxazole, ofloxacin, lincomycin és clarithromycin esetében algakon,
kerekesférgeken (Rotifera) és vizibolhdkon végzett vizsgalatok soran a makrolid antibiotikumok
bizonyultak a legkockazatosabbnak a vizi szervezetekre (Isidori et al. 2005b). A
fluoroquinolonokon végzett tesztek nagy vizibolhan (Daphnia magna) (48 Ooras kitettség) a
talélés, mig a thzcsellén (Pimephales promelas) (7 napos kitettség) a tulélés és a novekedés
tekintetében kis mértékll toxicitdst mutattak még a 10 mg/l-es koncentracioban is (NOEC).
Ugyanakkor a halak szaraz testtomege szignifikansan nagyobb volt a 10 mg/l-el ciprofloxacin-al,
levofloxacin-al és ofloxacin-el kezelt egyedeknél, mint a kontroll csoportnal (Robinson et al.
2005). Eredményeik alapjan az 1 pg/l- ben a vizsgalat vegyiiletekre meghatarozott kornyezeti
koncentraci6 egyediil a M. aeruginosa cianobaktérium faj szamara jelent kornyezeti kockazatot,
ellenben ezen vegyiiletek szelektiv toxicitdsa komolyan befolyasolhatja a vizi Okoszisztéma

fajstruktarajat.

3.3.3 Koleszterinszint csdkkentd gyogyszerek a kornyezetben

A klofibrat az egyik leggyakoribb koleszterinszint csokkentd gyogyszer, igy ez egyike volt a
legelsOként szennyvizekbdl kimutatott vegylileteknek (Stan ¢és Heberer 1997) is. Aktiv

metabolitjdnak, a klofibrin savnak a kémiaszerkezete nagy hasonlosdgot mutat a herbicidként
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alkalmazott mecoprop-al, ezért kiilondsen nagy figyelem Ovezte a kornyezetanalitikai
vizsgalatokban (Daughton és Ternes 1999). Heberer et al. (1998) a berlini vizeket vizsgalva 10
¢s 165 ng/l-es koncentracioban mutattdk ki a vezetékes ivovizbdl a klofibrin savat. Ugyancsak
Heberer és Stan (1997) szennyviztisztitdo telepek utan gyijtott felszini vizmintakban 4 pg/l
koncentracioban mutatta ki a klofibrin savat, mig vezetékes viz esetében 270 ng/l mértek. Ezek
alapjan lathatd, hogy a legtobb szennyviztisztitasi technologia nem képes eliminalni a klofibrat
metabolitjat.

Svajci, vidéki és varosok melletti tavakbol gytijtott vizmintakban 1-9 ng/l koncentracidban
mutattak ki klofibrin savat, mig ugyanezekben a vizekben a mecoprop mennyisége 8-45 ng/l volt
(Buser et al. 1998a). Mikor a hegyekben talalhato tavak vizmintdjat vizsgaltak, a kimutatasi
hatarértéken sem tudtak igazolni a két anyag jelenlétét, igy kizarhat6é az atmoszféran keresztiili
szennyez6dés lehetésége ezeknél a vegyiileteknél. Ugyanebben a vizsgalatsorozatban az Eszaki-
tengerbdl vett mintdk vizsgélatkor 7,8 ng/l-es koncentracidoban mutattak ki a klofibrin savat és
valamivel alacsonyabb 2,7 ng/l-es mennyiségben a mecoprot.

Stumpf et al. (1999) Brazilidban gyiijtott vizmintdkban a klofibrin/fenofibrat, bezafibrate és a
gemfibrozin esetében az eliminacid mértékét 6-50% kozott hatdroztak meg. Ez alapjan lathato,
hogy még tropusi égovon is igen kismértékli ezen vegyliletek bomldsa. Az igen perzisztens
gyogyszermolekuldk terapids dozisa sokszor grammos napi bevitelt ir eld, igy igen nagy
mennyiségben keriilnek ezek a vegyiiletek a kommunalis szennyvizekbe.

Mivel nagy mennyiségben hasznaljak ezeket a perzisztens vegyiileteket, ezért kiilondsen fontos
megismerni a vizi szervezetekre gyakorolt hatdsukat. Pontyféléken (Cyprinidae) végzett
vizsgalatokban 100 pg/l-es Kkitettség mellett a vérplazma biokémiai és 1onregulacios
paramétereiben talaltak szignifikdns valtozasokat a klofibrinnel kezelt csoportoknal (Saravanan
et al. 2011, Saravanan és Ramesh 2013, Saravanan et al. 2014). Szunyogirtd fogasponty
(Gambusia holbrooki) vizsgalatakor 295 pg/l-es kronikus kitettség mellett a himek
testtomegének szignifikdns csokkenését figyelték meg (Nunes et al. 2004).

3.3.4 Nem-opioid fajdalomcsillapitok €s nem-szteroid gyulladascsokkentdk a kdrnyezetben

A fajdalomesillapitok és a gyulladascsokkentdk piacén a felhaszndlas tekintetében igen eldkeld
helyen allnak a nem-opioid fajdalomcsillapitok és a nem-szteroid gyulladdscsokkentdok. A nagy
mennyiségli felhasznalds f6 oka, hogy ezen hatéanyagok szamos, nem vénykoteles
készitményben megtalalhatoak, igy a kommunalis szennyvizekkel is jelentds mennyiségben
keriilnek ki a kornyezetbe. Ternes (1998) vizsgalatai sordn szennyviztelepek elfolyovizeiben
keresett diclofenacot, indometacint, ibuprofent, naproxent, ketoprofent €s a fenazont, és mind a 6

hatoanyag esetében 1 pg/l-et maghaladd mennyiségben taldlta meg Oket. A ketoprofen
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kivételével pedig ezek a vegyiiletek a felszini vizekben is kimutathatéak voltak, igaz tobb
nagysagrenddel kisebb mennyiségben.

A Berlin kornyéki vizek vizsgalatakor Heberer et al. (1998) altal végzett analizisekben a
klofibrat mellett a leggyakrabban kimutatott gyogyszerhatéanyagok a nem-szteroid
gyulladascsokkentdk (ibuprofen, a diclofenac és a proifenazon) voltak. Az ibuprofen és a
diclofenac pedig a felszini vizekben €s az ivovizben is kimutathato volt. A diclofenac esetében
(Buser et al. 1998b) kimutattdk, hogy bar a szennyviztisztitds soran az eliminacido mértéke alig
volt 50%, addig felszini vizekben a befolyonal a mért 11-310 ng/l-es koncentracio 1-12 ng/l-re
csokkent rovid idoén beliil, melynek legfobb oka feltételezhetden a fotodegradacid. Az ibuprofen
vizsgalatakor a szennyviztisztitoba befolyd vizben mért 1-1,3 pg/l-es koncentracio a kifolyasi
pontndl mar csak néhany ng/l volt, ami a vegyiilet kisebb stabilitdsdt mutatja a tisztitasi
technoldgia sordn (Buser et al. 1999).

Az Elba vizgyljtdjéhez tartozo felszini vizekbdl vett mintdkban cseh kutatok maximalis
koncentracioként az ibuprofennél 3210 ng/l-t, diclofenacnal és a ketoprofenél 1080 ng/l-t és
929,8 ng/l-t mutattak ki. Ilyen magas, éldvizekben mért értékek mellett nem meglepd, ha vizi
szervezetekben is megjelennek ezek a gyodgyszerhatdbanyagok. Brozinski et al. (2013)
kommunalis szennyvizzel terhelt kis folyobdl szdrmazo dévérkeszegek (Abramis brama) és
bodorkak (Rutilus rutilus) epéjében mutatta ki az diclofenacot, naproxant és az ibuprofent 6-95
ng/ml, 6 -32 ng/ml és 16-34 ng/ml, illetve 44-148 ng/ml, 11-103 ng ml és 15-26 ng/ml

mennyiségben.

3.3.5 Béta-receptor blokkolok a kdrnyezetben

A béta-receptor blokkolokat tobbek kozott kiillonbozd szivritmuszavarok és magas vérnyomas
kezelésére alkalmazzak, mely tlinetek a nyugati tarsadalom egyre nagyobb hanyadat érintik.
Eppen ezért a kommunalis szennyvizekben is novekszik ezeknek a szereknek a mennyisége.
Huggett et al. (2003) mérései soran a szennyviz mintakbol 1,9 pg/l-es koncentracioban mutattak
ki a propranololt, valamint a mintdk t6bb mint 70%-ban a metoprolol és a nadolol is kimutathato
volt t6bb mint 1,2 pg/l és 0,36 pg/l-es koncentraciokban. Az olaszorszagi Lambro folydban
pedig az atenolol jelenlétét 241 ng/l-es mennyiségben igazoltdk (Zuccato et al. 2005a).

A propranolol ¢és a metoprolol vizi szervezetekre gyakorolt hatdsat Huggett et al. (2002)
vizsgaltak, mely sordn 48 6rés kitettség soran meghatarozott LCsg érték nagy vizibolha esetében
1,6 és 63,9 mg/l volt. Ceriodaphnia dubia-n végzett akut teszt esetében az LCsg értéke 0,85 és
8,8 mg/l volt. Medakan végzett 4 hetes reprodukcios vizsgalat soran pedig a 0,5 pg/l-es
koncentracional igazolhatéan csokkent a lerakott ikrdk szdma, valamint a larvak kelési aranya

(Huggett et al. 2002).

16



10.14751/SZIE.2018.003

3.3.6 Antidepresszansok a kdrnyezetben

A szelektiv szerotonin-ujrafelvételt gatldo hatasu vegyiiletek az egyik legfontosabb csoportja az
antidepresszansoknak, melyek kézé a Prozac, a Zoloft, a Luvox, a Cipralex és a Paxil
hatoanyaga is tartozik. Ezek a legelterjedtebben ¢és leggyakrabban hasznalt gyogyszerek kozé
tartoznak (Daughton és Ternes 1999). Kolpin et al. (2002) az Egyesiilt Allamokban 139
vizfolyast vizsgaltak meg és ezeknek csupan 1,2%-ban mutattdk ki a fluoxetin. Egy maésik
vizsgalatban 0,62 pg/l-es koncentracioban mutattak ki a citalopramot olyan vizekben, melyekbe
korhazbol szarmazoé tisztitott szennyviz 6mlott (atlagos mennyisége 0,01 pg/l volt)(Vasskog et
al. 2008). A vizekbe jutott fluoxetin jelentds része a kommundlis szennyvizekbdl szarmazik,
mivel az emberi szervezetbdl a 11%-a a felvett mennyiségnek kiiiriil és 7%-a aktiv metabolitként
tavozik (DeVane 1999). A kornyezetbe keriilt fluoxetin igen stabil, mivel rezisztens a
fotokatalizissel és a hidrolizissel szemben (Kwon és Armbrust 2006).

Az antidepresszansokkal foglalkoz6 irodalomban elsésorban a fluoxentinhez kapcsoldddan
talalhatok adatok a nem cél szervezetekre gyakorolt kiillonbozé élettani hatasokrol.
Véndorkagyld (Dreissena polymorpha) esetében megfigyelték, hogy néhdny mikrogrammos
koncentracioban is indukdlja az allatok ivartermékének leadasat, valamint az oocytak érését
(Fong 1998). Halak esetében bizonyitottdk a vegyiilet szaporodasbioldgiai hatdsat, ¢ mellet
befolyasolja az allatok viselkedését is (Mennigen et al. 2011).

3.3.7 Antiepileptikumok a kdrnyezetben

Az antiepileptikumok ko6ziil a karmamazepin fordul el leggyakrabban a szennyvizekben és a
felszini vizekben (Daughton €s Ternes 1999). Tixier et al. (2003) svdjci szennyviztelepek elfolyd
vizeiben és a befogadd folyobol gylijtott mintdkban vizsgaltdk tobb gydgyszer jenlétét. Az
értekelés sordn 0,95 pg/l-es atlagos koncentracioban mutattdk ki a karmamzepint a
szennyviztelepek elfolyoiban. Vizsgalatukban megallapitottdk tovabba, hogy a vegyllet
meglehetésen perzisztens a felszini vizekben. A karmamzepin perzisztencidjat ¢€s
bioakkumulécios képességét bizonyitja az a vizsgélatsorozat is, melyben labor koriilmények
(Garcia et al. 2012). Az eredmények alapjan a halak fehérizom szévetében €s méjaban 1,9 €s 4,6,
valamint 1,8 és 1,5 biokoncentracios faktor értéket (BCF) kaptak. Eredményeiket dsszevetették
terepi vizsgalatokkal is, ahol nilusi tilapiabol (Oreochromis niloticus) szarmazd mintakban is

hasonlo6 bioakkumulacids faktor (BAF) értékeket kaptak (2,5-3,8).
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A karbamazepin teratogén hatdsanak vizsgalatakor zebraddni6 embriok csokkent novekedését
tapasztaltdk 30,6 mg/l-es koncentracié felett (van den Brandhof és Montforts 2010) és
megallapitottak, hogy az embridkon megjelend deformitdsok nagyban hasonlitanak a

patkanyokon (Rattus norvegicus) leirt teratogén hatasokra.

3.3.8 Kontraszt anyagok a kornyezetben

A diagnosztikai képalkotds soran hasznalt kontraszt vegyiiletek bar nem tekinthetdéek aktiv
hatéanyagnak, azonban nagy mennyiségli korhazi hasznalata miatt, mindenképpen indokoltnak
tartottam megemliteni ezt a csoportot.

A rontgenes képalkotds soran a lagy szovetek jeldlésére altaldban valamilyen jodozott aromas
vegyiiletet hasznalnak, mint a diatrizoat és iopromid. Ezen vegyiiletekbdl az éves felhasznalas
vildgviszonylatban meghaladja a 3000 tonnat (Kalsch 1999). Vizes kornyezetben ezek a
vegyiiletek igen perzisztensek €s a szennyvizkezelési eljarasok sordn sem transzformalodnak.
Szennyvizkifolyokbol gyiijtott mintdkban Ternes és Hirsch (2000) 15 pg/l-es koncentracioban
mutatta ki az iopamidolt és 11 pg/l volt az iopromid mennyisége. Egy Frankfurt melletti
szennyviztisztito telepen tovabbi két kontraszt anyagot, a diatrizoatot és az iomeprol-t mutattak
ki 8,7 pg/l-es mennyiségben. Felszini vizek vizsgalatakor 49 pg/l volt a medidn értéke az
iopamidol-nak és 0,23 pg/l a diatrizoat-nak. A talajviz esetében a jodozott kontraszt vegyiiletek
maximalis koncentracioja elérte a 2,4 pg/l-t.

A nagy mennyiségben tortént felhasznalds mellett meg kell emliteni, hogy ezek a vegytiletek
nagyon gyengén metabolizdlodnak az emberi szervezetben és tobb mint 95%-a a kiindulasi
molekulénak kiiiriil a szervezetbdl, azonban gyakorlatilag nincs bioakkumulaciés potencidljuk €s
toxicitasuk is nagyon alacsony (Steger-Hartmann et al. 1998).

Az iohexol, iotrolan, diatrizaot és az iopromide akut toxicitds vizsgalatok soran Steger-Hartmann
et al. (1998) sem baktériumok (Vibrio fisheri), sem algak (Scenedesmus subspicatus), sem pedig
vizibolhdk esetében nem tapasztaltak mérgezd hatast. A zebradanion és jaszkeszegen (Leuciscus
idus melanotus) végzett akut teszteknél még tobb mint 10 mg/l-es koncentracié mellett sem volt

lathato hatasa a kezelésnek.

3.3.9 Antineoplasztikus vegyiiletek a kdrnyezetben

Antineoplasztikus vegyiileteket eldszor az 1970-es években mutattak ki kdérnyezeti mintakbol
(Hignite és Azarnoff 1977). Az azota eltelt évtizedek alatt sajnos a rosszindulati daganatos
megbetegedések szama nott, igy a terapidban felhasznalt gydgyszermennyiség is emelkedett (Yin

et al. 2010, Besse et al. 2012). Manapsag mar nem csupan a koérhazakban van moéd a
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kemoterapids kezelésekre, hanem lehetéség van otthoni koriilmények kozott is bizonyos
gyogyszerek alkalmazasara, illetve a korhazi kezelések egy jelentds része is ambulansan torténik.
Ezaltal a daganatok kezelésében hasznélt szerek megjelentek a kommunalis szennyvizekben is.
Az igy kijutéd vegyiileteket pseudo-perzisztens anyagokként kell kezelni (Hernando et al. 2006),
habar néhany ilyen vegyiilet polaros €s igy a vizekben konnyen terjed, valamit akad koztiik
perzisztens molekula is (Kosjek és Heath 2011). Szamos molekula nem szelektiv alkilalo hatast
¢s akut, vagy kronikus kitettség mellett igazolt mutagén, karcinogén vagy teratogén hatasa is van
(Daughton ¢és Ternes 1999). Az oxazafoszforin vegyiileteket, ifosfamid és a ciklofoszfamid,
korhazi elfolyovizekben mikrogrammos mennyiségben tortént kimutatasat kovetden, fontos
kérdéssé valt, hogy ezek a bakteridlis lebontasnak ellendlld6 molekuldk milyen mértékben
bomlanak le a szennyvizkezelés sordn €s milyen mennyiségben juthatnak ki a kornyezetbe
(Steger-Hartmann et al. 1997). Steger-Hartmann et al. (1997) korhazi eredetli tisztitatlan
szennyviz esetében 143 ng/l-es koncentricidig tudtdk kimutatni a ciklofoszamidot, mig a
tisztitott szennyvizben a mennyisége 17 ng/l volt. Hasonlé eredményeket kaptak Kiimmerer et al.
(1997) az ifosfamid vizsgalatakor. A koérhazi szennyvizekben a vegyiilet becsiilt mennyisége
1,91 pg/l volt, mig a szennyviztisztitokba befolyo €s kifolyd viz szinte azonos, atlagosan 43 ng/l-
es koncentracidban tartalmazta a vegyiiletet. Eredményeik alapjan lathato volt, hogy az ifosfamid
esetében gyakorlatilag nem miikodnek a szennyviztisztitasi eljarasok. A mellrak kezelésére
hasznalt antiOsztrogén hatasi tamoxifent szennyviztelep elfolyd vizében 146 és 369 ng/l
koncentraci6 tartomanyok kozott mutattdk ki az Egyestilt Kirdlysagban (Roberts és Thomas
2006). Roberts és Thomas (2006) vizsgalatai alapjan a tamoxifen koncentracidja szinte alig
valtozott a szennyviztisztitas soran, igy a kifolydk betorkollasanal 27 és 212 ng/l k6zott mutattak
ki a vegyliletet. A citotoxikus hatasti bleomicin vizsgalatakor (Aherne et al. 1990) 17 ng/l
koncentracioig tudtdk a vegyliletet kimutatni tobb angliai folyobol. Ugyancsak tisztitott
szennyvizet befogadd svijci folydk vizmintdinak elemzésekor a capacetabin koncentracidja
0,15-0,17 ng/l kozott valtozott (Buerge et al. 2006), mig ugyanez a vegyiilet 2-10 ng/l
koncentracioban volt kimutathaté a Lambro folyoban (Zuccato et al. 2000).

Az ifosfamid és a capacetabin esetében Buerge et al. (2006) nem talaltak kiilonbséget a svajci
szennyviztelepekre befolyd és kifolyd vizekben kimutathatdé koncentraciok kozott. Ezt a
kismértékli eliminacidt tobb tényezd is magyarazhatja: (a) szdmos antineoplasztikus vegyiilet
hidrofob, igy csak kismértékben tud oldddni a szennyvizben; (b) tobb vegyiilet is tartalmaz
halogén csoportot, amely nagyban csokkenti a biodegradacios potencialjat és (c) a legtobb ilyen
vegyiilet toxikus a baktériumokra (Buerge et al. 2006). Igy ezek az igen erés biologiai
aktivitdssal rendelkezd vegyliletek kijutva a kornyezetbe kockazatot jelentenek az ott ¢élo

szervezetek szdmara (Kiimmerer et al. 2000, Lenz et al. 2007). Emellett pedig azt sem szabad
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elfelejteni, hogy ezek a vegyliletek mindig keverékek formajdban, mas vegyltiletekkel egytitt
vannak jelen a szennyvizekben, igy még nagyobb kornyezeti kockazatot jelenthetnek.

Ezen vegyiiletek novekvd felhasznalasa mellett mind fontosabbéd valt, hogy megismerjik az
okotoxikologiai kockazatokat is. Habar nagyon sokat tudunk az antineoplasztikus vegyiiletek
pontos hatdsmechanizmusairdl és mellékhatasirol, a kornyezetben vald eléforduldsukrol és
hatasukrél még kevés informécio all rendelkezésre. Mindezidaig elsOsorban akut kitettség
mellett és milligrammos tartomanyban (ppm) vizsgaltak ezen szereket, amely joval magasabb,
mint az a nanogrammos koncentracié tartomany, amely a kornyezetben el6fordulhat (Fent et al.

2006).

3.4  Antineoplasztikus szerek

Az ugynevezett antineoplasztikus hatast vegyiileteket, mas néven tumorellenes gyogyszereket, a
daganatos betegségek kezelése soran alkalmazzak. Meggatoljak a daganatos sejtek folyamatos
osztodasat — a sejtproliferaciot fenntarté molekuléris tényezoket karositjadk — és gyors sejthalalt
idéznek eld. Az ilyen vegyiiletek tobb nem specifikus mechanizmus éltal fejtik ki hatasukat, pl. a
sejt kiilsd és belsd membranrendszerének roncsoldsa, anoxia, és az oxidativ foszforilacid gatlasa
(Kiss 1997). A citosztatikus anyagok ezzel szemben a tumorprogresszidoban szerepet jatszo
molekularis folyamatokat képesek karositani (Jeney és Kralovanszky 2007), gatoljak, vagy
elnyomjak a rékos sejtek novekedését és osztodasat fenntartd molekularis folyamatokat (Besse et
al. 2012). A citotoxikus szerek sejtproliferaciora kozvetleniil hatd gydgyszerek, ezért
szelektivitasuk korlatozott, ami a sikeres terapia feltétele. A citosztatikumok szelektivitasa ezzel
szemben jelentdsebb, ha a tamadéasi pontjukat jelentd molekularis folyamat intenzivebb a
tumorsejtekben, mint az egészséges sejtekben (Jeney és Kralovanszky 2007).

Tobb citosztatikum is citotoxikus. Mivel ezen vegyiiletek altal gatolt folyamatok kifejezettebbek
az o0szt6do, mint a nyugvo sejtekben, igy az allanddan osztddd daganatos sejteket nagyobb
aranyban pusztitjak el (Mahnik et al. 2004).

A citotoxikus gydgyszerek hatdsmechanizmusuk alapjan osztalyozhatok:

o Alkilezd szerek (ATC csoport LO1A): nem specifikus kemoterapids gyogyszerek, melyek
képesek megallitani a tumor ndvekedését. Egy alkil csoport kovalens keresztkotésekkel
kapcsolodik a DNS kettds spiralhoz, igy gatolva a DNS replikaciot €s a sejtosztodast. Az
ilyen hatdsmechanizmusu vegyiiletek kozé tartoznak a platina vegyiiletek is, melyek
hasonlé elven miikddnek, bar ezek nem alkil csoporttal kapcsolédnak DNS-hez. Mivel
kozvetleniil kotédnek a DNS-hez, igy mutagén ¢€s teratogén hatdssal is rendelkeznek.
Alcsoportok: nitrogén-mustéar vegyiiletek (példaul: ciklofoszfamid), alkilszulfonatok (pl.

treoszulfan), etilén iminek (pl.: thiotepa), nitrozo-karbamidok (pl. karmusztin), epoxidok

20



10.14751/SZIE.2018.003

(pl. etoglucid) platinavegyiiletek (pl. cisplatin), és egyéb nem specifikusan besorolhatod
vegyiiletek (pl.: dakarbazin).

e Antimetabolitok (ATC csoport LO1B): Az antimetabolikus hatasu daganatellenes szerek
(pl. 5 fluorouracil, metotrexat) a sejtanyagcsere folyamatokba avatkoznak bele és igy
kozvetetten gatoljak a DNS replikaciot, vagy nukleotid analogként beépililnek a DNS-be
¢és igy végll apoptodzist indukalnak.

e Topoizomerazgatlok: A topoizomeraz gatlok (pl. topocetan) gatoljak a topoizomeraz I
vagy II enzimeket, ezzel megakadalyozzdk a DNS kitekeredését, igy gatolva a
replikaciot.

e Novényi alkaloidok: A madagaszkari rozsameténg (Catharanthus roseus) masodlagos
anyagcsere melléktermék vegyiiletei a vinblastin és a vincristin gatolni tudjék a mitotikus
magorsé kialakulasat, ezzel megakadalyozva a sejtek szétvalasat. A tiszafa (Taxus
bacata) alkaloid vegylilete a docetaxel, pedig gatolni képes a magorsé fonalak
felszivodasat és akadalyozza a sejtosztodast.

e Citotoxikus antibiotikumok és rokon vegyiiletek: (pl. antraciklin antibiotikumok: mint a
doxorubicin, epirubicin). Ezen vegyiiletek pontos hatdsmechanizmusai nem teljesen
tisztazottak. A DNS kettds szala kozé ékelddnek be, ezzel megzavarva az RNS szintézist,
igy gatolva a DNS replikaciot.

e Egyéb daganatellenes szerek még a platina szarmazékok, proteinkinaz inhibitorok,
metilhidrazinok, monoklonalis antitestek.

e EDC vegyiiletek (pl.: 6sztrogének, androgének ¢és antiandrogének), amelyek bar nem
tekinthetdk kifejezetten daganatellenes szereknek, nagy dozisban adva a betegeknek
(hormonfiiggd daganat esetén) megakadalyozhatjak a tumor névekedést (Kiimmerer et al.

2016).

Az antineoplasztikus vegyliletek toxicitasa jol ismert emlds modelleken, azonban nagyon kevés
hatasarol (Besse et al. 2012, Zhang et al. 2013, Booker et al. 2014). Kivételt ez alol csak néhany,
mar régdta a piacon 1évd vegyiilet jelent, mint az 5-FU és a metotrexat (Brain et al. 2004,
Kiimmerer et al. 2016).

A legtobb antineoplasztikus vegyiilet viz-oktanol megoszlasi koefficiense -1 és 3 kozott talalhatd
(Rowney et al. 2009). Mivel ezen gyogyszerek legtobbjét kis dozisban alkalmazzdk, igy a
becsiilt kornyezeti koncentraciojuk (PEC) 10 ng/l alatt van (Kiimmerer et al. 2016). Ez az

alacsony PEC érték az oka, hogy ezek a vegyiiletek a kockézatbecslések soran alacsony
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kockazatunak, vagy veszélytelennek mindsiilnek, illetve ehhez adodik még, hogy a legtobb

anyag kockazatbecsléseknél hasznalt akut toxicitdsa alacsony a vizi szervezetek esetében.

3.4.1 Az 5-fluorouracil

S-fluoropirimidin-2,4(1H3H) dion-t kemoterdpias kezelésekhez fejlesztették ki az 1950-es
években ¢és Heidelberg, valamint munkatarsai fedezték fel az 5-FU enzimgétld szerepét (Chu
2007). A kiindulasi vegyiilet metabolizacidjat a dihidropirimidin-dehidrogenaz enzim végzi. Az
5-FU katabolizacié nagy része a majban torténik (Longley et al. 2003). Az 5-FU biologiai
hatasat harom aktiv metabolitjan keresztiil fejti ki.

e FAUMP (5-fluoro-2’-dezoxiuridine-5’monofoszfat), amely altal indukalt a timidilat

szintetaz gatlasa.
e FUTP (5-fluorouridin-5’-trifoszfat), amelyen keresztiil beépiil az RNS-be.
e FdUTP (5fluoro-’2-dezoxiuridin-trifosztat), amelyen keresztiil beépiil a DNS-be.

Az 5-FU szerkezete a pirimidinhez hasonld, azzal analdég molekula (1. abra). Mivel az 5-FU
szerkezetében csak egy fluor csoportban tér el az uracilétdl, ezért sejtosztddas soran metabolitjai
képesek azt helyettesiteni a nukleinsavak szintézisekor. Az uracil helyébe Iépett 5-FU molekula
zavart okoz a DNS replik4ciojaban, igy a daganatos sejtek nem képesek tovabb osztodni. Az 5-
FU hatésara DNS toredezettség is megfigyelhetd az osztodo sejtekben (Longley et al. 2003).

RNS esetében az FUTP metabolit nagymértékben épiil be az RNS-be, tigy, hogy a riboszémalis
RNS képzddés soran a pre-rRNS fazisdban kotddik az uracil helyére, megakadalyozva ezzel a

végleges rRNS molekula kialakitasat. (Longley et al. 2003)
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1. &bra Az 5-fluorouracil szerkezeti képlete
(forras: http://www.mpbio.com/product.php?pid=02101722&country=97)

Az 5-FU a legnagyobb mennyiségben felhasznalt antineoplasztikus gydgyszerhatdéanyagok
egyike (Besse et al. 2012) és igy a legintenzivebben kutatott is. A IMS Health Inc. 2007-es adatai
alapjan évente mintegy 1240,34 kg 5-FU valasztodik ki és tovabbi 1450 kg keriil a

szennyvizekbe Eurdpaban (Straub 2010a). Habar ennél joval kisebb mennyiségben mérték csak
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vissza a vizekbdl, nem jelenti azt, hogy nem jutott ki ekkora mennyiségben a vegyiilet a
természetbe.

A vegylilet becsiilt koncentracidja korhazi szennyvizek esetében 0,08 és 500 pg/l kozott,
kommunalis szennyvizek esetében 23 ng/l alatt, mig Németorszagi felszini vizek esetében 1 ng/I-
ben hataroztak meg (Straub 2010a). Tényleges mérési adat joval kevesebb all rendelkezésre, de
ezek alapjan gy tlinik, a becsiilt értékek valoban jol kozelithetnek a valosaghoz. Kosjek és
Heath (2011) és Lin et al. (2014) mérései alapjan kornyezeti mintakban az 5-FU koncentracidja 5
és 150 ng/l kozott valtozott. Kommunalis tisztitd telepek befolyd vizében 4,7 és 35 ng/l kozott
valtozott a vegyiilet koncentracidja (Kosjek et al. 2013), mig egy tajvani vizsgalatban a stirin
lakott teleptilések korhazi szennyvizében a medidn koncentracio 120 ng/l, folydk vizmintaiban
pedig 6,4 ng/l volt (Lin et al. 2014).

Az 5-FU nem tul gyorsan (2 héten beliil) bomlik le a felszini vizekben ¢€s a szennyvizekben
(Straub 2010a). Negreira et al. (2013a) vizsgalati alapjan 25 °C-on vizes oldatban az 5-FU
kevesebb, mint 20%-a bomlott le 24 ora alatt. Egy masik vizsgalatban szennyviz mintdkban
ugyan ezen homérsékleten stabilnak bizonyult a vegyiilet (Negreira et al. 2014). Ez alapjan
feltételezhetd, mivel a vegylilet viszonylag stabil szobahOmérsékleten, hogy az akut
laboratériumi vizsgalatok sordn a nomindlis koncentracidé nem csdkken jelentdsen a teszt ideje
alatt.

Az 5-FU akut toxicitas vizsgalatat szamos fajon elvégezték; baktérium esetében Pseudomonas
putida, Photobacterium phosphoreum, Vibrio fischeri és Aspergillus nidulans fajon allnak
rendelkezésre adatok (Beccari et al. 1967, Kaiser és Palabrica 1991, Bantle et al. 1994, Backhaus
et al. 2000). Algak esetében Scenedesmus és Raphidocelis subcapitata fajokon (Cleuvers 2002,
Zounkova et al. 2007), mig gerinctelen szervezetek koziil nagy vizibolhan (Cleuvers 2002,
Zounkova et al. 2007), Ceriodaphnia dubia-n, Brachionus calyciflorus és Thamnocephalus
platyurus (Parrella et al. 2014b) igazoltak az 5-FU alacsony (mg/] tartomédnyban 1évd) toxicitasa.
Egyediili kivétel 4. flos kékalgafaj volt, melynél a rovid generdcios intervallum miatt a vegyiilet
hatdsa jobban érvényesiilt és igy igen toxikusnak bizonyult rovid kitettség mellett is (Cleuvers
2002). Afrikai karmosbékan (Xenopus leaevis) végzett tesztek esetében az 5-FU toxikusnak
bizonyult az embridkra és a larvakra is (Dawson ¢és Bantle 1987, Bantle et al. 1994, DeYoung et
al. 1996). A szivarvanyos pisztrang (Oncorhynchus mykiss) és a tlizcselle akut kezelése soran is
az 5-FU nem bizonyult toxikusnak, az L.Csg érték tobb szaz mg/l volt, a LOEC érték a torzulasok
tekintetében pedig 50 és 400 mg/1 volt a két fajnal (DeYoung et al. 1996, Straub 2010a).

A genotoxikus hatds vizsgdlata sordn a nem célszervezetek tekintetében Salmonella
typhimurium, Salmonella choleraesius subsp., Escherichia coli és Saccharomyces cerevisiae

végeztek vizsgalatokat (Hartmann et al. 1998, Zounkova et al. 2007). Valddi genotoxikus hatdst
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csak a S. typhimurinum és az E. coli esetében (mg/l-es koncentracié tartomanyban), valamint a S.
cerevisiae fajon figyeltek meg (ng/l-es koncentracié tartomanyban). Unio pictorum és Unio
tumidus kagylofajok vizsgalata soran nem figyeltek meg genotoxikus hatdst, azonban a
hemocitak csokkent sejtosztodasa volt tapasztalhatd (Gacic et al. 2014).

A vegyiilet kronikus toxicitdsanak tesztelése soran A. flos-aquae cianobaktérium fajon
novekedés gatlast mutattak ki. Vizsgaltak az 5-FU szaporodasbiologiai hatasat nagy vizibolhan,
illetve hosszutava kezelést alkalmaztak B. calyciflorus és T. platyurus rotatoria fajokon (Parrella
et al. 2014b). E mellett korai ¢letszakasz teszt soran zebradanion is megfigyelték a vegytilet
novekedésre gyakorolt hatast (Egeler és Seck 2009, Straub 2010a). Vizibolhdn a kronikus
kitettség pg/l-es tartomanyban 50%-al csokkentette az utddok szamat, mig a kerekesféreg
fajokon nem volt megfigyelhetd hasonl6 hatds. A zebradanio6 esetében csak 32 mg/I-t meghaladd
tartomanyban volt megfigyelhetd hatdsa a kezelésnek. Az eredmények alapjan az 5-FU-nak
nincs jelentds kornyezeti kockazata abban az esetben sem, ha 50 pg/l-es koncentracioval
szamolunk a szennyvizek és 5 ng/l-el a felszini vizek esetében (Straub 2010a). Azt azonban meg
kell jegyezni, hogy a vizibolhdkon végzett reprodukcids tesztben mért 4,6 pg/l EC; érték
megkozeliti ezt a koncentracid tartomanyt (Parrella et al. 2014b). Ezen eredmények alapjan

lathatd, hogy a hatdsos koncentraciok a mért és becsiilt kornyezeti koncentraciok tébbszorosei.

3.4.2 A cisplatin

A platina tartalmu cisplatint (2. dbra) bar mar 25 éve hasznaljdk a rdkos megbetegedések
kezelésben, pontos molekularis hatdsmechanizmusa még mindig nem tisztdzott (Barna 2005).
Magat a vegyiiletet, mint terapids szert 1969-ben fedezték fel (Rosenberg et al. 1969). Ismert,
hogy a DNS-hez kotddik és interkalalo agensként keresztkotést alakit ki a kettds spiralban, ami a
transzkripcid és a DNS replikacid soran DNS-toréseket okoz (Reed 1998). A DNS-sériilés
hatasara sok szignaltranszdukcidés molekula aktivalodik (pl. p53, p78). Ha a torések nem
javitodnak ki, akkor sejthaléalt indukalo jelek indulhatnak el. Kimutattak, hogy a sejt allapotatol,
illetve a szer koncentracidjatdl fiiggden apoptozis vagy nekrodzis kovetkezik be (Shibuya et al.
2003). Az apoptozis soran a mitokondrium depolarizacidjat és a kaszpazok aktivacidjat figyelték
meg (Mayer et al. 2003). A cisplatin ototoxikus és kérositja a vese nefronjait is (Reddel et al.
1982), e mellett pedig megfigyelték, hogy zebradanié embridk oldalvonal szervében karosodnak
az ¢érzékeld szOrok a cisplatin kezelés kovetkeztében (Ou et al. 2007), mely hatds nagy

hasonldsdgot mutatott az emlds vizsgalatokndl tapasztalt hallo sz6rok karosodasahoz.
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2. abra: A cisplatin szerkezeti képlete

(forras: http://www.pharmacopeia.cn/v29240/usp29nf24s0_m17910,html)

A cisplatin kornyezeti mintaban torténd mérésére vonatkozdéan nagyon kevés adat all
rendelkezésre. Kiimmerer és Helmers (1997) korhazi szennyvizekben 0Osszes platina tartalom
tekintetében 110—176 ng/l mutattak ki (nappal) és koriilbeliil 38 ng/l (éjjel), ami jol mutatja az
egyes napszakok kozti kibocsatds kiilonbségeit. A cisplatin, hasonléan az 5-FU-hoz
meglehetdsen stabil vegyiilet. 25 °C-on vizsgalva 24 ora alatt csak kb. a 20%-a bomlott le a
vegyiileteknek (Negreira et al. 2013a) és szennyvizben is igen stabilnak bizonyult (Negreira et al.
2014). A 2004-2008-as Franciaorszagban felhasznalt cisplatin mennyiség alapjan becstilt
kornyezeti koncentracié 0,4 és 0,5 ng/l (Besse et al. 2012) volt.

Brezovsek et al. (2014) akut toxicitds vizsgalatokban P. subcapitata esetében 1,52 mg/l-ben
hatérozta meg az ECsyp és 0,98 mg/l-ben a LOEC értéket. Valamivel alacsonyabb értékeket
kaptak S. lepopliensis fajon végzett vizsgalatok soran, mely eredményei alapjan az ECsy 0,67
mg/l, mig a LOEC 0,31 mg/I volt. A vizibolhdkon (D. magna, C. dubia) és kerekesférgeken (B.
calyciflorus, T. platyurus) végzett akut tesztek is mg/l-es koncentraciotartomanyban okoztak
jelentdsebb elhullast az allatokon, mig kronikus kitettség esetén mar pg/l-es tartomanyban is

igazolhatdan csokkentette a vizibolhdk szaporodéasat (Parrella et al. 2014b).

3.4.3 Az etoposide

Az etoposide a topoizomerazgatlok kozé tartozd vegyiilet (3. abra). A topoizomerazok
enzimeknek biologiai hatasuk alapjan két elérté formajuk ismert, a topoizomeraz 1 és 1. Ezen
enzimeknek a sejtbioldgiai szerepiik annyiban kiilonbozik, hogy a topoizomeraz I a DNS
karosodas helyreallitdo folyamataiban, a topoizomeraz II a sejt életképességének fenntartasdban
van szerepe (Jeney és Kralovanszky 2007). Az etoposide a podofillotoxinok kozé tartozik,
melyek a topoizomerdz II mukodését gatoljak (3. abra). A gatlds tobb szinten mehet végbe,
részben a DNS topoizomeraz komplex stabilizalasaval, részben az enzimnek a DNS-hez torténd
kotddése elotti gatlasaval képesek a daganatok novekedését korlatozni (Jeney és Kralovanszky

2007).
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3. &bra Az etoposide szerkezeti képlete

(forras: https://en.wikipedia.org/wiki/Etoposide#/media/File: Etoposide.svg)

Az enzim mikodésének hidnya hibakat eredményez a DNS szintézis sordn, amely végiil a DNS
karosodasahoz és sejthalalhoz vezet (Pommier 2013).

Az etoposide kornyezetben valo jelenlétérdl, hasonléan a masik harom vegytilethez, kevés adat
all rendelkezésre. Yin et al. (2009) pekingi korhazak elfolyovizében 6-380 ng/l koncentracio
tartomanyban tudtak kimutatni. A vegyiilet bomlasa 25 °C-on 20%-nal kisebb mértékii volt vizes
oldatban, azonban ugyanilyen homérsékleten szennyvizben mdar sokkal nagyobb mértékben
degradalodott (Negreira et al. 2013a, Negreira et al. 2014). A 2004-2008-as franciaorszagi
fogyasztasi adatok alapjan a becsiilt kdrnyezeti koncentracié 7-rél 0,8 ng/l-re csokkent (Besse et
al. 2012). Az északnyugat-angliai adatok alapjan pedig az elfolyovizekben az etoposide PEC
értéke 1,3 ng/l, mig felszini vizekben joval alacsonyabb 0,1 ng/l (Booker et al. 2014) volt.

P. subcapitata-n végzett akut vizsgalat alapjan Brezovsek et al. (2014) az ECs érték 30,43 mg/l,
mig a LOEC 34,46 mg/] volt. Parrella et al. (2014b) vizsgélataiban egyik gerinctelen (D. magna,
C. dubia, B. calyciflorus, T. platyurus) modellallat esetében sem bizonyult toxikusnak az

etoposide.

3.4.4 Az imatinib mesylate

A kutatok egyre nagyobb tudassal rendelkeznek a jelatviteli Gtvonalakrol mind az egészséges,
mind a neoplasztikus sejtekben, ezaltal Ujabb ¢€s Ujabb stratégidk sziiletnek a daganatos
megbetegedések gyogyitdsaban. Az imatinib az ugynevezett protein-tirozinkinaz inhibitor

csoporthoz tartozo citosztatikum €s az elsd terapidban is alkalmazott ilyen vegyiilet (4. abra).
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4. édbra: Az imatinib mesylate szerkezeti képlete

(forras: https://en.wikipedia.org/wiki/Imatinib#/media/File:Imatinib2DACS.svg)

Az 1980-as évek kozepén megindult a Bcer-Abl tirozin-kinaz specifikus gatloszerének
kifejlesztése a mieloid leukémia terapias kezelésére. Az elsé hatdsos vegyiiletcsaladot a svéajci
Ciba-Geigy gyodgyszergyar (ma Novartis) kutatdi kozolték, akik 10 nM-os ICsp-es értéket talaltak
a vérlemezke-eredetli nodvekedési faktor receptor tirozin-kindz autofoszforilaciojat gatld
fenilamino-pirimidinek kérében (Béni 2007).

A fenilamino-pirimidin struktira ezek utan vezérmolekulaként szolgalt minden tovabbi
szelektiv, az ATP kotohelyen haté tirozin-kinaz gatlo vegyiilet kifejlesztéséhez. Az imatinib is a
fenilamino-pirimidin vezérmolekula kémiai modositdsai utan nyerte el szerkezetét (Zimmermann
etal. 1997).

Az imatinib az inaktiv konformécioban kotodik az 4bl tirozin-kinazhoz. A vegyiilet piridin- és
pirimidin gytrije elfoglalja az ATP adeninjének kotohelyét, mig a molekula tobbi része mélyen
beékelddik a szerkezet hidrofob régidjaba (Béni 2007).

A felszivodast kovetden, klinikailag relevans koncentracioviszonyok kozott az imatinib 95%-a
plazmafehérjékhez kotddik, foként albuminhoz és al-savas glikoproteinhez (Baker 2002).
Metabolizmusa a majban torténik dontden a CYP3A4 és a CYP3AS izoenzimek segitségével.
Metabolikus atalakulasanak lehetséges utvonalai az 5. abran lathatok. F6 metabolitja a 5. dbran
jelolt N-demetil-imatinib, amely in vitro és in vivo egyarant hatasos vegyiilet, aktiv metabolit 40

oras eliminacios féléletidovel (Nikolova et al. 2004) rendelkezik.

27



10.14751/SZ1E.2018.003
//\
r \\\\ r\ //;N - N-oxidacio

=— hidroxilacié
cle'mm]alocl’ls+omdac10 karbonsavva

hidroxildcio ill

p
N- és/vagy O-glitkuronidacio \L e laktam-keépzades
.e’ T
/\ i
~ ‘ L —=—— N-oxidacio
\\ \_
e v

T

N-demetilacio

5. abra Az imatinib f6 metabolitja abran pirossal jel6lt N-demetilacié eredményeként képz6dd N-demetilimatinib

(forras:(Béni 2007))

Az imatinib metabolitjai formajaban iril ki a szervezetbdl, tulnyomo részt a széklettel, és
csekély mértékben a vizelettel. A székletben azonos mennyiségben mutathat6 ki az imatinib 6
metabolitja, és tovabbi egyharmad részben a kiilonb6zd oxidalt szarmazékok. Az eliminacidoban
fontos szerepe van az enterohepatikus korforgasnak is, ugyanis a vizeletben ¢€s a plazmaban
egyarant kimutathaté gliikuronidok a székletb6l nem mutathatok ki, amit a vékonybélben
lejatszodo mikrobidlis dekonjugéacionak tudnak be (Ramalingam et al. 2004).

Az imatinib esetében is igen hidnyosak az ismereteink a kornyezetben vald viselkedésérdl. A
vegyiilete 25 °C-on vizes oldatban 50-80%-ban bomlott le, hasonld stabilitast tapasztaltak
szennyvizmintdk esetében is (Negreira et al. 2013a, Negreira et al. 2014). A 2004-2008 kozotti
franciaorszdgi human felhasznalds adatai alapjan a kornyezeti koncentraciot 13 és 21 ng/l
kozottire becsiilték (Besse et al. 2012). Nem célszervezetek esetében a Brezovsek et al. (2014)
altal P. subcapitata fajon végzett tesztben 2,29 mg/1 volt a ECsy és 1,19 mg/l a LOEC érték. A S.
lepopliensis-sel végzett tesztben pedig ugyanezek az értékek 5,36 ¢és 4 mg/l voltak. A vegyiilet
esetében végeztek vizsgalatokat vizibolha fajokon (D. magna, C. dubia) és kerekesférgeken (B.
calyciflorus, T. platyurus), valamint tlizcselle halfajon is (CHMP 2013, Parrella et al. 2014b).
Mind a vizi gerincteleneken, mind a halakon végzett vizsgalatok alapjan az imatinib toxicitasa
alacsony volt akut és kronikus kitettség esetén is. Magasabb rendii névényeken (7Tradescantia
sp., Allium cepa, Chelidonium majus, Tradescantia palludosa, Arabidopsis thaliana) végzett
teszteknél hatasos koncentracioi tobb mint 6tszords értéket mutattak, mint a becsiilt kornyezeti

koncentraciok (Pichler et al. 2014)
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3.5 Keverékek a kornyezetben

A hatéanyagok tobbsége keverékek formdjaban van jelen a kornyezetben. Ritkan fordul eld,
hogy csak 1-1 hatéanyagot lehet kimutatni egy kornyezeti mintabol. A keverékekben megjelend
szennyezOk hatdsarol pedig még kevesebb ismerettel rendelkeziink, mint az egyes 6nallo
xenobiotikumokrdl (Cleuvers 2004, Parrella et al. 2014a).

A klasszikus toxikologidban tobb toxikus anyag egyiittes hatdsainak osztilyazasara az alabbi
fobb csoportokat kiilonboztethetjiik meg:

e Additivitas: A és B vegyiilet hatdsa egyforma mértékii. Egyiittes hatasuk 6sszeadodik.

e Szinergizmus: A és B vegyiilet egylittes alkalmazisanak hatdsa nagyobb, mint ahogy a
kett6¢ egyiittesen varhato lenne.

e Antagonizmus: Az A és B vegyiilet egyiittes hatasanak Osszegzddése (additiv hatas)
kisebb, mint azok kiilon érvényesiilé hatdsanak szamtani 0sszege, azaz egymas hatasat
gyengitik. Funkcionadlis antagonizmus: két vegyiilet ellenkezd hatast valt ki. Kompetitiv
antagonizmus: a hasonlo szerkezetli, de ellentétes hatdsu vegyiiletek, mérgezé anyagok
vetélkedése jellemz0 a kotddési helyért. Nem kompetitiv antagonizmus: ha egy molekula
hatasat, egy masik anyag blokkolja, de nem ugyanazon receptorokra torténd hatéassal.

e Potenciacid: A vegyiilet onmagaban nem lenne toxikus, de B vegyiilettel egyiitt annak

hatasat erdsiti. (Zeliger 2008)

A kiilonb6z6 vegyiiletek keverékeinek okotoxikologiai hatdsait vizsgalva a kutatok mar 30 éve
keresik a wvalaszt, hogyan tudndk minél pontosabban megbecsiilni a lehetséges hatast
(Altenburger et al. 2000, Backhaus et al. 2000, Faust et al. 2001). Két koncepcié terjedt el a
keverékek toxicitasanak becslésére, ezek a koncentracio dsszeadodas (CA) és a fliggetlen hatas
(IA) (Cleuvers 2003).

A koncentracid Osszeadddds moddszerének alapjait két gyogyszerész, Loewe és Muischnek
fektette le (Loewe és Muischnek 1926, Loewe 1953). A modszer egy fontos pontja, hogy az
egyes vegyliletek NOEC koncentracioja mar nem adodhat hozza a keverék hatasahoz. Maga a
modszer hasonld hatdsmechanizmust vegyiiletek egyiittes hatdsanak becsléséhez lett kidolgozva,
még ha a hasonl6 hatdsmechanizmus fogalméat sokan kiilonbozden értelmezik is. A funkcionalis
megkozelités alapjan a hasonld hatasmechanizmus alatt tulajdonképpen a célmolekula szintjén
megfigyelheté ugyanazon interakcidt kell érteni (Cleuvers 2003). Ezzel szemben hasonld
hatasként sokan a vizsgalt organizmus szintjén megnyilvanuld toxikus hatast veszik figyelembe,
példaul a pusztulast.

A CA moddszer alkalmas inert vegyiiletek keverékeinek toxicitas becslésére is. Inert alatt olyan

vegyiiletek értenddk melyek nem rendelkeznek specidlis receptoron keresztiill megnyilvanuléd
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hatassal és nem lehet specifikus akut hatassal jellemezni (Broderius et al. 1995, Van Loon et al.
1997). Az inert vegyiiletek altalanos, szisztémas hatdsat nevezik narkozisnak. Tagabb értelemben
a narkdzis olyan depressziv hatds, amely nemcsak az idegsejten, hanem minden €I sejten
kivalthaté (Van Leeuwen et al. 1992, Verhaar et al. 1992). Amennyiben egy vegyiiletnek nincs
specifikus mérgezo hatasa, tigy a toxikus hatdsanak mértékét, bizonyos hatarok kozott, a log Koy
értékkel lehet jellemezni (Cleuvers 2003). A narkozis tipust hatast szokas alap toxicitasnak is
nevezni (Verhaar et al. 1992).

Egy masik alternativ koncepci6 a fliggetlen hatds modszere, melyet Bliss (1939) dolgozott ki. A
modszer alapjat az adta, hogy szamos keverékben megtaldlhato vegyiilet kiilonb6z6
célmolekuldn keresztiil fejti ki hatasat. Ennek alapjan, ha a keverékben szerepld vegytiletek
hatdsmechanizmusa kiilonb6z6, akkor a hatasok valtozatlanul, kiilon-kiilon fognak
megnyilvanulni egymas mellett. Tehat, ha egy vegyiilet a keverékben a NOEC értéke alatt
szerepel, ugy a hatasa sem fog megjelenni a keverék teljes hatasaban. Ez alapjan ha minden
vegyiilet a NOEC értéke alatti koncentracioban van jelen, ugy toxikus hatas egyaltalan nem fog
megnyilvanulni (Cleuvers 2003).

Természetesen sok esetben, ha egy vegylilet meghatarozott koncentraciéval szerepel a
keverékben, akkor a kombinalt toxicitas er6sebb lesz, mint ha csak a koncentracié 6sszeadodas
modszerét vennénk alapul. Ezt a kiilonalldo koncepciot gyakran, tévesen Osszefiiggésbe hozzak a
szinergizmussal €s az antagonizmussal. A szinergizmus ¢és az antagonizmus azonban a
vegyliletek kozott attol fiiggetleniil is megnyilvanulhat, hogy a hatdsukat hasonlé vagy
kiilonb6z6 modon fejtik ki (Cleuvers 2003).

A keverékek hatasanak becslési modszere mellet, masik fontos kérdés a toxicitasi kisérletek
soran tesztelt valodi keverék koncentracioinak helyes kivéalasztdsa. Az irodalomban fellelhetd
lehetdségek alapjan a koncentraciok kivalasztasara két modszer terjedt el. Mindkét modszerhez
szlikséges az egyes vegyliletek dozis-hatas Osszefliggésnek ismerete. Az EC vagy LC értékek
ismerete alapjan készithetok el a kiilonbozo tesztelendd keverékek.

Kundi et al. (2015) két vizibolha faj esetében vizsgaltdk antineoplasztikus vegyiiletek
genotoxikus hatasat keverékekben. A keverékek elkészitéséhez két hatas értéket valasztottak ki a
vegyliletek dozis-hatas értékei alapjan, majd az egyes binaris keverékek izobologramja alapjan
hataroztak meg a tényleges tesztelend6 koncentraciokat.

Egy masik modszer szerint az egyes vegyiiletek EC vagy LC értékeihez szamitott
koncentraciokat valasztjak ki. Ez legtobbszor ECs, ECy9, ECy, EC39, ECs9, ECgp vagy ECog
(Cleuvers 2003, Brian et al. 2005, Thorpe et al. 2005, Brezovsek et al. 2014). Az ezen értékekhez
tartozd koncentracidértékeket binaris keverékek esetében elosztjak kettdvel és az igy kapott

koncentracidkat keverik ossze.
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Természetesen mas rendszer szerint is el lehet késziteni a keverékeket, példaul ha az egyes
vegyiiletek ugyanolyan mennyisségben vannak jelen az oldatban (Stancova et al. 2014). Ez a
moddszer azonban nem veszi figyelembe az eltéré hatdsos koncentraciokat, illetve igy nehezen

megitélhetd a vegyiiletek egylitteses hatasa.

3.6 Okotoxikoldgiai vizsgalatok gyégyszerhatéanyag keverékekkel

A keverékek vizsgalata nagyon fontos és aktudlis téméja az dkotoxikologianak. Szamos munka
foglalkozott a kiilonb6z6 xenobiotikum keverékek hatdsanak megismerésével. Ezek a
vizsgalatok elsdsorban a kornyezetben zajlé folyamatokat kivanjak modellezni, ezért a legtobb
ilyen vizsgalatnal a kiilonb6z0 eredetli vizmintak kémiai és biologia elemzését egyszerre végzik
el, igy kapnak pontosabb képet a keverék hatasarol. Li és Lin (2015) korhazi elfolyovizekben
Osszesen 19 kiilonbozé gyogyszerhatdéanyagot azonositott. A vizmintdk tesztelését nagy
vizibolhan, N. denticulate-n és két halfajon, kinai razboran (Pseudorasbora parva) €és pontyon
(Cyprinus carpio) végezték. A mintak elemzésénél kiilonds figyelmet forditottak az oldott
oxigén ¢s ammonia tartalom vizsgalatara is, mely befolyasolhatta az eredményeket. A vizsgalat
soran a legérzékenyebb szervezetnek a ponty bizonyult, igy a mesterséges keveréket mar csak
ezen a fajon tesztelték a késdbbiekben. A keverék elkészitése soran mind a 19 vegyiilet 10 mg/I-
es koncentracidoban szerepelt a torzsoldatban, melynek igy az 0sszes hatéanyag tartalma 190 mg/1
volt. Eredményeik alapjan a keverék LCsg értéke 60,68 mg/l volt 96 oras expozicid mellett. Egy
masik vizsgalatban acetaminofen, karbamazepin, gemfibrozil és venlafaxin hatéanyagok
tisztitatlan szennyvizzel. A vizsgélat soran 6 hétig kezeltek felndtt zebradaniokat. Eredményeik
alapjan mind a két kezelés hatdsdra romlottak a halak szaporodasbiologia mutatoi, illetve ez
egyes hatdanyagokra jellemzd patoldgiai elvaltozasok is megfigyelhetOk voltak. A legnagyobb
embridinak mortalitasa (Galus et al. 2013). Egy hasonl6 vizsgalatban Watanabe et al. (2016) a
japan Tama foly6éban azonositott 10 gydgyszerhatéanyaggal végzett vizsgalatokat P.
subcapitata, C. dubia és zebradanid fajokon. Az alga tesztek esetében végzett CA és IA
becslések jol kozelitették a valds toxicitast, hasonléoan a hal embridkon végzett teszthez. A
vizibolhak esetében azonban egyik modszer sem bizonyult megfelelének a hatéas eldrejelzéséhez.
A keverékek tesztelésének egy masik modszere esetében, kiilonbozd kombinacidkban és
keverési aranyokban hasonlitjdk 0Ossze a mesterséges keverék toxicitdsat az Onalld
hatéanyagokéval. Klofibrinsav és karmabazapin gyogyszerekkel végzett nagy vizibolha
immobilizacids tesztek esetében a keverékek sokkal toxikusabbnak bizonyultak, mint amire az

elézetes eredmények alapjan szamitottak. Kiilon-kiilon vizsgalva a két vegyiilet gyenge toxicitast
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mutatott. Ugyanilyen eredményt kaptak az ibuprofen és a diclofenac keverékeinek vizsgalata
soran (Cleuvers 2002). Ennél a vizsgalatnal is igazolodott, amennyiben egy-egy gyogyszer akut
toxicitdsa alacsony, a keverékeik valos toxicitdsa joval magasabb lehet, mint azt a prediktiv
modellek eldre jelezni képesek. Az ibuprofen ¢és a diclofenac keverékének vizsgalatakor
hasonléan nem adott kozelitdé eredményt sem a CA, sem az IA modszer a vizibolha
immobilizacids tesztre, mig az D. subspicatus fajon a CA jol becsiilte meg a valds toxicitas
mértékét (Cleuvers 2003). Szintén ebben a vizsgalatsorozatban a klofibrin és a karbamazepin
keverékének toxicitdsanak hatdsat az immobilizacié vizsgéalatban a CA, mig az alga
novekedésgatlast az IA modszer jelezte legjobban elore.

Hosszu expozicids id6 esetén még nehezebb a hatds becslése. Ensenbach és Nagel (1997)
zebradaniokon végzett teljes életciklus vizsgélatot, melyben a 3,4-dikloroanilin és a lindan
hatasat vizsgaltdk 3 keverékben. A 100 pg/l 3.,4-dikloroanilint és 40 pg/l lindant tartalmazé
keverék hatdsdra a halak ivarérése teljesen elmaradt. Compon (Tinca tinca) végzett korai
¢letszakasz tesztben tanulmanyoztdk az ibuprofen, a diclofenac és a karbamazepin keverékét
(Stancova et al. 2014). Az alkalmazott 6t keverékben a vegyiiletek koncentracidja megegyezett.
A 2, 20 és 60 pg/l-es keverékekben az allatok fejlodésében lathatd volt némi elmaradas a
kontroll halakhoz képest, illetve minden csoportban szdvettani elvaltozasok voltak lathatéak a
majban, a vesében és a kopoltyun. A legnagyobb koncentraci6 esetében pedig igazolhatéan nott
a mortalitds mértéke ¢és a  killonbozd torzulasok megjelenése. A kornyezeti
koncentracidtartomanyban azonban nem volt megfigyelheté semmilyen hatas (20 és 200 ng/l).
Az 0sztrogén hatasi vegyiiletek csoportja talan a legjobb példa a koncentracid addicid
jelenségére, mivel ezeknek a vegyiiletek a legtobbje ugyanazon az utvonalon fejti ki hatasat.
Thorpe et al. (2005) altal angliai szennyvizmintadk 6sztrogén hatasat vizsgalva kimutattak, hogy
az in vitro rYES teszt és a 14 napig kezelt tlizcsellék vérének vitellogenin eredményei jol
korrelaltak egymassal. Eredményeik ramutattak, hogy a szennyvizek Osztrogén hatdsanak
Osztradiol, etinildsztradiol, nonylphenol, octylphenol és biszfenol-A keverékeinek hatasat Brian
et al. (2005) tanulményoztdk tlizcsellén. A halak vér vitellogenin tartalméanak valtozasa nagyban
hasonlitott a CA moddszer segitségével becsiilt értékekre. Ezek az eredmények pedig ramutatnak
arra, hogy az Osztrogén hatasu vegyiiletek még nagyobb kornyezeti kockazatot jelentenek a
hatasuk 0sszeadodéasa miatt.

Antineoplasztikus vegyiiletek keverékeinek (5-fluorouracil, cisplatin, etoposide, imatinib)
Pseudokirchneriella subcapitata és Synechococcus leopoliensis fajokon tortén vizsgalata sordn
az 5-FU+CisP ¢és az 5-FU+IM keverékek esetében a hatas szinergisztikus volt, mig a CisP+ET

keverékénél a hatds antagonisztikus volt (Brezovsek et al. 2014). A vizsgalatok soran egyik
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modell sem tudta megfeleléen elére jelezni az algdk ndvekedésgatlasat a keverékekben.
Ugyanezen vegyiiletek genotoxikus hatdsat vizsgaltak D. magna és C. dubia modellen (Kundi et
al. 2015). Az eredmények alapjan a legtobb keverékben a hatds antagonisztikus volt a becsiilt
értékekhez képest, egyediil a CisP+IM keverékének genotoxitasa volt az IM mddszerrel
elorejelezhetd. Ezen kutatocsoport masik vizsgélataban D. magna és C. dubia fajon vizsgaltak az
el6z0 két tesztben is bemutatott antineoplasztikus vegyiiletek toxikus hatasat (Parrella et al.
2014a). A vegyiiletek egymastdl fiiggetlen hatdsa volt igazolhato mindkét fajon a legtobb
keverék esetében, kivéve az IM+ ET és IM + CisP keverékeket nagy vizibolhan és a ET+CisP és
ET+5-FU keverékeket C. dubia fajon. Ezeknél a kombinacidknal a hatds antagonisztikus volt. A
fenti eredményekbdl lathatd, hogy ugyanazon keverékek az eltérd tesztszervezeteken, vagy a
kiilonb6z6é toxikologia végpontok vizsgalatakor egészen masként viselkednek keverékek

formajaban.

3.7  Halmodellek a toxikologiaban

A toxikoldgiai vizsgalatok fontos elemét képezik minden vegyiilet, legyen az gyogyszer,
novényvéddszer, vagy ételadalék engedélyezésének. Az Eurdpai Unié megfeleld szervei,
valamint az Egyesiilt Allamokban az EPA és az NIH nagy figyelmet fordit, hogy a teriiletén
gyartott, vagy behozott vegyiiletek egészségiigyi és kornyezeti kockazatait megismerjék. Az EU
altal meghatarozott REACH iranyelvek alapjan 2018-t6l minden 1-100 t/év mennyiségben
gyartott vegyliletek kornyezeti kockazatat meg kell vizsgdlni. Az egyes anyagok kockazatdnak
felmérése tobb 1épcsds folyamat, melynek az in silico és in vitro vizsgalatok mellett az in vivo
tesztek is fontos részét képezik. A halakon végzett vizsgalatok elsdsorban az okotoxikologiai
kockézat felmérésének fontos elemei. Az EMA éltal a gyogyszerek kdrnyezeti kockazatanak
felmérésére a tesztelés masodik fazisdban a halak korai életszakasz vizsgalatat irja el6. Az EPA
pedig zebradani6 embridkat hasznal a vegyliletek teratogén hatdsanak tesztelésére (Padilla et al.
2012).

A halak hasznalatanak szdmos elonye van a toxikologiai vizsgélatokban, azonban az egyik
legfébb érv ezen modellek mellett a vizsgalat koltségeinek csokkentése. Emellett minden olyan
expozicios forma kivitelezhetd a halakon, melyeket az emlds6kon is alkalmaznak (subcutan, per
os, taplalékkal stb.), az inhalacios kezelést kivéve. Mivel a halak teljes testfeliiletiikkel képesek a
vizbdl anyagokat felvenni, ezért a vegyliletek adagolasanak legegyszeriibb mddja a vegyiiletnek
a halak tartovizében vald feloldasa. Fontos szempont még a halak mellett, hogy a halaké a
legvaltozatosabb gerinces csoport, igy pedig szamos faj bevonasara van mod a vizsgalatokba. A
legelterjedtebb halmodellek kozott szamos akvariumi diszhal talalhato (szivarvanyos guppi -

Poecilia reticulata, zebradanio, rozsas diszmarna — Pethia conchonius), de persze a gazdasagilag
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fontos halfajok koziil is tobbet hasznalnak toxikoldgiai vizsgalatokban (ponty, pisztrangfélék -
Salmonidae, nilusi tilapia). A kistestli laboratoriumi halak koziil az Egyesiilt Allamokban a
leggyakrabban a tlizcsellét, Japanban a medakét, Eurépaban pedig a zebradaniot hasznaljak a
legtobb laborban (Ankley €s Johnson 2004).

A biologiai kutatasok teriiletén ma mar elvaras a vizsgalatok tervezése soran a 3R (Replacement,
Reduction, Refinement) elvének érvényesitése (Russell és Burch 1959), emiatt olyan alternativ
tesztek ¢és modellek fel¢ fordultak a kutatok, melyekkel kivalthatjak az allatkisérleteket. A hal és
ezen beliil is leginkabb a zebradanié embridkat egyre elterjedtebben alkalmazzak alternativ
modellként (Scholz et al. 2008). Ennek legfobb oka az, hogy a halembriok a taplalkozas
megkezdéséig, a 2010/63/EU direktiva alapjan nem mindsiilnek allatnak, ez a zebradanid

esetében a termékenyiiléstdl szamitva 5 napot jelent (Strdhle et al. 2012).

3.8  Zebradanio a toxikologiaban

A zebradanié Dél-Azsiaban 8shonos, a pontyfélék csaladjaba tartozo halfaj. Elterjedési teriilete
magaban foglalja az indiai szubkontinenst, Burmat, Nepalt és Pakisztant is (Lawrence 2007,
Spence et al. 2008), igy a tropusi €s a szub-tropusi égovon is elterjedtnek szamitdo melegvizi
fajrol van szd. A faj az 4llo és a lassu folyasu vizeket kedveli ezért is tarthato jol akvariumi és
laboratériumi atfolyd vizes rendszerekben egyarant. A viz mindsége irant kevésbé érzékeny, a
kiss¢ lugos, nagyobb atlatszosagh vizeket kedveli (Lawrence 2007). A taplalkozas
szempontjabol egy igazan generalista fajrol van sz6, mely ugyanugy fogyaszt bentikus és
planktonikus ¢éldlényeket, mint vizbe hullott szarazfoldi rovarokat és larvakat (Dutta 1993).

A zebradani6 az egyik legelterjedtebb modell szervezett¢ valt az elmult 30 évben szamos
tudomanyteriileten. A faj tobb olyan tulajdonsaggal rendelkezik, mely népszertivé tette a
kiilonbozé tudomanyteriiletek szamara, mint modell szervezet. A toxikologia szdmara a
zebradanio legfontosabb tulajdonsdga a kis testméret és a nagy egyedsliriiségben vald
tarthatosdg. A teratoldgiai vizsgalatok szempontjabol az atlatsz6 embrio és ikrahéj) konnyen
azonosithatova teszi a fejlodési rendellenességeket, mig a fajra jellemzd magas fekunditas a
reprodukcios toxikologiai tesztek szamdra jelent fontos elénydket. A rovid generacios
intervallum pedig a teljes életciklus és a tobb generdcios vizsgalatok elvégzését konnyiti és
roviditi meg (Hill et al. 2005). Emellett szdmos egyszerl, koltséghatékony kisérleti eljarast
(mikromanipuldlas, génexpresszios vizsgalatok) dolgoztak ki zebradaniora, de az emlds6knél
hasznalt mddszerek jelentds részét is adaptaltdk rda (Winn 2001). A zebradanioban talalhatd
gének, receptorok, molekularis és élettani folyamatok nagymértékii hasonlosagot mutatnak az
emldsokével és igy az emberével 1s (Miiller, 2005). Habar a zebradanid €s emlds dsszehasonlito

toxikoldgiai vizsgalatok sordn alkalmazott végpontok eredményei nem mindig korrelalnak
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egymassal, a halembrion végzett teratologiai tanulmanyok eredményei mégis jol tiikkrozik a
ragesald ¢és nyul tesztek eredményeit (Ducharme et al. 2015). Elsdsorban a bioldgiai
utvonalakhoz (0sztrogén-vitellogenin tengely, neurotranszmitter gatlas stb.) kotott vizsgalatok
azok, ahol a zebraddni6 embriotesztek segithetnek csokkenteni az emlds kisérletek szamat

(Perkins et al. 2013).

3.9 A zebradanio laboratdriumi tartisa

A zebradaniot csak Eurdpaban tobb mint 360 laboratoriumban tartjak kisérleti célokra (Geisler et
al. 2016). Elmondhatjuk, hogy a nyugat-eurdpai orszdgokban nincs olyan orvosi vagy
¢lettudomannyal foglakozé egyetem, kutatdintézet, ahol ne miikddne zebradanios allathéz.
Azonban azt is meg kell jegyezniink, hogy csak mostanara kezdi elérni ezen laboratériumok
miikodése azt a szinvonalat, ami a ragcséalos allathdzakndl mar évtizedek oOta elvards. Mivel a
zebradanios kutatok jelentds része a biologia és az orvostudomany teriiletérdl keriil ki, igy a
halak tartasarol €s nevelésrél nem rendelkeznek elézetes ismeretekkel. Olyan elismert, allathaz
vezetOk is mint Christian Lawrence, a harvardi Children's Hospital Boston, Karp Family
Research Laboratories vezetdje is hangstlyozta, hogy a zebraddnié laboroknak integralni kellene
a halgazdalkodasi gyakorlatban meglévd ismereteket a takarmanyozas €s a larvanevelés teriiletén

(European Zebrafish Meeting 2015 — szobeli kozlés).

3.9.1 Vizmindség

Bar a zebradaniok jol toleraljak a vizmindség valtoztatasat, azonban a laboroknak elsddleges
fontossagu a halak tartdsara szolgaldo vizmindség stabilitdsdnak garantdldsa is, hiszen csak igy
¢érhetd el a minimalis stressz szint, illetve igy varhato el az optimalis ndvekedés €s az ivartermék
eloallitasa.

Az egyik legfontosabb vizfizikai paraméter a hdmérséklet. Ennek szempontjabol a zebradaniok
elég toleransak, hiszen a természetes él6helyiikon is 1,6 és 33 °C tartomanyban mozog a vizek
homérseklete. A laborok tobbségében 28,5°C-on tartjak a halakat Westerfield (1995) utmutatasa
alapjan, azonban egy szélesebb, 24-30°C homérseékleti tartomany kedvezd a halak laboratoriumi
tartdsara (Matthews et al. 2002, Lawrence 2007).

A pH tekintetében ugyancsak kevéssé érzékenyek a zebradaniok a tartdsuk soran. Az optimalis
pH érték tartomany laboratoriumi koriilmények kozt a 7-8 kozott talalhatd. Fontos, hogy ez a
tartomany a legmegfelelobb a bioszlirdben €16 szervezetek szamara is (Masser et al. 1999). Ezek
a baktériumok biztositjak a nitrogén és foszfor formak eliminacigjat a vizbdl, ami a megfeleld

vizmindség elengedhetetlen feltétele.
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A viz 0sszes soOtartalma szempontjabol ugyancsak tagtiirésii fajrol beszélhetiink. Sawant et al.
(2001) vizsgalatai alapjan a 0,3-14 g/L kozti s6 koncentraciot is tolerdljak a zebradaniok. A
halak tartasi szempontjabdl azonban az optimalis a 0,25-0,75 g/L kozti tartomany (Lawrence
2007).

Az oxigén koncentracidja szempontjabol nincsenek pontos adatok a zebradanid esetében,
azonban mint meleg égovi halfaj, kevésbé érzékeny a viz alacsonyabb oxigén telitettségére
(Lawrence 2007). A toxikoldgiai tesztek soran is a 60%-os ASV szerepel az OECD
protokollokban (OECD 1992a, OECD 1992b, OECD 2013b) minimalis mennyiségként.

3.9.2 Takarmanyozas

crer

ragcsalokhoz képest a takarményozads szempontjabol figyelhetd meg (Watts et al. 2012),
ugyanakkor ez az a tényezd, amely leginkabb meghatdrozza a vizsgalatokhoz felhasznalt allatok
A zebradanid szamos olyan emésztés-élettani tulajdonsdggal rendelkezik, mint a legtdbb
pontyféle (Lawrence 2007).

A halak etetése szempontjabdl két modszer alkalmazhatd, ez az igény szerinti torténd
takarmanyozas, illetve a testtomeg alapjan torténd etetés. Az ad libitum takarméanyozasnak
szamos nehézsége van, mivel nagyon kdnnyen tuletethetjiik az allatokat és kiilonosen fél-statikus
rendszerekben, vagy toxikologiai tesztekben ez a vizmindség gyors romlasahoz vezet (Lawrence
2007). A toxikoldgia vizsgalatok soran alkalmazott ad libitum etetés soran a legjobb, &m legtobb
1d6t 1gényld megoldas, ha egymas utan kisebb €és csokkend adagokban torténik az etetés, igy
elkeriilhetd a tuletetés €s a pazarlas.

A testtdmeg alapjan torténd etetés sordn az egyes korosztalyoknal kiilonb6zd aranyt lehet és kell
alkalmazni. Mig larva korban a testtomeg 30-200%-at sziikséges adni naponta, felndtt
egyedeknél ez 1-10%. A felndtt allatok esetében az elterjedt gyakorlat a testtomeg 4%-at kitevo
napi takarmany etetése (Lawrence 2007). Ehhez természetesen sziikséges ismerni az adott
korosztaly testtomegét. Az etetés gyakorisaga is fontos szempontja a takarmanyozasnak. A fiatal
egyedeknél a napi haromszori vagy tObbszor torténd etetés is elképzelhetd, mig a felnott
egyedeknél legalabb napi kétszeri etetés sziikséges. Minden esetben azonban az adott labor
koriilményei, a vizsgalat tipusa hatdrozza meg az etetés gyakorisagat és az alkalmazott modszert
(Lawrence 2007).

A teljesértékli takarmanyok mellett az ¢l eleség is fontos részét képezi a zebraddnid
laboratoriumi takarmanyozasanak. Ez kiilondsen a fiatal egyedek szdmadara fontos, hiszen a

Paramecium, a keresféreg (Rotifera) és az Artemia naupliusz etetése noveli a larvak talélését és
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eldsegiti a gyorsabb novekedését (Watts et al. 2012). Az ¢16 taplalék vizualisan ingerli a halakat,
de konnyii emészthetéségével jobban hasznosul, ami kiilondsen az eliszé larvak szaméra fontos
(Cahu és Zambonino Infante 2001). Egy vizsgalatban a pusztan Artemia naupliusszal etetett
fiatal larvak talélése €s novekedése nem volt jobb, mint a csak teljesértékli tappal etetett csoporté
(Carvalho et al. 2006). Ennek valdszinii oka azonban nem csupan a beltartalmi értékektdl fligg.
A zebradanio larvak szdja igen apro, az eluszo egyedek csupan a 100 pm-nél kisebb atmérdji
taplalékot tudjak elfogyasztani (Lawrence 2007). Eppen ezért a 500x100-150 um (HxSZ)
Artemia naupliuszokat a fiatal larvak nem tudjak megfogni (Carvalho et al. 2006). Ilyen fiatal
allatokat ezért papucsallatkakkal (Parameciummal) (150-200 pm) és kerekesféreggel (~250 um)
sokkal eredményesebb takarmanyozni. Ezen szervezetek laboratoriumi alkalmazéasanak azonban
hatranya, hogy mivel édesvizi szervezetekr6l van szo6, az el nem fogyasztott papucsallatkak és
kerekesférgek a szlird rendszerben tovabb élnek és szaporodnak, ami a bioldgiai sziirdket
jelentésen megterheli. Az eluszo larvak kiegészitd €16 eleségeként lehetdség van a fonalférgek
(Nematoda), mint a Panagrellus redivivus hasznalatara, mely az akvaristak korében elterjedten
hasznalt larvaneveld taplalék (Schlechtriem et al. 2004). Egyik elénye ezek alkalmazéasanak (kb.
50 um atméréji és 1 mm hosszu fonalféreg) (Ricci et al. 2003), hogy az el nem fogyasztott

egyedek egy-két 6ran beliil elpusztulnak a vizben.

3.10 Akut toxicitas vizsgalatok halakon

A halakon végzett akut tesztek fontos részét képezik a kiilonboz6 vegyiiletek okozta kornyezeti
kockézat megismerésének. A jelenlegi Eurdpai Unids szabdlyozds értelmében minden
forgalomba hozott vegyszer, peszticid, biocid, vagy gyogyszer esetében sziikséges a kockazat
becslése. Ez az EU vegyi anyagokra vonatozd szabdlyozasaval (REACH) egyiitt jelentds
mennyiségben novelte az allatkisérletek szamat (Scholz et al. 2008). Ezzel parhuzamosan viszont
jelentds nyomas jelent meg a kozvélemény és az ipar oldalardl is, hogy olyan alternativ
megoldasokat keressenek a kutatok, melyekkel legalabb részben helyettesitheték az allat
kisérletek és emellett az engedélyezés koltségei, ha lehet, csokkenjenek. Tobb alternativ
megoldas is adodott a kornyezeti kockazat becslésére, mint az in silico modell rendszerek, a
kiilonb6z6 sejtkultirdkon torténd tesztelések és a hal embrio modellek. Habar a legtobb hal
embrid alapt vizsgélatot zebradanion végzik, a kidolgozott tesztek medakan és tlizcsellén is

alkalmazhatéak kis valtoztatasokkal (Braunbeck et al. 2005).
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3.10.1 Akut vizsgalat feln6tt halakon

A felndtt halakon torténd tesztek fontos részét képezik példaul a gyogyszer és az
allatgyogyaszati vegyiiletek kockdzatbecslési folyamatanak (VICH 2004, EMA 2006). Az
engedélyezési folyamatok mind az OECD 203 teszt alapjan irjak el a vegyiiletek tesztelését. Ez
a protokoll egyike a legrégebben (1992) valtoztatas nélkiil hasznalt OECD teszteknek (Wedekind
et al. 2007).

Maga a teszt 96 ora hosszu kezelést ir eld, statikus, fél-statikus, vagy atfolyo vizes koriilmények
kozott. A teszthez alkalmas szervezetek kozott szamos faj megtalalhatdo, mint a ponty, a
szivarvanyos pisztrang, a medaka €s a zebradanid. Természetesen minden faj esetében kiilon-
kiilon kovetelmények vonatkoznak az allatok testméretére és a kezel6oldat paramétereire
(homérséklet, ASV stb.). A protokoll emellett javasolja 100 mg/l-es limit teszt és sziikséges
hatarérték kereso teszt elvégzését is, a {6 teszt elvégzésének megkdnnyitéséhez.

A vizsgélathoz kivalasztott halakat a kontrol csoportok mellett legaldbb 5 koncentracidban kell
tesztelni és legalabb 7 halat kell egy koncentracidban vizsgalni. Maga a teszt nem irja eld
parhuzamosok alkalmazasat, mivel a végcélja a LCsy érték meghatirozasa. Ehhez statisztikai
modszerként probit analizist javasol a szabvany, melyhez csak az egyes koncentracidkban
szerepld allatok kiindulasi szadmara és az elhullott allatok szdméra van sziikség. Ennek ellenére
érdemes legalabb 2 ismétlésben elvégezni a kezeléseket, hiszen igy megbizhatobb eredményeket
kaphatunk.

A kisérleti allatok szamanak csokkentésére vonatkozé elvarasok természetesen a felndtt halakra
is vonatkoznak. Az akut felnétt halas tesztek legjobb alternativdja a FET teszt (Wedekind et al.
2007). Ezt bizonyitandé Lammer et al. (2009) 143 vegyiilet esetében végeztek 0sszehasonlitd
vizsgalatokat. Eredményeik alapjan a zebradanio embriokon végzett vizsgalatok semmivel sem
voltak kevésbé megbizhatdak, mint amikor a kiilonb6zd halfajok felndtt egyedein végzett akut

tesztek LCsy eredményeit hasonlitottak ossze.

3.10.2 Halembrio teszt (FET)

Zebradani6 embriot egyre tobb tudomanyteriilet alkalmaz modell szervezetként és mint
alternativ modellt, szdmos kutatasi terlileten vonjdk be az eddig csak ragcsalokon végzett
vizsgélatokba. A legtobb zebradanioval megjelent publikacid tovabbra is a fejlddésbiologia, a
molekulérisbiologia, sejtbiologia €s a neurobioldgia teriiletén sziiletik. A toxikologia, mint
tudomanyteriilet a 8. helyen 4all a zebraddniét modellként hasznaldé publikdciok szamanak
tekintetében. E mellett szignifikdnsan nétt az olyan hagyoményosan ragcsalé modellekkel

dolgoz¢ teriileteken a zebradanié alkalmazéasa, mint a gydgyszertan, immunoldgia €s kisérletes
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medicina (Kinth et al. 2013). A toxikologidhoz kapcsolhatéd pre-klinikai gydgyszertesztekben €s
gyogyszerhatoanyagok fejlesztése soran is egyre nagyobb szerepet kapnak a halembri6 tesztek
(Parng et al. 2002, Zon és Peterson 2005). J6 példa erre a daganatos megbetegedések kezelésére
szolgald gyodgyszerek tesztelése és fejlesztése (Zon és Le 2008), illetve a transzlaciés medicina
teriiletén is egyre elterjedtebbek ezek a vizsgalatok (Phillips és Westerfield 2014).

A legtobb embrio akut toxicitds tesztet jelenleg is elsOsorban kornyezetben megjelend
xenobiotikumokkal végzik. Németorszagban mar 2005 6ta része a szennyvizek tesztelésének a
hal embri6 teszt (Scholz et al. 2008) és hazankban is 2009 6ta elérhetdé a szennyvizmintak
halembridokkal torténd tesztelésére szolgadlo MSZ EN ISO 15088 szabvany.

Az OCED 2006-ban hozta nyilvanossdgra az els§ vazlatat a halembriok kiilonb6z6
vegyiiletekkel végzett akut vizsgalatanak (OECD 2006). Ebben a protokollban még 48 o6ras
kezelést javasoltak és a kontrol csoportok mellett a legaldbb 6t koncentracidban 40-40 embrid
tesztelését. Az embridkat igy két 24-es szovettenyésztd lemezen lehetett elhelyezni, mely két
fliggetlen parhuzamosnak felelt meg, ezaltal lehetdség volt az LCsy érték mellett a szub-letalis
hatasok statisztikai modszerekkel vald értékelésére is. Ezzel szemben a 2013-ban megjelent
végleges protokoll (OECD 2013a) mar koncentracionként csak 20 egyeden irta eld tesztelést, a
vizsgalat hossza ugyanakkor 96 drara nétt. A teszt alapjan minden szdvettenyészté lemezen 1évo
lyukat 6nallé ismétlésként kell kezelni, igy probit mddszerrel meghatarozhatdé az LCsg érték,
azonban a deformitasok megfigyelése csak leiro jelleggel jelenhet meg a teszt eredményei
kozott. Ezzel sajnos a fontos szub-letalis hatdsokat nem lehet statisztikailag igazolni. Bar a
moddszer célja kifejezetten a letalitds és nem a teratogén hatdsok vizsgalta az adott vegyiiletek
esetében, nem szabad elfelejteni, hogy a 2010/63/EU rendelet értelmében egy nem éldlényen
végzett vizsgalatrol van szo, igy a vizsgalatok tervezésénél plusz ismétlések beiktatdsa nem

utkozi a 3R elveivel.

3.11 Kronikus és szub-kronikus kitettség vizsgalata halakon

Az akut és a kronikus kitettség hatasanak vizsgalatara iranyulo tesztek kozott a legjelentdsebb
kiilonbség a tesztek hosszan kiviil a vizsgalati végpontok meghatarozasa. Mig az akut toxicitds
tesztek elsddleges célja a letdlis hatds megallapitdsa, addig a kronikus tesztek tobbsége
valamilyen jol koriil irt szub-letalis tiinet dozis-hatds Osszefliggéseit vizsgalja. Mindez igaz az
egyes kutatasokhoz tervezett vizsgalatokra és a szabvanyositott protokollokra is. A kronikus
tesztek végpontjait, ha csak a OECD protokollokat tekintjiik, leginkdbb a halak ndvekedésre
(OECD 1998, OECD 2013b), vagy a szaporodésbioldgiai folyamatokra (OECD 2009, OECD
2011, OECD 2012, OECD 2015) gyakorolt hatasra iranyulnak.
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3.11.1 Korai ¢letszakasz vizsgalat

Az OECD 210 szerinti hal korai életszakasz vizsgalat a leggyakrabban alkalmazott szub-
kronikus toxicitast vizsgalo halteszt, melyet kdrnyezeti kockazatbecslésre hasznalnak vildgszerte
(Villeneuve et al. 2014). A halak korai ¢letszakaszaban torténd toxikoldgiai vizsgalatokat mar a
70-es években is javasoltak alternativaként a hal teljes ¢életciklus vizsgalatok kivaltasara (McKim
1977). A vizsgalat végpontjai a teszt végén a LOEC és NOEC értékek meghatarozasa, a
mortalitds és a kiilonbozo testparaméterek tekintetében. A teszt hossza az egyes halfajok
esetében valtozo, altalaban a keléstdl szamitott 20-30 nap.

A teszt egyik legfontosabb tulajdonsaga, hogy a halak legérzékenyebb fejlodési stadiumait
foglalja magaba és egyben ez adja a teszt nehézségét is. A tesztet a frissen termékenyiilt, néhany
sejtes allapotban 1évé embridkkal kell megkezdeni. A zebradaniok 2,5-3 dpf korban kezdenek
kikelni, azonban ilyenkor még a szikhdlyagbol fedezik a sziikséges tapanyagokat a
novekedéshez (Westerfield 1995). Az ezt kovetd 2 napban a fejlikon talalhato sejtek altal termelt
valadékkal jellemzéen egy fliggdleges feliilethez tapasztjdk magukat (fliggeszkedés) (Laale
1977). 5 dpf korban kezdenek a larvak szabadon uszni az Uszo6holyag 1égkori levegovel valod
feltoltése utan. Ezt kdvetden koriilbelill a 7 dpf korig a larvak még a felvett taplalék mellett a
szikholyagbol is képesek a tdpanyagok mobilizalasara. Erre azért van sziikségiik, mivel ebben az
iddszakban fejezddik be az emésztdrendszer funkcionalis fejlodése (Pack et al. 1996, Holmberg
et al. 2004). A korai életszakasz tesztben ez az egyik legfontosabb iddszak, elsdsorban a
megfeleld etetési modszer kivalasztasa és a fél-statikus kezelés esetében az oldatcsere miatt. A
szabadon 0szo6 halakrol nagy koriiltekintéssel lehet csak az oldatot eltavolitani, mivel az allatok
ekkor kiilondsen sériilekenyek. Az etetés szempontjabol nagyon fontos a mar 5-6 dpf kora halak
megfeleld méretli €16 eleséggel valo etetése, mivel az intenziven mozgd zsdkmany vizudlisan
vonzo és intenzivebb taplalkozasra készteti a larvéakat, igy a lassan siillyedd tapszemcsékbdl is
tobbet fogyasztanak. Korilbeliil 10-12 dpf korukban érik el a 4,2-4,5 mm teljes testhosszt.
(Kimmel et al. 1995, Parichy et al. 2009) és ekkor mar képesek elfogyasztani az Artemia
naupliuszokat.

Az OECD 210-es protokoll 1992-ben megjelent elsé valtozat szerint a kontrolok mellett
minimum 5 Kkoncentracioban, koncentracionként 2 ismétlésben, minimum 30-30 embridval
javasoltak a vizsgalat elvégzését. A két ismétlés azonban sokszor az alkalmazott statisztikai
probak miatt nem volt elegendd. Részben ez is volt az oka, hogy a 2013-ban kiadott valtozatban
mar 80 allat, négy ismétlésben vald vizsgalatat javasoltdk minden koncentracidhoz. Az vj
protokoll a validalasi kritériumaiban is szigorodott. Meghataroztak a halak testparamétereiben az
ismétlésenkénti és az ismétlések kozti megengedhetd kiilonbséget, illetve a kontrol csoport

esetében a kelés utani 70%-os tulélési minimum hatért is modositottak. A kelésig a kontrol
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egyedek 70%-nak, kelés utan pedig 75%-nak kell talélnie a teszt érvényességéhez. Habar ezek a
kritériumok elsésorban a GLP alatti engedélyezési és kockdzatbecslési eljarasokhoz keriiltek
kidolgozésra, a kutatok szdmara is jO tampontot jelentenek a moddositott, vagy atalakitott

protokollok az eredmények értékelésekor.

3.11.2 Tobbgeneracios vizsgalatok

Napjainkban egyre tobb figyelem fordul a kérnyezetben megjelend vegytiletek hosszutavu, akar
generaciokon ativeld hatdsanak megismerésére. Minden tobbgeneracios vizsgalat fontos
végpontja a halak szaporodasbioldgiai paramétereinek vizsgalata, hiszen a kornyezeti kockéazat
felmérésénél ez mutatja meg a populacid szintjén megnyilvanuldo hatdsokat. Szamos,
irodalomban fellelhetd6 munka tobbgeneracids vizsgalatokban a kiilonbozé EDC vegyiiletek
hatdsait tanulmanyozta hal modellen, mint amilyen az etinil-6sztradiol és a biszfenol-A
(Bhandari et al. 2015), az 6sztron (Nakamura et al. 2015), vagy a nonilfenol (Holdway et al.
2008). Az EDC vegyiiletek mellett természetesen mas vegyiilet csoportokat is tanulmanyoztak
tobb generacids halas tesztekben, mint a gyogyszer metabolit klofibrin sav (Coimbra et al. 2015),
fényvédd krémek hatéanyaga a benzofenon-3 (Kim et al. 2014), vagy éppen a fitoszerolok
(Nakari ¢és Erkomaa 2003) és szennyviztelepek elfolyo vizeit (Sowers et al. 2009) is teszteltek
ilyen kisérleti rendszerben. A kisérletek tervezésénél az EPA éltal korabban készitett tanulmany
(EPA 2003) és 2015 o6ta az OECD 240 (OECD 2015), a medaka tobbgeneracids vizsgalatat leird
szabvany szolgalhat alapul.

A vizsgélt anyagokhoz hasonloan a tesztek felépitése is elég valtozatos. A célzottan
szaporodasbioldgiai végpontot vizsgald tesztek esetében a medaka alkalmazasanak f6 elényét az
adja, hogy ismert a himspecifikus allélja az autoszémalis dmrtl génnek (Schartl 2004), de a
medaka mellett zebradanio, tiizcselle és mas fajok is alkalmazhatéak modellallatként. A halak
nevelése €s tartdsa szempontjabol az atfolydvizes tesztrendszerek a legmegfelelébbek és a
legtobb tesztet ilyen rendszerekben is végzik, valamint az OECD 240 protokoll is ilyen kezelést
ir el6. Ezekkel a rendszerekkel azonban nagy mennyiségili szennyezett viz keletkezik, amelynek
megfeleld kezelése nem egyszerli feladat. Természetesen fél-statikus rendszerekben is
elvégezhetdek ezek a vizsgalatok (Sowers et al. 2009, Kim et al. 2014). A tesztelt koncentraciok
tekintetében tobb példat taldlhatunk két (Fassbender és Braunbeck 2013a), 3 koncentracid
(Saravanan et al. 2014), 4 (Kim et al. 2014), illetve 5 (Diekmann et al. 2004a) koncentracid
vizsgalatara is a teljes ¢€letciklus, vagy a tobb generacids tesztekben. Az EPA (EPA 2003) altal
készitett attekinté munka alapjan a tobbgeneracios vizsgalatokhoz 2-4 ismétlést javasolnak. A
csak két fliggetlen ismétlést alkalmazo tesztekre is tobb példa taldlhaté (Nakari és Erkomaa

2003, Diekmann et al. 2004a, Fassbender és Braunbeck 2013a), az azonban elmondhatd, hogy a
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kimondottan szaporodasi paramétereket vizsgalo tesztek esetében legalabb négy (Holdway et al.
2008, Kim et al. 2014, Nakamura et al. 2015) parhuzamost alkalmaznak, illetve az OECD 240-es
protokoll is hat parhuzamost javasol.

Az ismétlésenként alkalmazott allatok szamat alapvetden a vizsgalando végpont és az ehhez
alkalmazott modszerhez sziikséges mintaszam hatdrozza meg. Az OECD protokoll
ismétlésenként 20 embrid kezelését javasolja a szaporodasbioldgiai és testhossz vizsgalathoz,
mig az EPA tanulmany 50-100 embridval javasolja elkezdeni az F1 és az F2 generacio kezelését.
Az viszont elmondhato, hogy minél kevesebb egyeddel kezdik a vizsgalatot, annal jobban lehet
kovetni azok fejlodését €s igy valosziniileg a larvak életben maradasi aranya is jobb lesz.

A teszt szerkezetére vonatkozodan is tobb lehetdség kinalkozik. A kezelés kezdddhet a P (sziil6i)
generacio 2-3 hetes el6kezelésével (Kim et al. 2014, Nakamura et al. 2015, OECD 2015), illetve
az FO vagy F1 generdcid embriokorban torténd kezelésével (Fassbender és Braunbeck 2013a,
Fassbender ¢s Braunbeck 2013b, Coimbra et al. 2015). A kezelés hossza is legaladbb ilyen
valtozatos, a legtobb vizsgalatban legalabb az F2 generacio korai életszakaszat (30-60 nappal a
kelést kovetden fajtol fiiggden) magaban foglalja a kezelés (Diekmann et al. 2004a, Nakamura et
al. 2015, OECD 2015), de tobb kisérletben a megfigyelések kiterjedtek az F3 és késdbbi
generaciokra is (Corrales et al. 2014, Bhandari et al. 2015, Coimbra et al. 2015).

A kiilonbozo tesztek és protokollok végpontjai kozott minden esetben szerepel az elhullas
vizsgalta, a lerakott ikraszam, a termékenység és a megjelend fejlédési rendellenességek, illetve
az allatok testparamétereinek vizsgalata a kiilonboz6é fejlédési allapotokban. Ezeken kiviil
természetesen szaporodasbioldgiai végpontként a vitellogenin mérése szerepelhet még (Kim et
al. 2014, OECD 2015), de akar genotoxikologiai (Fassbender és Braunbeck 2013a, Fassbender
¢s Braunbeck 2013b) vizsgalati végpont is beilleszthetd ezekbe a tesztekbe, nem beszélve a

molekularis biologiai vizsgalatokrol.

42



10.14751/SZIE.2018.003
4. ANYAG ES MODSZER

4.1 A kisérletek helyszine, az allatok tartasa

Az allatkisérleteket a Szent Istvan Egyetem, MezOgazdasag- és Kornyezettudomanyi Kar,
Akvakultira és Kornyezetbiztonsagi Intézet, Halgazddlkodasi Tanszékén végeztem. A
vizsgéalatokhoz AB vadtipusi zebradédnié vonalat haszndltam. A halakat, alland6 vizatfolyast
biztositd recirkulacids rendszerben (Tecniplast Zebtec, Tecniplast, Buguggiate, Olaszorszag.), 14
ora vilagos, 10 ora sotét vilagitasi programon tartottam a vizsgalatok megkezdése eldtt. A
recirkulaciés rendszerben a viz hémérséklete 25+0,5 °C-o0s, a pH 7,5+0,2, a vezetdképesség
525450 pS 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 vizsgélatokhoz felhasznalt zebradani6 embriok nyerésére a felnétt egyedeket specialis, 1
literes szaporitdé edényekben ivattam (Tecniplast). A halakat az ivast megel6zé nap délutanjan
helyeztem a szaporitd medencékbe. A him ¢€s a ndstény egyedeket a medencében egy atlatszo
polikarbondt lemez valasztotta el. Az ivatas a kovetkezd reggel szinkronizaltan tortént, a
valaszfalak egy idoben torténd eltavolitasaval. Az ikrak Osszegyiijtését kovetden keriilt sor az
embriok valogatasara, melyet sztereomikroszkop alatt végeztem (Leica M205 FA), ezt kdvetden
keriilhettek az ép és szabalyosan fejlodo embridk a tesztedényekbe.

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

4.2 Felhasznalt anyagok

A vizsgalatok sordn négy antineoplasztikus hatast vegyiilet hatdsat vizsgaltam, melyek az 5-
flurouracil (5-FU), a cisplatin (CisP), az etoposide (ET) és az imatinib mesylat (IM) voltak. Az
5-FU-t és a Cisp-t a Sigma-Aldrich-t6] (Budapest, Magyarorszag, termék szam: F6627 az 5-FU
¢s 479306 a CisP esetében), mig az ET-t és az IM-et a Santa Cruz Biotechnology-t6l szereztem
be (Heidelberg, Németorszag, termék szam: sc-3512A az ET és sc-202180A az IM esetében).

A tesztanyagokbol a vizsgalatokat megeldzden térzsoldatokat készitettem, majd az alkalmazott
koncentraciokat ezen torzsoldatok higitasaval allitottam eld. Az 5-FU tesztelésekor 100 mg/ml-
es torzsoldatot alkalmaztam, melyhez a hatéanyagot dimetil-szulfoxidban (DMSO) oldottam fel,
3-5 perces razatdssal (MTA KUTESZ, Type I). A CisP és az IM esetében 1 mg/ml-es
torzsoldatot készitettem. Az IM és CisP esetében nem volt sziikség oldoszer alkalmazasara,

mindkét vegytilet jol oldodott desztillalt vizben (1. tablazat). Az ET vizsgalatdhoz a vegyiiletet
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az 5-FU-hoz hasonléan DMSO-ban kellet feloldani. A térzsoldat végkoncentracioja ebben az
esetben is 1 mg/ml volt. A kezeld oldat elkészitéséhez az oldatok higitasat a recirkulacios

rendszerbdl vett tiszta rendszervizzel végeztem.

1. tdblazat. A vizsgalt vegyiiletek legfontosabb tulajdonséagai

A tablazat a négy vizsgalt molekula Osszegképletét, CAS szamat, Anatomiai, Gyogyaszati és Kémiai
Osztalyozasi Rendszer (ATC, Anathomic Terapeutic Chemical Classification) kodjat, oldhatosagat, savi
disszociacios konstansat (pK,), octano-viz megoszlasi koefficiensét (logK,,), illetve molaris tomegét
tartalmazza.

Vegyiiletek S-fluorouracil  Cisplatin (cis-diamin- Etoposide Imatinib
dikloroplatinum) mesylate

Kémiai formula C4H;FN,O, H¢C2N,Pt C,9H;20,3 C;0H;5N,04S

CAS No. 51-21-8 15663-27-1 33419-42-0 220127-57-1

ATC kod L01BC02 LO1XAO01 L01CBO1 LO1XEO1

Oldhatosag 10-50 mg/mL 2,5 mg/mL 29 mg/mL 200 mg/mL
DMSO H,O DMSO H,O

pK. 8,1 5,06 9,8 12,45

logKow 0,81 2,19 0,60 4,38

M (g/mol) 130,08 300,05 588,57 589,71

4.3 Akut tesztek
4.3.1 Akut feln6tt hal teszt

Az akut felnétt halas vizsgalatokat az OECD 203 (OECD 1992a) vizsgalati protokoll alapjan
végeztem. A fOtesztet megelézden a dozistartomany meghatarozdsahoz un. hatarérték kereso
(range finding) tesztet alkalmaztam. Ennek sordn a 1, 10 és 100 mg/l-es oldatot készitettiink
minden vizsgalt anyagbol. Az eldteszteket 1 literes polikarbondt medencékben végeztem el,
minden medencébe 3 hal keriilt. A {6 tesztet csak azon anyagok esetében nem végeztem el,
melyeknél a 100 mg/l-es koncentracidval kezelt halak koziil egy sem pusztult el a vizsgalat ideje
alatt. A 100 mg/l-es limit hatarértéket az OECD 203 (OECD 1992a) protokoll alapjan
hatdroztam meg. A vizsgéalatba 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 fGteszteket 3 literes
polikarbondt medencékben végeztem, minden anyag esetében statikus kisérleti beallitast
alkalmaztam, 5 koncentraciéval. A vizsgalat alatt a kezelGoldat hémérséklete 24+1 "C volt.
Minden koncentracio esetében két ismétlést alkalmaztam, a medencékbe pedig 7-7 halat

helyeztem. A vizsgélat id6tartama az el6- és a fOteszt esetében is 96 Ora volt. A fotesztet a CisP-
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al és az IM-el végeztem el (2. tablazat). A kontrol csoportokat rendszer vizben kezeltiik a

fentiekkel megegyezd koriilmények kozott két ismétlésben.

2. tablazat A vizsgalatban tesztelt két antineoplasztikus hatdsu vegyiilet felndtt halak toxicitas
vizsgalatainal alkalmazott koncentracioi.

Teszt anyag koncentraciéok (mg/l)
cisplatin 10, 50, 65, 80, 100
imatinib mesylate 1,5, 10, 50, 70, 100

4.3.2 Akut embrio tesztek

Az akut embrid tesztek az OECD FET (Fish Embryo Toxicity Test) 2006 Draft guideline alapjan
terveztem. Ennek megfelel6en az embridk legkésobb 2 draval a termékenylilés utan, a valogatast
kovetden, még 8 sejtes allapot elott kertiltek a tesztedényekbe. A tesztek idOtartamat 120 orara
noveltem, hogy minél tobb informdaciot tudjunk gylijteni az anyag hatasarol. A teszteket minden
anyag esetében 24-es szovettenyésztd lemezekben végeztem, minden koncentracid esetében 20
embriot vizsgaltam, két ismétlésben (3. tablazat). A kezelés statikus volt. 24 6ranként vizsgaltam
a mortalitast, illetve a szub-letalis hatasok megjelenését. Az 5-FU és az ET esetében olddszeres

kontrol csoport is beallitasra keriilt.

3. tablazat A vizsgalatban tesztelt négy antineoplasztikus hatasu vegylilet embrionalis toxicitas
vizsgalatainal alkalmazott koncentracioi.

Teszt anyag Vizsgalt koncentraciok (mg/l)

5-fluorouracil 10, 100, 200, 1000, 2000, 3000, 4000

cisplatin 10, 20 30, 40, 50, 100, 200, 300, 500, 600, 1000
etoposide 0, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450
imatinib mesylate 10, 50, 80, 100, 150, 200, 250, 300, 500

4.4  Keverék vizsgalatok az Imatinib és a Cisplatin esetében
4.4.1 Keverekek elkészitése

Két vegyiilet esetében végeztem el a keverékek hatdsanak vizsgalatat. Ezek a CisP és az IM
voltak. Az oldatok készitését a fent leirt modon végeztem. Cisplatin/Imatinib keverék akut
toxicitasanak meghatdrozasa soran Cleuvers (2003), Brezovsek et al. (2014) és Thorpe et al.
(2005) munkdjat vettem alapul. A keverékekben hasznalt koncentraciok kivalasztasakor a két

anyag akut embrid vizsgalatabol szdrmazd 96 6ras mortalitas adatait vettem figyelembe.
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A vizsgalathoz mindkét vegyiilet 96 6ras expozicidra vonatkozo LCs, LCyo, LCyo, LCso €s LCoy
szamitott értékeit hasznaltam fel (4. tablazat). A vegyiiletek azonos mortalitas értékeihez tartozd
koncentraciok felének keveréke alkotta a kezeldoldatot (Cisplatin/Imatinib LCs, LC;y, LCy,
LCso, LCq).

4. tablazat A CisP és a IM embrionalis vizsgalatanak szamitott mortalitas értékei
A keverékek Osszeallitasanal a CisP és az IM esetében az LCs, LC;, LCyo, LCsy é€s LCyy értékeket vettem
alapul.

cisplatin (mg/1) imatinib mesylate (mg/l)
LCs 13,18 43,44
LCyy 37,59 59,91
LCy 67,17 79,84
LCs 123,74 117,99
LCy 209,88 176,07

A keverékek vizsgalata az OECD 236 FET teszt (OECD, 2013) alapjan zajlott. Az 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 koncentraci6 egy-egy ismétlése és 4 kontrol embrio kertilt. A vizsgalatot 2 alkalommal
végeztem el.

A vizsgalat elvégzése soran kapott eredmények alapjan kiszamitottam az LCs, értékeket a 96
oras expozicid utdn. Ez négy paraméteres logisztikus regresszio segitségével tortént, melyben a
négy paraméterbdl két paraméter volt fix. A két fix paraméter egyike a ¢ paraméter volt, amely
esetlinkben a 0 érték. Ez a zér6é mortalitast jelenti. A masik fixalt érték pedig a d paraméter. Ez
az érték a 100%-os mortalitast jelenti. A b érték a meredekséget jeloli, az e érték pedig LCsy
értéket. Az x érték (mg/1) pedig a koncentraciot (6. abra).

d—c
T T¥ exp (b(og (@) — log(®)))

fGx) =c

6. abra: A citosztatikum keverék LC50 értékeinek meghatarozasara hasznalt képlet

4.4.2 Prediktiv keverék toxicitas

A rendelkezésre allo akut toxicitds eredmények alapjan kiszdmitottam a keverék prediktiv
toxicitasait is. Ennek sordn a koncentracio Osszeadddas moddszerét alkalmaztam, mely a két

anyag hasonl6 hatdsat, tehat a keverékek Osszetevoinek ugyanolyan, vagy hasonlo
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hatasmechanizmusat feltételezi a szervezetben. A  keverékek becsiilt toxicitdsanak
meghatdrozasara egyrészt a koncentracio Osszeadodas (Concentration Addition-CA, Loew-féle
addicio) Thorpe et al. (2005), masrészt a Brian et al. (2005) altal alkalmazott modszert

hasznaltam (7. abra).

-1
_ [ P1 b2
Emeix = <—ECx1 + ECx2>

7. abra: Keverékek prediktiv toxicitasnak meghatarozasara szolgalo képlet, igynevezett CA modell
alapjan (Concentration addition)

Jelen esetben a keverék becsiilt LCsg értékét szamoltam ki a fenti képlettel. A p; és a p; érték a
CisP és az IM aranyat fejezi ki a teljes keverék koncentracioban (nincs dimenzidja). Az ECy; a
CisP LCso értékét, és az EC, az IM LCsy értékét jelenti. A kapott LCsy értékeket
Osszehasonlitottuk a mar kiszamitott keverékeink LCsq értékeivel.

A prediktiv toxicitas becslését elvégeztem a fliggetlen hatas mddszerének (Independent Action —
IA, Bliss-féle fliggetlen hatas) vizsgalataval is, melyhez Cleuvers (2003) munkajat vettem alapul.
Ennél a modellnek feltételezziik a két anyag esetében az egymastdl fliggetlen hatdismechanizmust

¢s eltérd célteriiletet (8. abra).

E(cmix) =1 = [(1 = E(c))(1 = E(c2))]

8. abra: Keverékek meghatarozasara szolgalo képlet, ugynevezett IA modell alapjan (Independent Action)

Ahol E(c;) és E(cy) az egyes vegyliletek 6nallo LC értékeit jeloli, mig az E(c,;) vegylletek

egylittes hatdsa a keverékben.

4.5  Szub-kronikus vizsgalatok fiatal zebradanio egyedeken

A korai életszakasz vizsgalatokhoz az OECD 210-es vizsgélati (OECD 1992b) protokolljat
vettem alapul. Ezt a vizsgélatot az 5-FU és az IM esetében végeztem el, melynek elsddleges célja
az volt, hogy megismerjik ennek a két anyagnak a szub-kronikus hatdsait a halak korai
fejlodésére. A tesztek soran igyekeztem széles koncentracid tartomanyt vizsgalni, ezért az 5-FU
esetében 10 és 100 ng/l, 1, 10, 100 pg/l, valamint 1 és 10 mg/l-es koncentracidkat alkalmaztam.
Az IM esetében 100 ng/l, 1, 10 és 100 pg/l, valamint 1 és 10 mg/1 voltak a tesztelt koncentraciok.
Az 5-FU vizsgalata sordn olddszeres kontrol csoportot is beallitottam 0,01%-os koncentracioban
(100 pl/L). Minden kezelt csoport esetében a DMSO mennyiségét 100 pl/L -re egészitettem ki.
A tesztek id6tartama 33 nap volt. Minden kezelési csoport esetében 2 ismétlést alkalmaztam,

ismétlésenként 50-50 embrioval. A vizsgalat kezdetekor a FET teszthez hasonléan az embridkat
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8 sejtes allapot eldtt helyeztem a kezeldoldatba, eldzetes valogatas utan. A kezelések mindkét
esetben fél-statikus rendszerben folytak. A korai életszakasz vizsgalatok esetében az embridk és
larvak kezelését kezdetben 10 cm atmérdji Petri-csészékben végeztem. Az embridkat naponta
tiszta Petri-csészébe €s elokészitett friss oldatba helyeztem. 5 napos larva stadiumban a larvak
nagyobb méretli (15 cm atmérdjii) Petri-csészékbe kerliltek. A tesztoldatot naponta cseréltem
ebben az esetben is. 15 nap utdn a larvakat 11-es tesztedényekben kezeltem tovabb a vizsgalat
végéig. A tesztoldatot naponta részlegesen cseréltem (legalabb 2/3 részben). Kétnaponta a
halakat 6vatosan tiszta edénybe helyeztem, friss tesztoldatba. Az elhullast naponta feljegyeztem
a vizsgalat teljes ideje alatt. A vizsgdlat végén a halkat 0,02 % Tricaine (Tricaine
methanesulphonate; CAS. 886-86-2, Sigma-Aldrich) oldattal tulaltattam, majd lemértem a
nedves testtomegiiket és mikroszkop segitségével fotokat készitettem a halakrol a standard
testhossz leméréséhez, melyhez ImageJ (http://imagej.nih.gov/ij/) szoftvert hasznéltam. A 24
oOrés szaraz testtomeget (60 °C, Thermos Scientific, Heratherm OGS 60) is lemértem, melyhez
analitikai mérleget hasznaltam (Mettler-Toledo AB204-S). A halakat a nagyon kis egyedsulyok
miatt, 5-0s csoportokban mértem le mind a nedves, mind a szdraz testtdmeg vizsgalatok

esetében.

4.6  5-fluororuracil tobbgeneracios vizsgalata zebraddanion

A kisérlet soran a halakat fél-statikus rendszerben és 3 koncentracioval kezeltem, melyek 10 ng
5-FU/, 1 pg 5-FU/ és 100 pg 5-FU/l voltak. A koncentraciok kivalasztasakor figyelembe
vettem a korabbi korai életszakasz teszt eredményeit, tovabbd az irodalomban szerepld
kornyezeti koncentraciokat (Kosjek és Heath 2011, Kosjek et al. 2013, Lin et al. 2014). Minden
kezelési koncentracional €s az olddszeres kontrol csoport esetében is literenként 1 ul DMSO volt
az oldatban. A vizsgalat alatt az oldoszeres kontrol mellett negativ kontrol csoportot is
alkalmaztam (9. dbra). Minden kezelési csoportnal két ismétlést alkalmaztam (A és B csoport). A
vizsgalat soran a halakat 25+1 °C-on tartottam.

A vizsgalat felépitésének és a teszt hosszanak kialakitdsdhoz elsdsorban az EPA (2003) altal
publikdlt tanulmanyt vettem alapul. A vizsgalat a kétgenerdcidos vizsgalati bedllitdsokra
tamaszkodik, mely az FO generaci6 mar felnétt, ivarérett egyedeinek szub-kronikus kéthetes
elokezelésével kezdddik. Az F1 generaciot teljes életciklusa alatt, mig az F2 generaciot csak a

korai életszakasz soran volt kitéve a vizsgalt anyag hatasanak.
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5-FU kezelés
Halak kora: 6 h 6.5h
| I
Az 5-FU kezelés kezdete F1 larvak vizsgalata,
n=18 testhossz, nedves és széraz

testtdmeg merése n=130 F2 larvak vizsgélata,

Az FO szaporitdsa 2 hetes
kezelést kévet8en n=18

testhossz, nedves és
széraz testtémeg mérése
n=100

5 hdnapos halak szaporitdsa
n=16-30

Szovettani vizsgalat,
testtémeg és testhossz
meghatarozasa 7 honapos
halakon n=52-54

9. abra Az 5-FU tobb generacios vizsgalat soran alkalmazott vizsgalati terv sematikus abraja

4.6.1 FO generacid

A vizsgalat az ivarérett, féléves AB adult egyedek kivalasztisaval kezdddott. A teszt
megkezdése eldtt a halakat tobbszor szaporitottam és csak a 90 %-os termékenyiilési aranyt és
semmilyen fejlédési rendellenességet nem mutatd utdédokat add egyedeket vontam be a
kezelésbe. Ismétlésenként 7 ndstény €s 11 him halat 8 literes polikarbonat medencében kezeltem,
fél-statikus rendszerben. A halakon hetente kétszer cseréltem oldatot. Minden oldatcsere soran
megtortént a medencék takaritasa is.

A kezelés iddtartama 2 hét volt. Ezt kdvetden a halakat ivattam. A szaporitasbol szarmazo
termékenylilt embridk kozil ismétlésenként 130 embriot vélasztottam ki véletlenszeriien az F1
generacid felneveléséhez. A halakat naponta kétszer etettem. Az egyik etetés alkalmaval SDS
Small gran szaraz tappal, mig a masik alkalommal frissen kelt Artemia spp. naupliusz lavaval

etettem Oket.

4.6.2 FI generacio

A fejlodé embridk kezelését a 10 cm-es Petri csészében végeztem az eliszo larva stddiumig (5
dpf). A mar elasz6 és taplalkozd larvakat ezutan 1 literes polikarbonat medencékbe helyeztem
fél liter kezeld oldatban. 14 dpf-t6l egy liter oldatban tartottam a larvakat. A larvakat naponta
kétszer etettem SDS 100-as tappal. 10 dpf-tdl naponta egyszeri Artemia spp. nauplius larvéaval
egészitettem ki a halak etetését. A medencék aljar6l minden nap eltavolitottam az el nem
fogyasztott tapot, megeldzendd a viz mindségének romlasat. Az F1 generacié kezelése soran az
els6 honapban minden masodik napon részleges, minden harmadik napon teljes oldatcserét
végeztem. 21 dpf utan a larvakat 3 literes polikarbonit medencékbe helyzetem at és 1,5 liter
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oldatban tartottam Oket. Ekkortdl kétnaponta tortént oldatcsere, valamint sziikség volt levegd
beporlasztasra, hogy a 60% felett maradjon a viz oxigén telitettsége (ASV). Az oxigén mérését
naponta végeztem Hach Lange HQ40 d mérdmiiszer segitségével.

33 nappal a termékenyliilés utdn a tovabbi nevelésre nem szant larvékat 0,02%-os Tricaine
oldatban tulaltattam. A testparaméterek mérése céljabol a tovabb nevelésre nem szant halakrél a
korai életszakasz vizsgalatoknal bemutatott mdédon fényképet készitettem, illetve lemértem a

nedves ¢s szaraz testtomegiiket. A standard testhossz leméréséhez ImageJ programot hasznaltam.

5. tdblazat A tovabb nevelt egyedek szdma az F1 generacidban
A tdbbgeneracios vizsgéalatok sordn az F1 generacid tovabb nevelését a tdblazatban szerepld szdmu fiatal
egyeddel kezdtem az egyes csoportok esetében a korai életszakasz teszt végén (33 dpf).

kezelt csoportok  F1 tovabbnevelt halak szama

5-fluorouracil imatinib mesylate

Ka 55 45
Kz 55 45
DMSO4 42 -
DMSOg 55 -
10 ng/l5 55 45
10 gn/Lp 54 45
1 pg/la 50 45
1 ng/ls 44 45
100 pg/la 55 45
100 pg/ls 55 45

Ismétlésenként az 5. tdblazatban lathato szamu fiatal egyedet neveltiik tovabb. A pozitiv kontrol
A csoportjanak, az 1 ng/l B csoportjanak és az 1 ug/l mindkét csoportjanak esetében kevesebb
hallal tudtam csak a vizsgalatot folytatni a nagyobb fiatalkori elhullas miatt. A halak
tovabbnevelését a 33 dpf utdn 3 literes medencékben folytattam, mar 3 liter kezeld oldatban. A
kezelés ezen pontjatdl kezdve hetente kétszer végeztem oldatcserét. A masodik honaptol a
halakat 8 literes polikarbonat medencébe helyeztem at, 5 liter oldatba. A masodik honap masodik
felében a vizteret 8 literre noveltem. A halak takarményozéasa a novekedésiiknek megfeleld
szemcseméretli SDS tappal (200, 300, 400, Small gran) tortént, Artemia larva kiegészités mellett.
A mar ivarértett halakat az 6tddik honapban kezdtem szaporitani 5 héten keresztiil, heti
rendszerességgel, Tecniplast szaporitdé edényekben, ismétlésenként 12 random kivalasztott
sziildparral. A szaporitasok utan meghataroztam a szaporitd edényenként lerakott Osszes

ikraszamot, illetve két mindségi kategéridba soroltam az ikraszemeket aszerint, hogy
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termékenyliltek-e, vagy sem. Az ikraszemek vizsgalatit és szamlalasat fekete hattér eldtt
végeztem, szabad szemmel. Termékenyiiltnek szdmitott az az ikraszem, amely a lerakast
kovetden minimum két ora elteltével ép, szabalyosan o0sztddd embridt tartalmazott. A nem
termékenylilt kategdéridba az opalos (apoptotikus), vagy torzan osztodd embriokat tartalmazéd
ikrak kertiltek. Az 06todik szaporitds utan az egy ismétlésbdl szarmazo ikratételeket
Osszekevertem és véletlenszertien kivalasztott 100 termékenytilt ikra (F2 generacid) keriilt
tovabb nevelésre.

Az F1 generaci6 felnott egyedeit tovabb kezeltem az F2 generacioval parhuzamosan. A halakbol
hét honapos korukban, 0,02 %-os Tricain-el tortént talaltatdas utdn mintat vettiink szovettani
vizsgélatokhoz. Ehhez a halak hasat felvagtam, majd 8%-os pufferolt formaldehidbe (Molar
Chemicals Kft.) helyeztem. A halak standard testhosszdnak leméréséhez a tulaltatott allatokrol
fényképet készitettem (Pentax Optio RZ10), majd ez alapjan Image] szoftver segitségével
mértem le a halak testhosszat. A nedves testtomeg lemérését analitikai mérlegen végeztem

(Mettler-Toledo AB204-S).

4.6.3 F2 generacid

Az F2 generacid nevelése az F1 generaciondl ismertetett mdodon tortént. 33 nappal az ikradk
termékenytilése utan fejeztem be az allatok kezelést. Az allatok 0,02%-os Tricane-el tortént
tulaltatdsa utdn az F1 generacio és a korai €letszakasz vizsgéalatokban leirt modon lemértem a

halak standard testhosszat, illetve a nedves és a szaraz testtomegét.

4.6.4 Szovettani vizsgalat

A 8%-os pufferolt formaldehidben rogzitett halak felszalld alkoholsorban tortént viztelenités
utan xilollal impregnalva 56 °C-on Paraplast-ba keriiltek bedgyazasra,. A 3-4 um vastagsagl
metszetek festése deparafindlas utdn hemalaunnal és eozinnal tortént. A metszetek vizsgalata

mikroszkdp alatt tortént.

4.7  Imatinib multigenerdcios vizsgalat

Az imatinib mesylate tobb generacios vizsgalata sordn, az 5-FU-hoz hasonldéan, harom
koncentraciot alkalmaztam, melyek a 10 ng/l, 1 pg/l és 100 pg/l voltak. Az 5-fluorouracil
vizsgalatanak tapasztalatai alapjan tobb valtoztatdst végeztem a vizsgalati tervben. Ennek
els6dleges célja az volt, hogy az imatinib esetében még hangsilyosabban vizsgaljam a

szaporodasi képességben bekovetkezd valtozasokat. A kovetkezdkben csak a kiilonbségekre

51



10.14751/SZIE.2018.003

térek ki a vizsgalat felépitésének ismertetésekor, minden egyéb paraméter megegyezett az 5-FU

esetében bemutatottakkal.

4.7.1 FO generacio

Hasonloan az 5-FU-hoz itt is medencénként 8 ndstény mellett 11 him egyedet kezeltem
ismétlésenként. Az oldatcsere azonban itt mar heti harom alkalommal tortént, az imatinib

gyorsabb bomlésa és kisebb stabilitdsa miatt (Negreira et al. 2013a).

4.7.2 F1 generacio

Az F1 generacio6 nevelése 150-150 termékenyiilt ikrdval kezd6dott ismétlésenként. Hasonldan az
elsé tobb generacids vizsgalathoz a halakat ebben a vizsgalatban is 33 nap utan két csoportra
valasztottam szét. A korai ¢életszakaszban a halak nevelése az 5-FU esetében bemutatott moédon
zajlott. Minden ismétlés esetében 45 egyedet valasztottam ki tovabbnevelés céljara, mig a tobbi
egyedet az elsé vizsgalatban mar ismertetett modon elaltattam a kiilonbozd testparaméterek
felvételéhez (5. tablazat).

A tovabb nevelt halak ismétlésenként 3 literes medencékbe keriiltek, melyeken az 5 fluorouracil-
al szemben hetente haromszor tortént oldatcsere, a nevelés miden egyéb 1épése megegyezett az
5-FU esetében ismertetettekkel.

A halak szaporitasa 5 €és fél honapos korukban kezdddott meg €s 9 héten at zajlott. Az egyes
szaporitdsok soran a lerakott ikrdk szama keriilt meghatarozasra a kordbbi vizsgélathoz
hasonléan. Ebben az esetben is két mindségi kategdriat hatdroztam meg a lerakott ikraszemek
esetében. Az ikraszemek megszamoléasa utdn a termékenyiilt ikraszemek koziil véletlenszerlien
kivalasztott ikratételen megvizsgaltam a termékenyiilési eredményt 24 oraval a termékenyiilés
utan. Ehhez az ikraszemekbdl ismétlésenként két 50, illetve kevesebb kapott ikra esetén 40, vagy
35 ikrabol allo tételt kiilonitettem el, majd 24 oraig 26 °C-on inkubaltam. A 24 O6ras
termékenytilést minden esetben szazalékosan fejeztem ki.

A vizsgalat végén, a halak talaltatasat kovetoen, az 5-FU vizsgéalatkor mar bemutatott modon
tortént az F1 egyedek testparamétereinek felvétele. A halak testtomegének és testhosszanak
lemérésén kiviil, minden egyed esetében boncolassal meghatiaroztam az allatok nemét, mely

alapjan meghatarozhattam az ivararanyt is.

4.7.3 F2 generacid

Az F2 egyedek nevelését a felndtt F1 egyedek 9. szaporitdsabol szdrmazd embriokkal kezdtem

meg. Minden ismétlés esetében 150 embrioval kezdddott a vizsgalat, hasonléan az F1
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generaciohoz. Emiatt modomban 4llt 6sszehasonlitani a két generaciot az egy honapos kezelés

utan. A testparaméterek mérése a F1 generacio és az 5-FU esetében bemutatott modon tortént.

4.8  Statisztikai értékelés
4.8.1 Akut vizsgalatok

A FET tesztek esetében az LCs értékek meghatdrozasahoz Minitab 16 (Minitab, Coventry, UK)
programcsomagot hasznaltam. A LCs, értékek kiszdmitasahoz a protokollokban is ajanlott probit
analizist alkalmaztam, 95%-o0s konfidencia intervallum mellett. A szub-letalis hatasok doézis-
hatds Osszefliggésének értékelésekor nem linedris regresszidt alkalmaztam ¢és az ECsg
szamitasdhoz 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, hasonldéan a FET teszthez, ezeknél a teszteknél is Minitab 16
(Minitab, Coventry, UK) programcsomag segitségével probit analizist alkalmaztam a LCsg

értékek kiszamitasahoz, 95%-os konfidencia intervallum mellett.

4.8.2 Keverékek vizsgalata

A vizsgalt anyagok keverékeinek statisztikai elemzését az R program drc csomagjanak
segitéségével végeztem el (R Development Core Team 2013). A nyers adatainkbol mortalitast
szamoltam 96 oras expozicié mellett, majd logisztikus illesztést végeztem.

A kovetkeztetéseket minden esetben 95%-0s megbizhat6sagi szinten hoztam meg (p<0,05).

4.8.3 Szub-kronikus vizsgaltok

A korai életszakasz vizsgalat soran a mortalitdis LOEC és a NOEC értékek meghatarozasdhoz
SPSS 14. szoftvercsomagot hasznadltam. A két koncentracido 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 és Tukey’s post hoc tesztet végeztem.

Az IM vizsgalat eredményeinek értékeléséhez GraphPad Prism 5.0 programot, egy szempontos
varianciaanalizist és Dunnet’s post hoc tesztet hasznaltam szintén 95%-os megbizhatosag

mellett.
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4.8.4 Tobbgeneracios vizsgalatok

A kapott értékeket Microsoft Excel programmal dolgoztam fel. A kdvetkeztetéseket minden
esetben 95%-0s megbizhatosagi szinten hoztam meg (p<0,05). A statisztikai elemzést a
GraphPad Prism 5,0 statisztikai programcsomag segitségével végeztem el.

A mortalitds eredmények OGsszehasonlitasat GraphPad Prism 5,0 statisztikai programcsomaggal
végeztem, valamint Fisher exact tesztet hasznaltam, 95 %-0s megbizhatosag mellett.

A normal eloszlast mutatd adatok esetében egy szempontos varianciaanalizist és post hoc
tesztként Tukey’s tesztet, mig a nem normal eloszlast mutato adatok Kruskal-Wallis tesztet, mig
a csoportok 0sszehasonlitasahoz Dunn’s tesztet alkalmaztam.

A szaporodasbioldgiai eredmények értékelése sordn a lerakott ikrak szdmat normalizaltam az
ikratételt ado nodivara egyedek szamaval. Az IM F1 egyedek esetében meghatarozott ivararany
statisztikai értékeléséhez a szazalékos eredményeket arcsin (arcsin(N(x/100))) transzformacionak

vettem ala.
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5. EREDMENYEK

5.1  Adult egyedek vizsgalata

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

A Cisp vizsgalatakor a 96 oras teszt elvégzése utan az LCs értéket 64,5 mg/l-ben hataroztam
meg a felndtt egyedekre. Az IM akut toxicitds is hasonldé mértéka volt, ennél a vegyiiletnél az

LCsy értéket 96 6ras expozicid utan 70,8 mg/l-ben allapitottam meg (6. tablazat).

6. tablazat Az akut vizsgalatok L.Cs, eredményei.

A tablazatban az akut tesztekben meghatarozott LCs, értékek lathatok az egyes expozicids id6k (6ra=h)
fliggvényében a fels6 és az als6 konfidencia intervallumok megadasaval (ClI). Az ET esetében a FET
tesztnél nem sikeriilt meghatarozni az LCs, értékeket (nincs adat = NA).

Vegyiilet Adult teszt FET teszt
96 h 48 h 72 h 96 h 120 h
5-FU LCs >100 2992 2610 2222
fels6 ClI 3206 2778 2462
also CI 2792 2542 2006
CISP LCs 64,5 349,9 198,2 123,7 81,3
fels6 CI 69,2 387,5 223,0 139,2 90,9
also CI 59,1 318,2 178,1 111,1 72,9
ET LCsp >100 >300 >300 >300 >300
fels§ CI NA NA NA NA
als¢ CI NA NA NA NA
M LCsp 70,8 158,3 141,6 118,0 65,9
fels6 CI 81,1 170,7 152,9 127,8 71,6
also CI 63,7 147,5 131,7 109,4 59,9

5.2 A halembrio toxicitas teszt (FET) eredményei
5.2.1 5-fluorouracil

A zebradani6 embriok fejlédése soran 24 6ranként hatdroztam meg az LCs értékeket az egyes
vizsgalt vegyiiletek esetében. Az 5-FU vizsgalatakor, annak igen alacsony toxicitdsa miatt, csak
72 oraval a termékenyiilés utan volt médom a mortalitds adatokbol a legkorabbi fél- haldlos
koncentracio kiszamitasara, mivel nem lehetett olyan magas koncentracidkat alkalmazni, melyek
az allatok felének elhullasaval jartak volna rovidebb kitettség mellett. 72 draval a termékenytilés
utan az LCsp érték 2992 mg/l, 96 oraval a termékenyiilés utdn 2610 mg/l, mig 120 oraval a
termékenyiilés utan 2222 mg/1 volt az LCs érték (10. abra).
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10. abra A FET tesztek mortalitas do6zis hatas gorbéi az egyes kezelések esetében
A mortalitas valtozasa kiilonb6z6 expozicids idok mellett az 5-fluorouracil (A), a cisplatin (B) és az
imatinib mesylate (C) esetében.

koncentracio (mg/L)

mortalitas (%)

150 200 250 300 500
koncentracié (mg/L)

Az 5-FU embriokra gyakorolt hatdsdnak vizsgalatakor kiilonb6zé deformitasokat tapasztaltam,
melyek megjelenése dozis-hatas Osszefliggést mutatott. Ezen deformitasok alapjan szamitott fél-
hatasos koncentracid (ECsp) 1723 mg/l volt 120 oras kitettség esetében (11. abra). A
legjellemzObb megfigyelt torzulas a farok ventralis iranyba torténd gorbiilése (lordozis) volt,
mely az 1000 mg/I-t meghaladé koncentraciokban volt 14thatd (14. dbra). Ehhez hasonldan csak
az 1000 mg/l feletti koncentraciokndl volt megfigyelhetd az embridok szemében az érhartya
tokéletlen zarddasa (fissura choroidea) (12. 4bra). Ilyen elvaltozasokat sem a negativ, sem pedig

az oldoszeres kontrol csoportban nem taldltam.
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11. abra. Az 5-FU FET teszt dozis-hatas gorbéje a torzulasok tekintetében
Az 5-FU vizsgalata soran 120 oras kitettségnél az embriokon megfigyelt farok torzulasok és 6démak
esetében meghatarozott ECsq érték 1723 mg/1 volt.

12. abra Az 5-FU FET tesztje soran megfigyelhetd volt a szem érhartyajanak tokéletlen zarédasa
(A) Az 5-FU embriotesztekben hasznalt oldoszeres (DMSO) kontroll embrio, (B) 1000mg/1 5-FU-val
kezelt és (C) 2000mg/1 5-FU-val kezelt embriok fejérdl késziilt felvételek (Rottermann kontraszt). A

nyilak a fissura choroidea rendellenes zarodasat és az abnormalis szemlencsét jelolik. Az elvaltozas az
1000 mg/l-es és az annal toményebb 5-FU kezeléseknél jelentkezett. Méretskala: S00pm (A; B), 200pm

(€).
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5.2.2 Cisplatin

A Cisp, mint alkilez0 hatdsu antineoplasztikus vegyiilet mar az 5-FU-nal joval alacsonyabb
koncentraci6 tartomdnyban is toxikusnak bizonyult. Bar a LCsy érték 48 6rds expozicié utan
meglehetésen magas volt (349,9 mg/l), a kezelés elorehaladtaval ez az érték folyamatosan
csokkent. 120 oras kitettség utan az LCs érték a larvak esetében 81,3 mg/l volt. A 100 mg/l-es
kezelés és az ennél magasabb koncentracioknal 120 6rds expozicid végére az Osszes egyed
elpusztult.

A koncentracio novekedésével csokkent a kikelt larvak aranya. Mig a kontrol csoport az
inkubaci6 hatasara 72 orara kikelt, addig a 100 mg/I-esnél kisebb koncentraciokban ez a kelés
gatlas jol megfigyelhetd volt és dozis-hatas Osszefiiggést mutatott. A még ikrahéjban 1évo
allatokon semmilyen morfologiai elvaltozas nem volt megfigyelhet6 (14. abra). A kelés gatlasara

szamitott ECsg érték 27,5 mg/1 volt (13. &bra).

100-

40+

gatolt kelés (%)

20+

1 10 160 1I]II]I]
koncentraciok (mg/L)

13. abra. A cisplatin kezelés hatasa a zebradanié embridk kelésére
A cisplatinnal kezelt embriok esetében a kelés gatlasara meghatarozott ECs, érték 27,5 mg/1 volt.

5.2.3 Etoposide

A kisérletek sordn a legtoményebb eldallithatdo ET oldat 300mg/l-es volt, efelett a koncentraciod
felett az anyag még oldoszer (DMSO) haszndlata mellett is minden esetben kikristalyosodott. A
vizsgalati id6 alatt kezelt egyedeknél a pusztulds mértéke nem haladta meg az 50%-ot még az
elkészithetd legnagyobb toménységli ET oldat esetében sem. A vizsgalt idészakban az LCs-
értékek tehat meghaladjdk a 300mg/l-es fels6 oldhatdsagi hatart. Az embriok morfoldgiai
vizsgalata sordn kiilonb6z6 deformitasok voltak felfedezhetok. Ezek a farok hatsé szakaszanak

kiilonbozd iranyba torténd gorbiilése, szik és perikardidlis 6démak voltak (14. &bra).
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5.2.4 Imatinib mesylate

Az imatinib vizsgalata sordn az expozicids id6 novekedésével csokkent az L.Cs érték. Mig az
LCso 158,3 mg/l volt 48 o6ras expozicid utan, addig 72 6ra utdn 141,6 mg/l, 96 6ra utan 118,0
mg/l és 120 ora utan 65,9 mg/l volt. Az IM-el kezelt embridok esetében a leggyakrabban
megnyilvanuld deformitas a farok ventralis irdnyba torténd gorbiilése volt. E mellett azonban

egyeb elvaltozasok is megfigyelhetéek voltak, mint példaul a 100 mg/l és annal nagyobb

14. abra Az egyes vegyiiletekkel kezelt embridkon megjelend elvaltozasok
(A) kontroll, normal fejlédésiti embrio, (B) 1000 mg/1 5-FU-val kezelt, (C) 75mg/1 cisplatinnal kezelt, (D)
300 mg/1 etoposide-dal kezelt (E) 100 mg/l imatinib-bel kezelt embridk teljes testérdl késziilt felvételek
(Rottermann kontraszt). Méretskala: 1mm (A-E).
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5.2.5 Keverékek vizsgalatanak eredményei

A keverékek tesztelésekor szamitott Cisplatin/Imatinib keverék LCsg értéke 53,1 mg/l volt a 96.
oraban, mig a CA moddszerrel becsiilt LCsg érték Cisplatin/Imatinib keverékének esetében 94,33
mg/l volt (7. tdblazat). Az IA modszer alapjan torténd becslés sem jelezte elére pontosan a
keverékek egyiittes hatasat. A két antineoplasztikus vegyiilet egyiittes hatasara az IA modszer
becsiilt értéke az LCso/2 keverékben 25,8% volt, mig a valos mortalitas érték elérte a 100%-ot (8.

tablazat).

7. tablazat A Cisp ¢és az IM keverékének CA modszerrel becsiilt és valos LC50 értéke 96 oras expozicio
esetén

A két vegyiilet 96 o6ras LCs, értékei mellett lathatd Brian et al. (2005) munkaja alapjan, a koncentracio
Osszeadodas modellel becsiilt, valamint a vizsgalat soran megfigyelt LCs, értékek.

Cisplatin Imatinib CA Prediktiv Keverék

LCs 123,7 mg/l 118,0 mg/l 94,33 mg/l 53,1 mg/l

8. tablazat A Cisp ¢és az IM keverékének IA moddszerrel becsiilt és valos LC50 értéke 96 6rds expozicid
esetén

A tablazatban az egyes keverékek Osszeallitasahoz hasznalt vegyiletek ¢és az adott vegylilet
koncentracidhoz tartozd 6nalld mortalitas értékek, valamint a becsiilt és a valos letalis hatas lathato. A
keverékek hatasanak vizsgalata soran a fliggetlen hatds modszerével tortént becslés alapjan lathato volt,
hogy a valos hatastol a becsiilt érték jelentsen eltért.

Keverék CisP M IA alapjan becsiilt  Keverék valos
mortalitas % mortalitas % mortalitas érték % mortalitas %
LCs/2 4,1 1,8 5,8 10
LCyo/2 5,8 2,7 8,3 26,6
LCy/2 9 4,1 12,7 98,3
LCs/2 18 9,5 25,8 100
LCyy/2 38,5 27 55,1 100

A két vegylilet egylittes, erdsebb hatdsat szemléletesen mutatja meg, ha a keveréket alkotd
vegyiileteket kiilon-kiilon 4&brazoljuk az adott koncentraciok 4ltal, a keverékben okozott

toxicitassal és ehhez viszonyitasképpen a vegyiilet 6nalld hatasat abrazoljuk (15. abra).
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15. abra: A Cisp ¢és az IM keverékben €s 6nallon megfigyelt toxicitdsa a mortalitas tekintetében
A CisP (A) és az IM (B) esetében lathato, hogy a keverékben alkalmazott koncentracioknal joval
magasabb mortalitast tapasztaltunk, mint az 6nall6 vizsgalatoknal hasznalt hasonlé koncentracio
tartomanyok esetén.

5.3 Szub-kronikus vizsgadlatok
5.3.1 5-Fluorouracil

Az 5-FU szub-kronikus tesztelése soran nem figyeltem meg deformitasokat sem az
embriogenezis alatt, sem a posztembrionalis fejlédés soran a kezelt csoportoknal. Az embridk
kelésében sem volt semmilyen eltérés a kontroll csoporthoz képest. Minden csoportban
meghaladta a kelés a 85%-ot 72 6raval a termékenyiilés utan.

A vizsgalat teljes hosszanak id6tartamaban szignifikans eltérést a mortalitas tekintetében csak a
legnagyobb (16. abra), 10 mg/l-es kezelés (92%) esetében tapasztaltam (t-teszt, p<0,05). A
legkisebb mérhetd toxikus hatds a pusztulas tekintetében (LOEC) igy a 10 mg/l-es csoportnal
volt megfigyelhetd. Az oldoszeres és a negativ kontrol csoportok kozott nem volt kiillonbség a
halak pusztuldsanak aranyat tekintve.

A harom mért testparaméter vizsgalata soran, mind a nedves és a szaraz testtomeg, illetve a
standard testhosszok 0Osszehasonlitdsakor is taldltam 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 4tlagosan 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 igazolhatd
(Kruskal-Wallis teszt, Dunns post-hoc teszt p<0,05). Nedves testtomeg esetében csak a
legnagyobb koncentraciondl volt lathatdo (7,06+0,12 mg) ndvekedés a halak méretében ez
azonban a kontrolhoz (3,66+0,191 mg) képest nem volt igazolhatd 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 (17. abra).
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16. abra Az 5-FU-val kezelt halak korai ¢letszakasza soran tapasztalt pusztulas alakulasa az egyes
kezelésekben

A mortalitas alakulasa az 5-fluorouracil korai életszakasz vizsgalat soran az egyes kezeléseknél. A

kontrol csoporttol egyediil a legnagyobb kezelés esetében volt szignifikans eltérés (t-teszt, p<0,05).
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17. abra Az 5-FU korai életszakasz vizsgalat halainak testparaméter eredményei
Az 5-fluorouracil korai életszakasz vizsgalatakor a nedves testtomeg (A) €s a szaraz testtomeg (B)
esetében nem volt tapasztalhat6 kiilonbség a kezelések kozott. A standard testhossz tekintetében azonban
mar az 1 mg/l-es kezelés is szignifikans kiilonbséget mutatott (Kruskal-Wallis teszt, Dunns teszt p<0,05).
5.3.2 Imatinib mesylate
Az imatinib-bel kezelt zebradanidk korai életszakaszdban torténd tesztelés soran a halak
mortalitdsa 36 és 47% kozott valtozott a kontrol és az 5 kisebb koncentracié kozott. Ezen

csoportok kozott nem volt kiilonbség a pusztulés tekintetében (18. dbra). A legnagyobb 10 mg/1-
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es kezelésnél a mortalitdis azonban mar meghaladta a 90%-ot, ami mar szignifikansan
kiilonbozott (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 igazolhato eltérés a kezelt és a kontrol csoport

kozott (19. abra).
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18. abra Az IM kezelt zebradaniok korai életszakaszaban megfigyelt elhullas eredményei

Az imatinib korai életszakasz vizsgalata soran a halak mortalitasa a kontrol csoporttol csak a legnagyobb,
10 mg/l1-es kezelés esetében volt igazolhatdan kiillonbozo (t-teszt, p<0,05).
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19. dbra Az IM korai ¢életszakasz vizsgalat halainak testparaméter eredményei
Az imatinib vizsgalat soran a 33 napos kezelés hatasara egyik vizsgalati csoportban sem volt eltérés a sem
a nedves (A), sem a szaraz testtomeg (B), sem pedig a testhossz (C) tekintetében.
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5.4 5-Fluorouracil tébbgenerdacios vizsgalatanak eredményei

5.4.1 Elhullas

Az FO generacio kéthetes el6kezelése soran egy egyed sem pusztult el. Az F1 generacio esetében
a korai életszakasz sordn (33 dpf) kiugro, 50%-ot meghaladé mortalitdst a DMSO-val kezelt és
az 1 pg/l tapasztaltunk (20. &bra), ez azonban nem volt statisztikailag igazolhat6 a kontrol
csoporthoz képest (35,75+8,13 %, Fisher exact test, p<0,05). A magas mortalitds miatt ebbdl a
két csoportbdl nem volt elég hal a testparaméterek leméréséhez a 33. nap végén. Az F1 generacid
nevelése soran a halak a korai életszakaszt (elsé 33 nap) kovetd iddszak alatt pusztan a 100 pg/l
csoportokban egy egyed elhullasat figyeltem meg.

Az F2 generacid kezelésekor a vizsgalat 33 napja soran minden csoport esetében magasabb

mortalitast tapasztaltunk, mint az F1 generacié vizsgalatakor, azonban ez statisztikailag nem

igazolhat6 (20. ébra).

A B

mortalitas (%)
mortalitas (%)

srer

A két generacios vizsgalat alatt a halak korai életszakaszaban nem volt kiilonbség sem az F1 (A), sem
pedig az F2 (B) generacio elhullasi eredményeiben.

5.4.2 FI fiatal halak testparamétereinek vizsgalata a termékenyiilés utani 33. napon

Az F1 egyedek esetében a termékenyiilés utani 33. napon végzett vizsgalat sordn az 5-FU-val
kezelt fiatal halaknak sem a nedves, sem pedig a szdraz testtdmegében nem volt tapasztalhatd
statisztikailag igazolhat6 eltérés a kontrol csoporthoz képest. A kezelt csoportok esetében csak a
10 ng/l-es és a 100 pg/l, valamint a negativ kontrol csoport test paramétereinek vizsgalatahoz

volt elegend6 egyed a korai életszakasz periddus végén.

64



10.14751/SZIE.2018.003
Lathat6 volt, hogy a 100 ug/l-es kezelésnél a kontrolhoz (0,208+0,04 mg) képest a halak atlagos

szaraz testtomege (0,195+0,06 mg) alacsonyabb, mig a nedves testtomegiik esetében a
kontrolhoz (2,49+0,12 mg) képest magasabb volt az érték (2,79+1,1 mg).

Az egyes csoportok atlagos testhosszanak Gsszehasonlitdsakor nem volt tapasztalhatd eltérés a
kontrol (6,24 mm=0,71 mm), valamint a 10 ng/l-es (6,01+1,19 mm) és a 100 pg/l-es (5,86+0,99
mm) kezelés kozott. Lathatd, hogy az egyes kezeléseknél a halak 4atlagos hossza csaknem
megegyezett (21. dbra). A testhossz esetében az egyes kezelt csoporton beliil nem voltak olyan

jelentOs a kiilonbségek, mint a nedves testtomeg esetében.
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21. dbra Az 5-FU-val kezelt F1 generacios 33 napos halak testparamétereinek alakulasa
Az F1 generacio korai életszakaszaban a halak nedves- (A), szaraz (B) testtomegének és standard
testhosszanak (C) eredményei alapjan nem volt kiilonbség az egyes csoportok kozott. A DMSO és az 1
ug/l-es csoport esetében nem volt elegend6 hal a testparaméterek felvételéhez.

5.4.3 F2 fiatal halak testparamétereinek vizsgélata a termékenyiilés utani 33. napon

Hasonloan az F1 egyedeknél kapott eredményekhez, az F2 generacié fiatal halainal sem volt
statisztikailag igazolhat6 (p<0,05) kiilonbség a kontrol és a kezelt csoportok, illetve a DMSO-val

kezelt (olddszeres kontrol) csoport nedves €s szaraz testtomeg eredményei kozott.
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Az F2 generacidoba tartozo fiatal halak testhosszanak esetében nem volt tapasztalhatd
statisztikailag igazolhato kiilonbség (p<0,05) az egyes csoportok kozott. Itt is lathatd volt, hogy

az atlagos testhosszok csaknem megegyeztek (22. ébra).
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22. dbra Az 5-FU-val kezelt F2 generacios 33 napos halak testparamétereinek alakulasa
Az 5-FU vizsgalata soran nem volt kiilonbség az F2 generacio halaink nedves- (A), szaraz (B) testtomeg
illetve a standard testhossz (C) eredményei kozott.

5.4.4 F1 adult halak testparamétereinek vizsgéalata hét honappal a termékenytilés utan

Az F1 generacio vizsgalata a halak hét honapos kordban fejez0dott be. Az allatok thlaltatasat
kovetden vettiik fel testparamétereiket. A nedves testtomeg vizsgalatakor a kontrol (0,195+0,032
mg) és a DMSO-val (0,194+0,039 mg) kezelt csoport kdzott nem volt kimutathato kiillonbség. A
10 ng/l-es kezelés (0,163+0,034 mg) esetében a halak atlagos testtdmege azonban igazolhatéan
alacsonyabb volt a kontrol csoporténal (ANOVA, Tukey post hoc teszt, p<0,05). A két magasabb
(0,235+0,038 mg), mind pedig a 100 pg/l-es kezelésnél (0,225+0,044 mg) a halak atlagos
testtomege szignifikdnsan nagyobb volt (23. dbra) a kontrol csoporténal (ANOVA, Tukey post
hoc teszt, p<0,05).

A felndtt egyedek atlagos testhosszanak vizsgalatakor szintén nem talaltuk kiilonbséget a kontrol

csoport (23,2+1,89 mm) ¢s a DMSO-val kezelt (22,43+1,6 mm) csoport kozott (23. 4bra).
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Egyediil az 1 pg/l-es (24,14%1,73 mm) kezelésnél volt megfigyelhetd igazolhatd eltérés a
DMSO-val kezelt csoporthoz képest (ANOVA, Tukey post hoc teszt, p<0,05).
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23. abra Az 5-FU-val kezelt F1 generacidos 7 honapos feln6tt halak testparamétereinek alakulasa
A felnétt F1 egyedek testparamétereinek dsszehasonlitdsa soran mind a testtomeg (A), mind a standard
testhossz esetében kiilonbség volt tapasztalhato. A testtomeg vizsgalatakor a kontrol csoportokétol
minden kezelt csoport halainak tomege szignifikansan eltért, mig testhossz esetében ez csak a DMSO és
az 1 pg/l kezelésnél volt megfigyelhet6. (ANOVA, Tukey post hoc teszt, p<0,05).

5.4.5 Szaporodasbioldgiai vizsgalatok

A feln6tt és mar ivarérett F1 egyedek szaporitasa 5 héten at zajlott. A lerakott ikraszamot a
termékenylilt és nem termékenyiilt irkaszemek esetében is normalizaltam az ivasban résztvevo
halak szdmara. A 4. szaporitas alkalmaval minden csoport esetében jelentds visszaesés volt
tapasztalhat6 a lerakott ikraszam mennyiségében, mivel ez torzitotta volna eredményeinket, ezért
ezen eredményeket az elemzésbdl kihagytam. A négy szaporitds eredményeinek vizsgalatakor
nem volt szignifikdns kiillonbség az egyes kezelések kozott az ikra mennyiségének és a
termékenyiilt, illetve a nem termékenyiilt ikraszemek szamanak tekintetében. Az 5. szaporitas
soran tapasztaltam csupan szignifikdnsan tobb nem termékenylilt ikraszemet az 1 pg/l
csoportban a kontrolhoz képest a lerakott ikraszemek szdmaban (Kruskal-Wallis, Dunns teszt,
p<0,05). A tobbi csoport esetében nem volt tapasztalthat6 ilyen eltérés (M2 1. tablazat).

A halak ivararanyanak alakuldsdban nem volt tapasztalthato eltolodéas egyik kezelési csoportnal

S€m.
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5.4.6 FI adult egyedek szovettani vizsgalata

A nyalkasejtek szdmanak megszaporodasa volt lathaté a kiiltakaroban a DMSO-val, illetve az 1
¢és 100 pg/l 5-FU -lal kezelt halak esetében. Bar a 10 ng/l-es kezelés esetében is 1 pl dimetil-
szulfoxid volt literenként a kezeld oldatban, itt mégsem volt megfigyelhetd a nyalkasejtek
szamanak novekedése. A DMSO-val kezelt pozitiv kontrol egyedeknél megfigyelhetd volt a
kopoltyu hamsejtjeinek proliferacioja.

A 10 ng/l 5-FU-val kezelt allatoknél a m4j zsiros infiltracidja (lipidosis) volt megfigyelhetd. Mar
itt, a legkisebb kezelési koncentracio esetében is a hosszu tava kitettség hatdsara a maj regressziv
elvaltozasa volt lathato (sorvadas). Az 1 pg/l és 100 pg/l-es kezeléseknél is zsirlerakddas jelent
meg a majban. Emellett a legnagyobb koncentracid esetében a maj szovetének sorvadasa (méj
atrophia) is lathatd volt némely egyednél (24. abra).

Az olddszeres kontrol csoport esetében egy egyednél a vesetubulusok hamjénak degenerécidja
volt megfigyelhetd (tubulonephrosis). A 10 ng/l-es és az 1 png/l-es 5-FU oldattal kezelt halaknal
lathatd volt a vese vérképz6 szovetének enyhe hiperplazidja. A 100 pg/l-es csoportnal ezzel
szemben a vérképzd szovet regressziv elvaltozasai jelentek meg (atrophia, sorvadas, deplecid).
Szintén a legnagyobb koncentracidval kezelt csoport egy egyedénél a vese tubulusok sorvadasa,

illetve tubulonephrosis volt felfedezheto (24. dbra).
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A kontrol csoport esetében a majban (A 40x) és a vesében (B 40x) nem voltak megfigyelhetéek
szovettani elvaltozasok. A 10 ng/l-es és a 1 pg/l-es kezelés esetében a halak majan (C 40x, E 40x)
kismérteki zsiros infiltracio volt megfigyelhetd, a vese (D 40x, F 40x) esetében pedig a vérképzo szovet
enyhe hiperplaziaja volt lathato. A 100 ug/l-es 5-FU kezelés utan, a 7, hdnap végére tobb egyednél is a
m4j atrofigjat (G 40x) figyeltem meg. Ezen kezelésnél a vese esetében tubulonephrosis volt 1athato (H
40x).

5.5 Imatinib mesylate tobb generacios vizsgalatanak eredmeényei

5.5.1 Elhullés

Az imatinib esetében sem volt pusztulas az FO generacios kezelésében. Az F1 generacid korai
szakaszdban, a termékenylilését kovetd 33. napig tapasztalt mortalitds a kezelt csoportok
esetében alig tért el a kontrol csoportban (54,17+4,95 %) tapasztalt elhullastol (25. abra).

Az F2 generécio korai élet szakaszaban azonban volt igazolhat6 kiilonbség a kezelt és a kontrol
csoport (51£15,56 %) elhullasdban. Mind a 10 ng/l- 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
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magasabb volt (Fisher exact test, p<0,05). Bar lathato volt az F1 és a F2 generacio kezelt
csoportjai kozott novekedés az elhullasban, azonban ez nem volt statisztikailag igazolhato.
Az F1 generaciod felnevelése soran a halak korai ¢életszakasza utan nem volt elhullds a kontrol és

a kezelt csoportokban sem (25. dbra).
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25. abra Az imatinib-bel kezelt F1 és F2 fiatal halak kori életszakaszaban megfigyelt elhullas alakuldsa
A vizsgalat soran az F1 (A) és az F2 (B) generacio korai életszakaszaban volt tapasztalathato jelentGsebb
elhullas. Az F2 generacio esetében minden csoport esetében elhullas mértéke szignifikansan nagyobb a
kontrolhoz képest (Fisher exact test, p<0,05).

5.5.2 F1 fiatal halak testparamétereinek vizsgalata a termékenyiilés utani 33. napon

Az F1 generacio ¢€letének elsé 33 napjaig a nedves €s a szdraz testtdmeg mérések esetében nem
volt kimutathat6 kiilonbség a kontrol €és az IM-el kezelt csoportok kozott (26. abra). A standard
testhosszok 0sszehasonlitasakor 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).
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testtomeg vizsgalata sordn nem tapasztaltam eltérést a csoportok kozott. A halak standard testhosszanak
Osszehasonlitasakor azonban a két nagyobb koncentracidban az egyedek szignifikansan nagyobbnak
bizonyultak a kontrol egyedeknél (Kruskal-Wallis teszt, p<0,05).

5.5.3 Az F2 generécioba tartozo fiatal halak vizsgalata a termékenytilés utani 33. napon

Az F2 generacid esetében, hasonloan az Fl-hez a testtomegek tekintetében nem volt

tapasztalhat6 eltérés a kezelt és a kontrol csoportok kozott (27. abra). Az imatinibbel kezelt halak

crer

kozott (Kruskal-Wallis teszt, p<0,05).
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27. abra Az imatinib-bel kezelt F2 egyedek testparamétereinek alakuldsa 33 nappal a termékenyiilés utan
Az F2 generacid korai életszakaszaban nem volt megfigyelhet6 eltérés a kontrol és a kezelt csoportok
kozott sem a halak nedves- (A), sem a szaraz (B) testtomegében, sem pedig a testhosszaban (C).

5.5.4 FI feln6tt halak testparamétereinek vizsgélata a 10 honappal a termékenyiilésiik utan

A F1 mar felndtt halak testparaméterinek felvétele minden kezelési csoport esetében 19-19
egyeden tortént. A halak testtomegének Gsszevetése soran igazolhatod kiilonbség volt felfedezhetd
a kontrol (0,31+0,084 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 igazolhato (28.
abra). 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 igazolhatoan kiilonb6zdnek a kontroltol

(32,23%£1,55 mm, ANOVA, Tukey teszt, p<0,05).
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28. abra Az imatinib-bel kezelt F1 feln6tt halak testparamétereinek alakulasa
A felnétt F1 egyedek testparaméterinek vizsgalata soran a testtomeg esetében (A) a legkisebb és a
legnagyobb koncentracio esetében volt igazolhato kiilonbség, mig a testhossz tekintetében (B) csak a
legkisebb koncentracio egyedei voltak igazolhatoéan kisebbek (ANOVA, Tukey teszt, p<0,05).

5.5.5 Szaporodasbioldgiai vizsgalatok

Az imatinib esetében a halak szaporitdsat 6 honapos korukban kezdtem meg €s a szaporitasok 9
héten at zajlottak. A lerakott ikraszdmot a termékenyiilt és nem termékenyiilt irkaszemek
esetében is normalizaltam az ivasban résztvevd halak szdmara, amely alapjan lathato volt, hogy
bar a kontrol csoportokban a halak atlagosan tobb ikrat adtak kevesebb rossz ikraszemmel,
azonban ez a kiilonbség nem volt statisztikailag igazolhatd. A termékenyiilt ikraszemek szdma
egyedill az els6 szaporitasban volt szignifikdnsan tobb mint a 10 ng/l-es csoporté (Kruskal-
Wallis teszt, p<0,05). Az els6 harom szaporitas alkalmaval a kontrol csoport egyedei adtak az
egy anyara szdmitott legtobb termékenyiilt ikrat (M2 2. tabladzat). A lerakott ikra
termékenyiilésének vizsgalatakor sem volt lathatd kiilonbség a kontrol és a kezelt csoportok

kozott. Minden vizsgalati csoport esetében a termékenytiilés meghaladta a 80%-ot (29. dbra).
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29. abra Az imatinib-bel kezelt halak altal adott ikratételek Osszesitett termékenyiilési aranya
A termékenyiilés arany az F1 generacio kiillonb6zo kezelési csoportjai esetében a teljes szaporitasi
idészakra vonatkoztatva. Nem volt lathatd kiilonbség a kezelt és a kontrol csoportok kdzott.

A halak ivarardnyanak vizsgalata soran nem volt igazolhato kiilonbség az egyes csoportok
kozott. A kontrol esetében a ndstények arany a 45,5%, a 10 ng/l-es csoport esetében 45,7%, a 1

pg/l csoport esetében 47,7%, mig a 100 pg/l kezelés esetében csupan 36% volt a ndstények
arany a felnott halak kozott (30. abra).
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30. abra A néstények aranya az imatinib-bel kezelt F1 felnétt egyedeknél
Az IM-el kezelt F1 generacio feln6tt halak ivar aranyanak vizsgalatakor nem volt igazolhat6 kiilonbség az
egyes kezelések kozott.
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5.6 Uj tudomdnyos eredmények

1. Akut toxicitds tesztek segitségével elsoként hatdroztam meg a cisplatin és az imatinib
mellett.

2. A vizsgalt vegyliletekkel akut toxicitas vizsgalatokat végzetem zebradanidé embridkon,
mely sordn leirtam az 5-fluorouracil szub-letalis hatdsait (lordozis, fissura choroidea
rendellenesség). A cisplatin esetében meghatdroztam a pusztulds doézis-hatas
Osszefiiggéseit, illetve azonositottam az embriokon a kezelés szub-letélis (kelés gatlas)
tiineteit. Az etoposide vizsgalatakor szub-letalis hatasként a kovetkezd elvaltozasokat
irtam le: farok hatso szakaszanak gorbiilése, szik és perikardidlis 6démak. Az imatinib
mesylate esetében dozis-hatas Osszefliggést figyeltem meg az elhullds tekintetében,
kiilonb6z6 szik torzulasok és pigmentacios zavarok).

3. Els6ként vizsgaltam a cisplatin és az imatinib keverékének toxikus hatdsat hal
embriokon. Eredményeim alapjan a IM és CA prediktiv mddszerekkel becsiilt letalitas
értekek joval alacsonyabb toxicitast feltételeztek, mint ami a valds keverékekben
megfigyelhetd volt, ez szinergisztikus hatasra utal.

4. Az imatinib esetében elsOként vizsgaltam a vegyiilet szub-kronikus toxicitasat
zebradaniok korai €letszakaszaban.

5. Megallapitottam, hogy a zebradanidk 5-fluorouracilnak vald tobb generacios kitettsége,
igazolhatdan befolyasolta az F1 generacioban a felndtt halak testhosszat.

6. Az imatinib tobb generacids vizsgalata soran megéllapitottam, hogy szignifikansan
magasabb volt az F2 genericioban a halak mortalitasa a 10 ng/l, 1 pg/l és a 100 1 pg/l
koncentraciokban is a kontrolhoz képest. Emellett a 10 ng/l-es koncentracidban az F1
felndtt halak testhossza és testtomege igazolhatéan kisebb, mig a 100 pg/l-es
koncentracioban a halak testhossza ugyancsak igazolhatéoan kisebb volt a kontrol
halakéhoz viszonyitva.

7. Kidolgoztam egy tobb generacidos vizsgdlati modszert, mely nem csupan a
szaporodasbiologiai hatdsok tanulményozésara alkalmas. A modszer lehetdséget nytjt az
F1 és az F2 generaciok esetében a fiatal halak fejlodésének nyomonkdvetésére, illetve a

nagyobb egyedszam miatt egyéb bioldgiai végpontok (pl. genotoxicitds) mérésére is.
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6. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

6.1 Kovetkeztetesek

A kilonbozé gyogyszerhatoanyagok, ezen beliill is az antineoplasztikus vegyiiletek vizi
szervezetekre gyakorolt akut és kronikus hatasairdl igen kevés ismeret all rendelkezésre. Bar
ezen vegyiileteket mar évtizedek o6ta hasznaljak a klinikai gyakorlatban, csak az utobbi egy-két
évtizedben kezdtek el foglalkozni az alkalmazasukbol fakadd kornyezetvédelmi kockazatokkal
¢s a felmeriil6 veszélyekkel (Johnson et al. 2008).

Az ¢élovizekbe keriild xenobiotikumok ,biologiai hasznosithatosagat” (bioavailability) és
bioldgiai hozzaférhetdségét (bioaccessibility) alapvetéen meghatarozzak azok fizikai-kémiai
tulajdonsagai. Szamos, a kemoterapids kezelések sordn hasznalt farmakon polaros és igy
vizoldhatd, ezért mind a koérhdzak 4altal kibocsatott, mind a kommundlis szennyvizek
tartalmazhatnak ilyen vegyiileteket oldott formaban.

Az egyes anyagok bioldgiai hasznosithatosaga és hozzaférhetdsége jelenleg nem képezi kiemelt
rész¢ét a kockdzatbecslési tanulmanyoknak, elsésorban a kornyezeti koncentracidra alapozva
becslik meg a kockazat mértékét (Caldwell et al. 2014). Az altalam vizsgalt anyagok koziil az 5-
FU, a CisP ¢és az ET mobilitasa vizes kdrnyezetben viszonylag nagy (K,w<1). Emellett az 5-FU a
legnagyobb mennyiségben hasznalt antineoplasztikus hatasi anyag viladgviszonylatban is
(Kosjek et al. 2013), ezért feltételezhetéen az S-fluorouracil, valamint metabolitjai juthatnak ki a
legnagyobb mennyiségben a kornyezetbe. Az 5-FU, a CisP és az ET klinikai alkalmazasakor
gyakori a mas hatéanyagokkal torténd kombinalt terdpia, ugyanakkor az IM esetében elsésorban
az Onallod alkalmazas terjedt el (Kiimmerer 2009a, Besse et al. 2012). Ezen anyagok az elfolyd
szenny- ¢s a felszini vizekben mar keverékként jelennek meg. A lehetséges hatdsaik becslése
nem konnyQ feladat, melyet kornyezeti és helyi tényezdk tovabb nehezitenek (Toolaram et al.
2014). A vizsgalt antineoplasztikus vegyliletek vizi szervezetekre gyakorolt hatasarol, kiilondsen
kronikus kitettség esetén, nagyon korlatozottak az ismereteink (Brezovsek et al. 2014, Parrella et
al. 2014b). Az 5-FU-ndl és a CisP-nal nem zarhato ki a hossza tavu kitettségbdl fakado kockazat,
hiszen a kérhézi elfolyd szennyvizekben mért koncentraciok az eddigi vizsgalatokban 5-FU
esetében 5 ng/l és 124 pg/l, mig CisP esetében 2-250 ng/l kozott valtozott (Mahnik et al. 2004,
Lenz et al. 2007, Mahnik et al. 2007, Kovalova et al. 2009, Kosjek et al. 2013). Ezen vegytiletek
keverékeivel végzett vizsgalatok alapjan (Parrella et al. 2014a, Kundi et al. 2015) az IM és az ET
joval kisebb kornyezeti kockazatot jelent, melynek oka részben az ET alacsony kornyezetben
kimutatott koncentracidja (42 ng/l kérhazi elfolydkban) (Yin et al. 2010). Az IM-nél azonban
mégsem lehet teljesen kizarni a kdrnyezeti kockazat lehetdségét, mivel a vegylilet kémia €s

fizikai tulajdonsagai alapjan (K,w>3) abszorbedlhat az iszapban és kotddhet a vizben 1évo

76



10.14751/SZIE.2018.003

szerves molekulakhoz, mely noveli a biakkummulacio és a biomagnifokacio esélyét (Xie 2012).
Tovabbi kockazatot jelent, hogy az IM az egyik legnagyobb mennyiségben felhasznalt
antineoplasztikus vegyiilet, melynek felhasznaldsa sajnos folyamatosan ndvekszik és szinte
semmilyen informécidoval nem rendelkeziink a kornyezeti hatasarol és a viselkedésérdl vizes
kozegben (Toolaram et al. 2014). A becsiilt kornyezeti koncentracidja az IM-nek és az 5-FU-nak
elfoly6 szennyvizekben 4,6 ng/l és 8,9 ng/l, mig felszini vizekben 0,5 ng/l és 0,9 ng/l (Booker et
al. 2014). Jelen tudasunk alapjan nagyon nehéz megitélni az altalam vizsgélat vegyiiletek
lehetséges kornyezeti kockazatat, melyhez remélhetéleg vizsgalataim eredményei a jovOben

segitséget nyujtanak majd.

6.2  Akut vizsgalatok

6.2.1 Felndtt halakon végzett vizsgalatok

A felnétt halakon végzett OECD 203 (OECD 1992a) teszt alapjan, az 5-FU toxicitdsa
alacsonynak bizonyult (3. kategoria - slightly toxic — alig toxikus, (EPA 2004)), hiszen 100 mg/1-
es koncentracid esetében a limit teszt soran sem tapasztaltam elhullast a vizsgalati csoportokban.
A zebradaniotol eltéré kornyezeti igényll, szivarvanyos pisztrang esetében is hasonldéan alacsony
toxicitast (NOEC 1000mg/1) tapasztaltak 48 oras expozicié utan (Groner 1983). Az 5-FU-hoz
hasonloan, nem tapasztaltam elhulldst az etoposide esetében sem a limit teszt soran. A vizsgalt
négy antineoplasztikus vegylilet koziil a cisplatin bizonyult a legtoxikusabbnak felndtt
zebradaniokon. Mig az imatinib esetében 70,8 mg/l volt 96 6ras expozici6 mellett a fél haldlos
koncentracio, addig a cisplatin LCs értéke 64,5 mg/l volt ugyanilyen kitettség mellett. A CisP és
az IM tesztelése soran nem tapasztaltam semmilyen makroszkdpos szub-letdlis hatast a kezelt
egyedeken. A fenti vizsgalatok alapjan ezért megallapithatd volt, hogy a CisP ¢és az IM a
szamitott LCs alapjan méréskelten toxikusnak (2. kategoria — moderatly toxic - mérsékelten
toxikus (EPA 2004) tekinthetd feln6tt halakra. Felndtt halak esetében ennél a két vegyiiletnél
nincs irodalmi adat az akut toxicitds mértékérdl.

A kapott eredmények alapjan megallapithatd, hogy a vizsgélt négy vegyiilet toxicitasa alacsony
felndtt halakon, igy az ismert kdrnyezeti koncentraci6é tartomanyokban nem kell tartani akut
mérgezés megjelenésétdl. Az alacsony toxicitas oka vélhetden a molekuldk gyenge felszivodasa,
illetve rovid felezési ideje. Emellett pedig a vizben talalhatdo POC (Particular Organic Carbon) és
DOC (Dissolved Organic Carbon) vegyliletekhez kotddhetnek elsdésorban az apolaros molekulak,

igy csokkentve tovabb a felvehetd szabad molekuldk mennyiségét.
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6.2.2 Halembri6 toxicitas tesztek (FET)

Az 5-FU esetében embriondlis korban vizsgalt toxicitas sordan 72 Oras expozicid mellett a
szamitott LCsy érték igen magas volt (2992 mg/l). A mddositott FET tesztben még 120 oras
expoziciot alkalmazva is 2222 mg/l volt az 5-FU LCs értéke. Hasonloan alacsony toxicitast
tapasztaltak DeYoung et al. (1996). Tlzcselle vizsgalata soran is 120 oras kitettség esetén az
LCsp érték 2420 mg/1 volt. Afrikai karmosbéka békafajon kiillonb6z6 laboratériumokban végzett
vizsgalatok eredményei elég eltéré LCs, értékeket hataroztak meg, melyek a 96 o6ras FETAX
teszt soran 310 ¢és 2130 mg/l voltak (Gaudet- Hull et al. 1994). Ugyanezen a békafajon 120 6ras
FETAX teszt soran DeYoung et al. (1996) 530 mg/l-ben hatarozta meg az LCsy értéket. Egy
harmadik tanulményban pedig ugyancsak 96 oras kitettség mellett a karmos béka embriokra
szamitott LCsg érték 1220 és 1620 mg/l kdzott valtozott (Dawson és Bantle 1987). Ezek alapjan
lathatd, hogy a vizsgalataimhoz hasonld, az 5-FU alacsony toxicitasat figyelték meg az elhullas
tekintetében mas vizi szervezeteken is. 96 Oras expozicio esetén Xenopus fajon végzett FETAX
teszt ECsg értéke 120-137 mg/l (Dawson és Bantle 1987), mig 120 6ras expozicid esetén 80 mg/l
(Bantle et al. 1994) volt. Sajat vizsgalatomban 72 6rds expozicid esetén tapasztalt torzulasok
ECs értékéhez ezen eredményekhez képest (1249 mg/l) joval alacsonyabb toxicitast mutatott.
Ezek a torzuldsok mindkét faj esetében els@sorban a gerinc deformitasai €s kiilonb6zé 6démak
formajaban mutatkoztak meg. Smith et al. (1983) vizsgélataikban beszamoltak az 5-FU erds
teratogén hatasar6l ember (Homo sapiens), egér (Mus musculus), patkany és hazi tyuk (Gallus
gallus domesticus) esetében is. A fenti fajokon végzett vizsgdlatok sordn is elsdsorban
vazrendszert érintd torzuldsok jelentek meg a kezelt egyedeken. Az emldsokon megfigyelt erds
teratogén hatdsa miatt az 5-FU példajan keresztiil tesztelte Lau et al. (2000) a bioldgiai alapu
dozis-hatas modellezés modszerének (BBDR, Bilologically based dose-response modelling)
alkalmazhatdsagat a human egészségi kockazatbecslésben. A vegyiilet embriofejlodésre
gyakorolt erds toxikus hatdsanak négy {6 okaként az aldbbiakat jelolte meg:

(a) a thimidilat szintetdz gétldsa, mely a thimidin tartalékok kimeriiléséhez vezet, ami zavart
okoz a dezoxinukleotid készletekben és ez a DNS szintézis, valamint a sejtciklus zavarahoz
vezet; (b) direkt beépiilés az RNS-be és ezzel funkcid vesztett fehérjek szintézise; (c) a DNS
direkt kérositasa, amely a sejt haldlahoz vezet; (d) a magzat méjanak karositdsa, mely magzati
anemidhoz vezethet (Shuey et al. 1994).

Bar a halakat els6sorban az Okotoxikologiai kockazatbecslésben hasznaljak a dozis-hatés
Osszefiiggés modellezésére, a zebradanié modell jol alkalmazhatdé a kiillonbozé vegyiiletek
teratologiai kockdzatanak értékeléséhez (Parng et al. 2002, MacRae és Peterson 2015), illetve
eredményesen hasznalhatd a tumor ellenes vegyiiletek korai fazisu pre-klinikai tesztelésére is

(Zon és Le 2008).
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Az 5-FU-nal joval toxikusabbnak bizonyult az embridkon a cisplatin, melynek ototoxikus hatasa
zebradani6 embridkon jol ismert (Ou et al. 2007). Vizsgalatom sordn jol lathatd volt az LCs
értek csokkenése az expozicio hosszanak eldrehaladtaval. Mds, antineoplasztikus gydgyszerekre
kiterjed6 vizsgalatok soran szintén a cisplatin akut toxicitdsa volt a legnagyobb D. magna
modellen (Zounkova et al. 2007, Parrella et al. 2014b). A mortalitason kiviil, dozis hatas
Osszefliggést talaltam a koncentraciok és a larvak kelési aranyanak csokkenése kozott. Mig a 120
oras expozicio esetében az LCsy érték 81,3 mg/l volt, addig a 27,5 mg/l-es koncentracional az
¢letben 1évo larvak 50%-a nem kelt ki. A csokkent kelés hatterében a cisplatin fent mar emlitett
ototoxikus hatdsa allhat (Ou et al. 2007). A halak oldalvonaldban, illetve bels6 fiilében talalhato
hall6szoérocskék pusztuldsa negativan befolyasolhatja a larvak mozgéaskoordinéciojat (Ou et al.
2007). A cisplatin zebradaniok viselkedésére és mozgas aktivitasara gyakorolt negativ hatdsarol
Kim et al. (2014) szamoltak be munkéjukban. 6 6rds 1 mM-os cisplatin kezelés utan mar
szignifikans kiilonbség volt kimutathatd a halak altal megtett teljes ut (total swimming distance)
¢s az atlagos Uiszasi sebesség esetében. Valosziniisithetd, hogy az altalam végzett vizsgalatban
tapasztalt kelés gatlas is a halak csokkent mozgas aktivitdsabol kovetkezett. A zebradanio
embriok kezelése soran nem tapasztaltam torzulasokat. Ezzel szemben Peterka et al. (2002)
hazityak tojasokkal tortént vizsgalata sordn a CisP kiilonboz6 elvaltozasokat okozott a fejlédd
embridkon. Patkany és egér modellen a cisplatin teratogén hatasa kiilonbozo fejlédési
rendellenességek €s patoldgiai elvaltozasok kialakulasahoz vezetett a fejlodé embridokban (Keller
¢s Aggarwal 1983, Hassan et al. 2016). A cisplatin antineoplasztikus hatisat elsdsorban
kozvetleniil a DNS-hez torténd kotddése és az ezzel kialakuld6 DNS adduktok altal fejti ki
(Giurgiovich et al. 1997). A vegyiilet genotoxikus hatasaért és vélhetden teratogén hatasaért is a
kivaltott oxidativ stressz a felelés (Sergi et al. 2004, Siddiqui et al. 2008). Az oxidativ
szabadgyokok okozta sejtkarosodadst tdmasztja ald, hogy szelén adagoladsa csokkentette a
cisplatin toxikus hatasat (Olas és Wachowicz 1996, Camargo et al. 2001).

Az etoposide embriondlis toxicitasa bizonyult az 5-FU mellett a legalacsonyabbnak a vizsgalt
anyagok koziil. Mas, halakon végzett vizsgélatokkal nem tudtam Gsszehasonlitani az etoposide-
on kapott eredményeket, am kiilonb6z6 alacsonyabb rendii rakfajokon (Crustacea) végzett akut
tesztekben hasonldan alacsony toxicitast tapasztaltak mas antineoplasztikus molekulakhoz képest
(Zounkova et al. 2007, Parrella et al. 2014b). Az etoposide vizsgalatakor megfigyelhetd volt a
300 mg/l-nél nagyobb koncentraciok esetében a vegyiilet kikristdlyosoddsa az olddszer ellenére
is, mar a vizsgalat masodik napjan. Vizsgalatomban az LCsg érték 96 oras és 120 oras expozicid
esetében is 300 mg/l felett volt. Azonban az anyag ismeretlen mértékli kikristdlyosoddsa miatt,
ebben a koncentracio tartomanyban az oldatban maradt mennyiség nem volt ismert. Az lathato,

hogy az etoposide akut embriondlis toxicitdsa is igen kismértékli, bar a vizsgalt
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koncentraciokban megfigyelhetd volt kiillonb6zé embrionalis elvaltozasok megjelenése. Egerek
kezelése soran Sieber et al. (1978) a ndstények tobbszori intraperitonealis injektaldsa utan az
utédok fején és a gerincén kiillonbozd torzuldsokat figyeltek meg. Az utdodok agyszovetének
hisztopatologias elvaltozdsa volt lathatd ndstény egerek vemhesség alatti egyszeri
intraperitonealis injektalasat (4 mg/ttm kg) kovetéen (Nam et al. 2006).

A felndtt halakon tapasztaltakkal szemben a FET teszt soran az imatinib bizonyult
toxikusabbnak a cisplatin-nal szemben. Ebben az esetben is lathatd volt az expozicios 1d6
novekedésével a csokkend LCsy érték. Az egyes koncentracioknal kiilonb6z6 deformitasok
jelentek meg a fejlédé embridokon. Az imatinib magzati fejlédésre gyakorolt toxikus hatasa jol
patkanyok esetében 100 mg/ttm kg-os, vagy azt meghaladd mennyiségben (ez a 800 mg/nap
human maximadlis dozissal megegyez0 mennyiség) koponya csontok hianyat és agy fejlodési
rendellenességeket (anencephaly) okozott (Novartis 2015). El Gendy et al. (2015) patkanyokon
végzett vizsgalatdban végtag és a koponya deformitasokat figyelt meg vemhes patkanyok
kezelését kovetden az utddokon. Az imatinib kezelés megnovelte tovabba a vetélés kockazatat is.
Sajnos az imatinib esetében sem allnak rendelkezésre Osszehasonlitod akut vizsgalati eredmények

halakon.

6.3 Keverékek vizsgalata

A cisplatin és az imatinib keverékeinek vizsgalata soran lathato volt, hogy a keverékek toxicitasa
joval nagyobb volt, mint azt az egyes anyagok kiilon-kiilon torténd tesztelése alapjan varhato lett
volna. Az antineoplasztikus vegyliletek vizi szervezetekre gyakorolt hatdsaval foglalkozd
munkdk koziil tobb vizsgalat is foglalkozott az imatinib-bel és a cisplatin-nal, illetve ezen
anyagok keverékeinek tanulméanyozasaval (Brezovsek et al. 2014, Parrella et al. 2014a, Kundi et
al. 2015).

A P. subcapitata z06ld alga, valamint Synechococcus leopolinensis cianobaktérium fajokon
végzett vizsgaltok sordn az egyes vegyiiletek keverékeinek hatasat egyik faj esetében sem jelezte
elére sem a CA sem pedig az [A predikcios modell (Brezovsek et al. 2014). Hasonl6an ehhez a
vizsgalathoz, az altalam tesztelt keverékeknél tapasztalt magas mortalitast sem jelezték eldre az
alkalmazott modellek. Vizsgalatomban ennek tobb oka is lehetett. Ezek a modellek elsésorban
szub-letalis hatdsok becslésére lettek kidolgozva, melyet alacsony koncentracié tartomany
mellett lehet vizsgalni. Esetemben azonban magas koncentracid tartomdnyban vizsgéltam a
mortalitast, mely egy durva végpontnak mindsiil. Hasonloan nem miikdott a keverékek
hatdsanak becslése kobalt és réz esetében szivarvanyos pisztrang akut vizsgalatakor a mortalitas

meghatarozasadban (Marr et al. 1998). Az addicidos modell viszont jol leirta tlizcselle esetében
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alacsony koncentracidé tartoméanyban is az Osztrogén hatasu vegyiiletek keverékének a vér
vitellogenin szint novekedésére gyakorolt hatasat (Brian et al. 2005). Ebben a vizsgalatban,
valamint Thorpe et al. (2005) kisérleteiben is, olyan Osztrogén hatasu vegyiileteket teszteltek,
melyek ugyanazon receptor utvonalon keresztiil hatnak, tehat a hatas 6sszeadodéasa egyértelmdi,
szemben az altalam tesztelt gyogyszerekkel.

A kutatdsaimban is vizsgalt négy vegyiilet keverékeinek hatasat tanulmanyozta Parrella et al.
(2014a) is D. magna és C. dubia fajokon. Vizsgalatuk soran az IM és CisP keverékének esetében
tapasztaltak csak a D. magna reprodukcios vizsgalatakor, hogy a komponensek gatoltak egymas
hatasat. A tobbi kombinacid esetében ennél a fajnal a hatds minden esetben fiiggetlen volt. A C.
dubia reprodukcios vizsgalata sordn ezzel szemben azt tapasztaltadk, hogy a keverék alkotoi
erdsitették egymas hatasat. Kundi et al. (2015) munkéjukban az elobbi vizsgélatban is bemutatott
két fajon végzett genotoxikoldgiai teszteket, szintén az el6bbi vegyiiletek alkalmazasaval.
Eredményeik alapjan az IM ¢és a CisP a DNS toredezettségére egymastdl fiiggetleniil hatott.
Azonban nem zarhato ki eredményeik alapjan a hatasok 6sszead6dasa sem.

Eredményeim és az irodalmi adatok alapjan ugy tlinik, hogy mivel a vizsgalt citosztatikumok
fliggetlen molekuldris Utvonalakon fejtik ki hatdsukat, a két vegyiilet hatdsa fiiggetlen egymastol.
Ez azonban nem jelenti azt, hogy a hatdsok nem adddhatnak Ossze €s ne erdsithetnék egymast,
mint ami a zebraddnidé embriok mortalitds adatain is jol lathato volt. Ezt az interakciot nevezik

heteroadditivitasnak (Katsnelson et al. 2011)

6.4 Korai életszakasz vizsgalatok

Két vegyiilet esetében végeztem szub-kronikus vizsgalatokat. Az 5-FU-nal, szemben az alacsony
akut toxicitdsaval, a vizsgalatot az indokolta, hogy jelenleg ez a vegylilet a leggyakrabban
alkalmazott antineoplasztikus hatdsu gyogyszer a fejlett orszagokban (Besse et al. 2012). A
masik kronikus tesztben is vizsgalt vegyiilet az imatinib volt, melynél a legmagasabb mortalitast
tapasztaltam az akut embrid vizsgalatok sordn. Mindkét vegyiilet tesztelése soran igyekeztem
olyan tesztkoncentraciokat valasztani, melyekkel modellezni lehetett az irodalomban megjelend
mért és becsiilt kornyezeti koncentracidkat (Fick et al. 2010, Straub 2010a, Besse et al. 2012,
Kosjek et al. 2013, Negreira et al. 2013b).

Az 5-FU szub-kronikus vizsgalata soran a fejlddoé embridokon nem tapasztaltam deformitasokat a
vizsgalt koncentraciokban. A kezelés végére a mortalitas szignifikans novekedése egyediil a 10
mg/l-es koncentracidoban volt megfigyelhetd (92+2,8%). Egy korabbi, szintétn OECD 210
(OECD 1992b) protokoll alapjan zebradanion végzett vizsgalatban 100 mg/l-es koncentracional
tapasztaltak csak szignifikdns novekedést a mortalitdsban €s ugyancsak igazolhato eltérést a

halak testhosszaban (Egeler és Seck 2009). A halak testhosszaban, az 1 mg/l-es koncentracional
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volt statisztikailag igazolhaté ndvekedés, mig Egeler és Seck (2009) csak a 100 mg/l-es
koncentracional tapasztalta ugyanezt. Vizsgalatomban a 10 mg/l-es kezelésnél a nagymértékii
elhullds miatt a medencében lecsokkent egyedstiriiség miatt nOhettek a halak nagyobbra, ezért
ennek a kezelésnek a testparaméter eredményeit nem vettem figyelembe az értékelés soran. Az 1
mg/l-es kezelésnél az elhullds azonban nem magyarazhatja a halak nagyobb testhosszat. A
nedves ¢€s a szaraz testtomeg esetében ez a névekedés nem volt igazolhatd. Eredményeim alapjan
ugy tlnik, hogy antimetabolikus hatast 5-FUl mg/l-es, hosszu tavu kitettséggel a
testndvekedésében is megfigyelhetdé modon avatkozott be az allatok fejlodésébe.

Az imatinib hosszi tavu vizsgalata soran csak a legnagyobb 10 mg/l-es kezelés esetében
tapasztaltam a mortalitas szignifikans mértékii novekedését. A halak testparamétereinek esetében
nem volt lathato eltérés a kontrol csoporthoz képest. A 10 mg/l-es kezelés esetében csak harom
egyed testparamétereit tudtam lemérni €s ezen allatok kis testtdmege nem tette lehetévé a széraz
testtomeg mérését. A FET teszt soran az IM bizonyult a legtoxikusabbnak, azonban még az 1
mg/l-es koncentraci6 tartomanyban 33 nap utan sem volt lathat6 hatasa a kezelésnek.

Vizi szervezetekre vonatkozdan csupan az irodalomban fellehetd akut toxicitas tesztek alapjan
alkothatunk képet az IM toxicitasarol (Parrella et al. 2014b). Emldsok esetében is elsdsorban az
akut toxicitasra vonatkozodan talalhatéak vizsgalati eredmények a gyartok biztonsagi adatlapjain.
Halak vonatkozasban nincs irodalmi adat az imatinib hossza tava hatdsair6l az allatok
novekedésére vagy a vegyiilet egyéb toxikus hatasara. Ragesalok esetében azonban 4 hetes koru
Wistar patkanyokon végzett 10 hetes kezelés dozis-hatas dsszefliggést mutatott a combcesont és a
sipcsont hosszanak csokkenésével és a csontos elemek szilardsagi mutatdi is csokkentek (Tauer

et al. 2015).

6.5  S5-fluorouracil és cisplatin tobbgenerdcios vizsgalatok

A két vegyiilet tobb generacios vizsgalat eredményeinek értékelését egyben kivanom bemutatni,
mivel igy az olvas6 szamara konnyebben atlathatoak és Osszevethetéek a két vegyiilet

tesztelésekor kapott eredmények.

6.5.1 A mortalitas alakuldsa az FO, F1 és F2 generaciokban

A tobb generacios vizsgalathoz kialakitott protokoll kezdd 1épése az FO generacio eldkezelése
volt, mely mindkét teszt soran azonos modon zajlott és egyik kisérletnél sem tapasztaltam
elhulldst. Az A4ltalam alkalmazott hossza ennek a kezelési periodusnak 2 hét volt. A
szakirodalomban, az eldkezelés hosszardl eltérd véleményeket taldlhatunk, melyet tobb tényezd

is befolyasolhat. Az FO generacionak az eldzetes kezelését az indokolja, hogy bizonyos
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xenobiotikumok képesek a ndstény testébdl az ivarsejtekbe keriilni. Ez els6sorban a vitellogenin
transzport mellett zajlo zsirok mobilizaciojaval megy végbe (Johnson 2009). A zsir depok
mobilizaciojanak elsédleges célja mindkét ivarban az energia biztositasa az ivashoz (Jobling et
al. 1997). Emellett a néstényeknél fontos energia tartalékot biztosit a majdan fejlodé embriok
szamara is. A nagymértékii anyagforgalommal jelentds mennyiségben keriilhetnek, els6sorban
lipofil vegyiiletek, a petefészekbe. Zebradanid esetében, hasonléan a tdbbi csontos halhoz a
vitellogenezis intenziv szakasza a III. stddiumu oocytdkban zajlik (Horvath 1980, Selman és
Wallace 1989). A III. stddiuma oocytdk ardnya az aszinkron fejlodésti petefészekben
folyamatosan 10-12%-o0s (Csenki 2011). Ezért folyamatos a mobilizalt tapanyagok beépiilése az
ivarszervbe. Csenki (2011) munkéja alapjan szintén lathatd, hogy 2 hét elegendd, hogy a III.
stadiumbdl érett ikra fejlodjon. Tehat az altalam valasztott elokezelés hossza is elegendd volt
ahhoz, hogy a vizsgalt két vegylilet bejusson a fejlédo petesejtekbe. Szivarvanyos pisztrang és
siigér (Perca fluvitalils) vizsgalatakor, két héttel a kezelés megkezdését kovetSen a felvett ['*C]-
2,2"5,5'-tetrachlorobiphenyl (log K,w=6,34) tobb mint 30%-a a fejlodd petefészekben és herében
felhalmozoddott fel (Guiney et al. 1979, Vodicnik és Peterson 1985). Egy masik vizsgalatban a
trifluarin-nal (log K,=5) kezelt szivarvanyos pisztrangok mar érett petesejtjeiben ezzel szemben
nem volt mérhetd a vegylilet bejutdsa az intra-vaszkuldris injektalds utan (Schultz és Hayton
1997).

Az F1 generaciok életének korai szakaszaban mindkét vizsgalatban a halak koriilbeliil fele élt tal
fiiggetlentil attol, hogy kezelt vagy kontrol csoportban neveltem Oket. Ett6l csak az 5-FU
esetében a DMSO ¢és az 1 pg/l-es csoportnal volt némi eltérés. Az F2 generacié ugyanezen
¢életszakaszaban mind a fluorouracil-lal, mind az imatinib-bel kezelt csoportoknal az F1-nél
nagyobb mértékii mortalitdst tapasztaltam. Ez az imatinib esetében statisztikailag 1is
alatamaszthatd volt mindharom koncentracionadl. A magasabb mortalitds legvaldszinlibb
magyarazata a kezelés hatasara fellépd wvitalitds csokkenés, 1évén, hogy az S5-FU
antimetabolitként képes a sejtciklus S fazisaba beavatkozni (Xie 2012) és ezzel zavarokat okozni
a sejtek meguajulasaban. E mellett ismert a 5-FU genotoxikus hatdsa is hosszl tavu kitettség
esetén zebraddnid modellen (Kovécs et al. 2015), amely szintén csokkentheti az 4llatok
vitalitasat. Meg kell azonban jegyezni, hogy az 5-FU vizsgélatakor a kontrol csoportoknal is n6tt
a mortalitds mértéke az F2 generacioban, mig a csak DMSO-val kezelt csoportnal ez nem
valtozott. Az IM kezelt egyedeknél tapasztalt pusztuldsra tobb lehetséges magyarazat is adodik,
mivel a tirozin kinaz inhibitor hatdsat tobb utvonalon is kifejti (Kiibler et al. 2005), azonban
ennek a hosszitava kdvetkezményeirdl kevés adat all rendelkezésre. Tobb vizsgalatban is leirtdk
a kronikus mileoid leukémidban és 2, tipusu diabéteszben egyarant szenvedd betegek esetében,

hogy az imatinib sikeresen kezelte mindkét betegséget (Breccia et al. 2004, Veneri et al. 2005).
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Tehat az imatinib befolyasolta mind az inzulin rezisztenciat, mind pedig a maj gliikoz termelését.
Ezt Hagerkvist et al. (2008) patkany kisérletekben is igazolta bizonyitva, hogy az imatinib
alacsony dozisban adagolva csokkenti az inzulin rezisztenciat és kis mértékben a maj gliikoz
termelését is. Ez alapjan elképzelhetd, hogy az altalam alkalmazott alacsony koncentracié mellett
a kezelés megvaltoztathatta a halakban a glilk6z hasznosulasat, ezzel pedig befolyasolhatta az
allatok anyagcsere folyamatait, igy a vitalitdsukat és a ndvekedési erélyiiket is.

A tobbgeneracios vizsgalatok esetében a halak korai életszakasza sordn megallapithat6, hogy a
halak tulélése az alkalmazott kezelési rendszerekben, a kontrol csoportokban sem haladta meg a
65%-ot. Hasonl6 magas mortalitasrol szamolt be Fassbender ¢s Braunbeck (2013a) munkdjaban,
ahol a magas mortalitds okanak, esetiikben a halak medencébdl-medencébe torténd athelyezését,
mozgatasat jelolték meg. Vizsgalatomban, a mozgatassal jard esetleges sériilések mellett a
magasabb mortalitast az okozta, hogy a vizsgélatokba bevont halak szama az alkalmazott
kisérleti bedllitas (fél-statikus rendszer, kisérleti edények mérete) halneveld képességének felsd
hatarat jelenti. Az alkalmazott modszerrel 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, kiilondsen hosszutavi vizsgéalatndl nagyon nehéz meghatdrozni.
Kiilonosen, ha a halakat tovabb is szeretnénk szaporitani. Ehhez minimum 100 embrid
kezelésére van sziikség az itt alkalmazott kisérleti beallitas mellett.

A vizsgalatok alapjan megfigyeltem tovabba, hogy a fiatal halak életszakaszaban a 14-16 dpf
kozotti 1dészak a legkritikusabb. Az altalam alkalmazott nevelési hOmérsékleten, erre az
id6szakra tehetd a szikholyag teljes felszivodéasa (Parichy et al. 2009). Tehat az ezt kovetd
periodusban a halak mar csak az altaluk felvett tdplalékbol nyerhetnek energiat. Tapasztalatom
szerint, azok a halak, melyek erre az iddszakra nem képesek az Artemia naupliuszokat
elfogyasztani, nagyon kis valoszinliséggel maradnak késébb életben, fiiggetleniil attol, hogy a

kezelt vagy a kontrol csoportbol szarmaznak.

6.5.2 F1 és az F2 egyedek testparamétereinek alakuldsa a halak korai életszakaszaban

A halak testparamétereinek a korai életszakaszban torténd meghatarozasa 4ltaldban a
tobbgeneracids vizsgalatnak nem képezi a részét. Annak ellenére, hogy a kezelés kozben torténd
mérések, a mortalitds adatokon tal, fontos informacidval szolgalhatnak a halak fejlédésérdl. Az
altalam alkalmazott mddszerhez hasonléan, Coimbra et al. (2015) a klofibran savval etetett
zebradaniok testparamétereit is meghataroztak a nevelés tobb iddpontjdban a tobb generacids
vizsgalat soran. Ugyanakkor mdas hosszitavil vizsgalatban, bar tortént mintavétel a halak

novekedés soran, a testhosszt €s a testtomeget mégsem meérték le (Sowers et al. 2009). Kim et al.
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(2014) a benzofenon-3 medakan tortént két generacios vizsgalata sordn az F1 generacio esetében
mérte le a fiatal egyedek testparamétereit, mely egyik kezelési csoportban (15, 50, 150, 500 pg/1)
sem mutatott eltérését a kontrol csoportoktol.

Vizsgalataim soran a 33 dpf koru F1 halaknal, az 100 pg/l-es 5-FU-val kezelt csoportban az
atlagos nedves testtdbmeg nagyobb, mig a szaraz testtomeg kisebb volt a kontrol egyedekénél.
Ezek alapjan ugy tlnik, hogy ezen halak testének viztartalma magasabb volt. Ez az F2
generacional mar nem volt megfigyelhetd. Ennél a generaciondl a kezelt csoportok
mindegyikében az atlagos nedves és szaraz testtdmeg nagyobb volt, mint a kontrol csoport
halaié.

Az IM-el kezelt egyedek esetében az F1 generacidban az 1 és a 100 pg/l-es csoportokndl a halak
nedves és szaraz testtdmege egyarant csokkent. Azonban az atlagos testhossz ez esetben is
szignifikansan nagyobb volt. Ez a tendencia az F2 generdcidban mar nem volt lathatd. A két
legnagyobb koncentracid esetében a halak testhossza nagyobb volt, ez azonban nem volt
igazolhatéd statisztikai modszerrel. Fontos kiemelni, hogy mindharom csoport esetében joval
nagyobb mortalitas volt tapasztalthatd, mint a kontrol csoportban és ezért a kisebb egyedsiiriség
miatt a halaknak nagyobbra kellett volna ndniiik, hasonléan, mint ahogyan az az 5-FU szub-
kronikus vizsgalataban a 10 mg/l-es csoportndl lathatd is volt. Ezzel szemben, a 10 ng/l-es
csoportnal a halak testtomege joval alacsonyabb volt, mint a kontrol csoporté, mig a két nagyobb
koncentracié esetében ez a paraméter szinte megegyezett a kontrol esetében megfigyelhetd

értékkel, vagy kissé meghaladta azt.

6.5.3 FI feln6tt egyedek testparamétereinek alakuldsa

A felnott halak testparamétereinek meghatdrozdsa csaknem minden, az irodalomban
megtalalhatd munkanak fontos végpontja (Seki et al. 2003, Seki et al. 2004, Diekmann et al.
2004a, Fassbender és Braunbeck 2013a, Coimbra et al. 2015). Az 5-FU-val végzett vizsgalat
soran a felndtt halak testtomegében minden kezelésnél szignifikans kiillonbség 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
vizsgélatakor ilyen jelentés kiilonbség nem volt lathatdo. Ha ezeket az eredményeket
Osszehasonlitjuk 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 feln6tt egyedek esetében a 7 honapos kitettség pont az ellenkezd hatast eredményezte.
Az irodalomban hasonld példat a testparaméterek valtozasadra a benzo-pirén (BaP) kezelés

hatasara irtak le zebradanié larvakon. Ebben a vizsgalatban az F1 generacio fiatal egyedeinek
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testhossza szignifikansan kisebb volt a kezelt egyedeknél, mig a kovetkezd generaciokban ez
mar nem volt megfigyelhetd (Corrales et al. 2014). A magyardzat az 5-FU esetében a
koncentracié tartomanyok (100, illetve 10000 szeres) kozti kiilonbségekben lehet. Osztradiol
esetében leirtak, hogy 4-szeres koncentracio kiilonbség adagolasa esetén felndtt him egereknél a
here relativ tomege a kisebb koncentracioban 30%-al nétt, mig a nagyobb dozisnal a tdmege
csOkkent (Vom Saal et al. 1997). A kapott eredmények alapjan elképzelhetonek tartom, hogy a
nanogrammos koncentracid tartomanyban a kisebb mennyiségii, felvett 5-FU hatdsdra mas
molekuléris és €lettani folyamatok, illetve mas intenzitassal zajlottak le, mint a mikrogrammos
tartomanyban.

Az IM esetében a feln6tt halak testtomege a kezelés hatdsara egyértelmiien csokkent kisebb,
vagy nagyobb mértékben. Ez a csokkent testméret ennél a vegyiiletnél igazolhatéan csak a 10
ng/l-es kezelésnél volt lathatd a testhossz tekintetében. A korai életszakaszokban mért
eredményekkel ezt Osszevetve lathatunk némi kiilonbséget. A rovidebb expoziciok esetében
inkdbb a testhossz ndvekedése volt a jellemzo a kezelt csoportokra, mintsem a csokkenés. A
testtomegek esetében szintén a nagyobb koncentracioknal az F1 generacidban a testtomeg inkabb
csokkent. Az F2 generacioban a testtomegek tekintetében azonban a legkisebb koncentracioban a
halak tomege egyértelmilien kisebb volt. Véleményem szerint, ha mdas bioldgiai utvonalak
érintettségével is, de itt is az 5-FU-hoz hasonld a koncentracié kiilonbségbdl adodo folyamatok
jatszddhatnak a hattérben.

Az eredmények alapjan ugy gondolom, hogy a hosszi tavi kezelés hatdsira mind az 5-
fluorouracil, mind pedig az imatinib mesylate valtozadsokat okozott a halak anyagcsere
folyamataiban. Az 5-FU esetében ennek egy korabbi munkankban (Kovacs et al. 2015) a
toxikogenomikai vizsgalatban probaltunk magyarazatot talalni. Lathato volt, hogy elsésorban az
apoptotikus folyamatokkal és a DNS javitd6 mechanizmusaival 6sszefliggd gének szabalyozdodtak
feliil (bcl2, xrcch, stb.), mig a fehérje szintézissel kapcsolatos tobb gén alulszabalyozott volt (cth,
stb.). Bar voltak folyamatok, melyek a nanogrammos koncentracid tartomanyban feliil-
regulalodtak (pl. szigndl transzdukcios 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 koncentraci6 tartomanyban nem volt kimutathaté hatas. Olyan azonban nem volt
megfigyelhetd, hogy egyes folyamatok az egyik koncentraci6 tartomanyban feliilszabalyozodtak
¢s a masikban alulszabalyozodtak volna. Az IM esetében, bar ilyen eredmények még nem allnak
a rendelkezésemre, az anyag tirozin kindz inhibitorként, tobb élettani szempontbol fontos

utvonalat befolyésol (Kiibler et al. 2005).
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6.5.4 Szaporodasbioldgiai folyamatok

A halakon végzett hossz tava vizsgalatok egyik fontos végpontja a szaporodasi képesség
vizsgélata. Ezen belil is els6sorban a lerakott ikrdk szamat, a termékenyiilés aranyat, illetve az
ivararanyt szokas meghatarozni. Vizsgalataim sordan egyik anyag esetében sem volt kiilonbség
sem a lerakott ikrak szdmaban, sem pedig az ikratétel mindségében. Bar a feln6tt halak
testparamétereiben volt kiillonbség a kezelések hatdsara, ez azonban nem befolydsolta a halak
szaporodasi képességeit. Ugyancsak nem volt eltolodas az ivarok esetében egyik anyagnal sem.
Ezek alapjan bebizonyosodott, hogy az alkalmazott kisérleti beallitasok mellett sem az 5-FU,
sem pedig az IM nem csokkentette a halak reprodukcios képességét. Nurmio et al. (2008)
imatinib-bel folytatott vizsgalataik nyoman leirtdk, hogy him patkédnyok esetében lehetnek a
kezelésnek rejtett hatasai a here fejlodésére, még ha ez nem is nyilvanult meg a termékenyitd
képességben és az utddok fejléddésében. Az 5-FU esetében Caenorhabditis elegans-on irtak le az
ivarsejtek sejt ciklusanak valtozast, illetve a lerakott peték szamdanak csdkkenését, bar csak 0,6
mg/l-es és ennél magasabb koncentracioknal (Kumar et al. 2010). Az IM-el kapcsolatban
kronikus kitettség mellett nagy vizibolhan csak 300 pg/l-es koncentracid mellett volt
tapasztalhatd a szaporoddsi képesség 50%-os csokkenése (Parrella et al. 2014b). Ezzel szemben
ennél a fajnal az 5-FU —re szamitott ECs érték 26,4 pg/l volt (Parrella et al. 2014b).

Az 5-FU vizsgélata soran a negyedik szaporitas alkalméval a halak altal adott ikrdk szadma
drasztikusan csokkent. Ez a tendencia, ha sokkal kisebb mértékben is, de az IM vizsgalatban
kapott ikraszam eredményein is lathatd mind a kontrol, mind a kezelt csoportoknal. Ezek alapjan
megallapithatd volt, hogy olyan periddust, melyben magasabb a lerakott ikrak szdma, egy
alacsonyabb lerakott ikraszammal jard periddus kovet. Eredményeimhez hasonléan Fassbender
¢s Braunbeck (2013a) metil-metanoszulfonattal folytatott vizsgalatainak szaporitasi eredményei
alapjan a FO és az F1 generaci6 esetében a 26., illetve 16. szaporitds alapjan is a zebradaniok
altal leadott ikra mennyiségében is egyfajta ciklusossag volt felfedezhetd.

A zebradanidk esetében a lerakott ikraszam ¢€s az ivds eredményessége nagyban fligg az
alkalmazott szaporitasi modszertdl. Vizsgdlataimban 2-2, illetve 3-3 ndstény €s him kertilt a
szaporitoedényekbe. Ezzel a modszerrel lehet a legpontosabb informacidkat gylijteni a faj
esetében a reprodukcids képességrol. Ezért az irodalomban megtaldlhatdé munkdk jelentds
részében is a hosszu tavl vizsgaltok sordn ezt a modszert alkalmaztdk (Diekmann et al. 2004a,
Diekmann et al. 2004b, Soares et al. 2009, Fassbender és Braunbeck 2013a, Corrales et al. 2014,
Coimbra et al. 2015).
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6.5.5 Szovettani vizsgalatok

A hisztopatoldgiai vizsgéalatok fontos részét képezhetik a kronikus toxikologiai vizsgalatoknak.
Halak esetében mégis elsdsorban az ivarszervek fejlodését ¢s miikodését is befolyasold, hormon
hatasu vegyiiletek kronikus tesztjeiben alkalmazzak (Nakari és Erkomaa 2003, Seki et al. 2003,
Seki et al. 2004, Nakamura et al. 2015). A mas hatasmechanizmusu anyagok, mint példaul a vér
koleszterin szint csokkentésére alkalmazott klofibrat sav (Coimbra et al. 2015), vagy komplex
kornyezeti mintak tesztelésekor (Sowers et al. 2009) a hisztopatologiai vizsgalatok leginkabb az
ivarszervek tanulmanyozasara terjedtek ki. Az EPA (2003) altal javasolt protokollokban, illetve
az OECD (2015) 240-es, medakara kidolgozott két generacids kisérleti tervben a szdvettani
vizsgalatok kiterjesztését javasoljak az ivarszerveken kiviil a majra és a vesére is.

Az 5-FU-val kezelt halak szdvettani metszeteinek hisztopatologiai értékelése soran
elvaltozdsokat tapasztaltam a mdj €és a vese esetében. Az ivarszerveken szovettani vizsgalatakor
nem volt lathaté semmilyen koros elvaltozas, csakiigy, mint az idegrendszer, a kopoltyu ¢és az
emésztétraktus esetében sem. Ez is aldtdmasztja a szaporodasbioldgiai vizsgalatok eredményeit,
mely szerint az 5-FU-nak nincs hatdsa a halak reprodukcios képességeire. Az 1 és 100 pg/l-el
kezelt F1 felndtt halaknal megfigyelt maj atréfia nagy hasonldosdgot mutat El-Sayyad et al.
(2009) munk4jaban tapasztaltakkal. Az alacsony (10 mg/testtomeg kg) és a terapias dozist
megkozelitd (20 mg/testtomeg kg) koncentracidoval kezelt albind patkdnyoknal is a ma4j
karosodasa volt lathato.

A 10 ng/l-es és az 1 pg/l-es kezelési csoportban a halaknal a vese vérképzd szovetének enyhe
tubulonefrotikus elvaltozas is megfigyelhetd volt. A zebradanio esetében a vérképzd szovet a
vese veldalloméanyaban taldlhatd, mely funkcidjdban megegyezik az emlésok csontveldjével
(Amatruda és Zon 1999). A megfigyelt elvaltozdsok nagy hasonléosdgot mutatnak az 5-FU

emlésokon jol ismert csokkent csontveld miitkodéssel (Schuetz et al. 1984).

6.6 Az antineoplasztikus vegyiiletek vizsgalatanak dltalanos értékelése

Jelenleg tobb mint 50 citotoxikus hatdsu gydgyszert alkalmaznak a klinikai gyakorlatban a fejlett
orszagokban (BMA 2006). Sajnos, ezeknek a szereknek a felhasznélésa folyamatosan novekszik
(DoH 2004, Johnson et al. 2008) és ezzel mind nagyobb mennyiség keriil metabolizalt, vagy
anyamolekula formajaban szennyvizekbe €és onnan az éldvizekbe. Az elvégzett vizsgalatok
alapjan lathatd, hogy az akut €s a szub-kronikus tesztek alapjan egyik vegylilet sem tekinthetd
veszélyesnek a halakra. Ha emellett megvizsgaljuk az irodalomban megtalalhato mért, vagy

prediktiv kornyezeti értékeket (Johnson et al. 2008, Besse et al. 2012, Xie 2012) lathatd, hogy
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tobb nagysagrend a kiilonbség a kornyezeti és a rovid tava kitettség esetében jelentkezd, mar
toxikus hatdst mutatd koncentraciok kozott. Amennyiben azonban a tobb generacids vizsgalat
eredményeit tekintjiik at, az 5-FU esetében az F1 halak szoveti degenerdcidoja mar a kornyezeti
koncentraciohoz kozeli 10 ng/l-es tartomanyban is megfigyelhetd volt. Mig az IM esetében az F2
generacio mortalitasa igazolhatéan nagyobb volt ugyanebben a koncentracié tartomanyban is.
Ezen vizsgalatok alapjan egyértelmi, hogy a hosszu tava kitettség mellett a kornyezeti
koncentracidhoz kdzeli tartoményban is megjelennek a vizsgélt gydgyszerek negativ hatasai a
gerinces vizi szervezetekben. Eredményeim alapjan nem zarhat6 ki, hogy a természetes vizekben
megjelend gyogyszermolekulak, ha csak nano- vagy pikogrammos mennyiségben is, de
visszajuthatnak az ivovizbe. A kiilonbdz0 viztisztitdsi technologidk soran azonban

feltételezhetden olyan uj metabolitok keletkezhetnek, melyeknek hatdsa még teljesen ismeretlen.

6.7 Javaslatok

e A dolgozatban bemutatott akut embrid toxicitas teszteket még a FET teszt egy tervezete
alapjan végeztem (OECD 2006). A 2013-ban bevezetett, mar végleges FET protokoll
(OECD 2013a) is 96 oras korig javasolja a halak kezelését. Véleményem szerint a teszt
id6tartamanak 120 6rara torténd megnyujtasa szamos elénnyel jarna. Mivel a zebradanié
larvak inkubécios homérseklettdl fliggden 72 és 90 ora kozott kelnek, ezért a 96 oOrés
expozicid esetében eléfordulhat, hogy a kelés elnyuldsa miatt nem minden egyed fog
kikelni akar a kontrol csoportban sem. Ezt a problémat a 24 oraval novelt kezelési 1d6
egyértelmiien kikiiszobdlné €s pontosabb adatokat kaphatndnk a vizsgalt molekula
kelésre gyakorolt hatdsarol. A teszt meghosszabbitasanak tovabbi eldnye lenne, hogy a
120 oréds, mar eltiszé halakon végezhetd lenne mozgas aktivitas vizsgalat (locomotor
response), mely kvantitativ mérésére alkalmas rendszerek egyre tobb laborban
megtalalhatoak.

e A zebradanio halfajon végzett reprodukcios képességet is vizsgalo toxikoldgiai tesztek
soran legaldbb 5 szaporitast kell végezni, mellyel mar csokkenthetd a lerakott ikra
mennyiség ciklikussaganak torzité hatdsa az eredményekben.

e A keverékek tesztelésekor nyilvanvalova valt, hogy a mortalitds, mint végpont nem
tokéletes a keverékek hatasanak tanulmanyozasahoz. Erre zebradanié embriok esetében
is olyan szub-letalis végpontot kell valasztani, mely jol reprezentalja az adott anyagok
hatasat. Ilyen szub-letalis hatds vizsgalathoz viszont sziikséges a FET teszt mddositésa,
hogy tobb ismétlésben vizsgalathatd legyen a megjelend elvéltozasok aranya. A FET

teszt esetében megoldas lehet a teszt végén a halak testhosszanak mérése, mellyel az
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¢letben maradt egyedeknél jol szamszerlsithetd paraméter alapjan lehetne a csoportokat
Osszehasonlitani.

A tobbgeneracios vizsgalatok alapjan lathatd volt, hogy mindkét vegyiilet esetében
szamolni kell a nanogrammos koncentraci6 tartomanyban is a hosszl tdva hatasokkal a
vizi szerveztek esetében. Ezért mindenképpen javasolnam a citotoxikus vegyiiletek
esetében a becsiilt kornyezeti koncentracid (PEC) kozelében hal modellen legalabb teljes
életciklus tesztet végezni. Az Eurépai Gyogyszer Ugynokség (EMA-Europen Medicines
Agency) jelenlegi szabalyozasa szerint csak a 10 ng/l vagy anndl magasabb PEC érték
esettben (EMA 2006) sziikséges Phase I, Tiar A vizsgélatokat végezni, melybe
beletartozik a halak korai életszakasz vizsgalata is (OECD 210). Az ilyen tesztek alapjan
azonban, mint az szub-kronikus vizsgalataimbol is lathatdo volt, nem lehet mindig
elegendd informaciot szerezni ilyen erds biologiai hatdsu vegyiiletek hosszl tavi

hatasairol.
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7. OSSZEFOGLALAS

Az atlagéletkor és az életszinvonal novekedésének kovetkeztében folyamatosan nd az
egészségiink megovasa érdekében felhasznalt gyogyszerek mennyisége, ennek kdvetkeztében
pedig egyre tobb gyogyszerhatéanyag jut ki a kornyezetbe. Az antineoplasztikus vegyliletek a
kornyezeti mintakban ndvekvd mennyiségben valdé megjelenése kiillondsen aggasztd. Ezek a
vegyliletek igen erdteljes biologia hatassal rendelkeznek, igy kiilondsen fontos megismerniink a
nem célszervezetekre, mint amilyenek a halak is, gyakorolt hatasukat.

Vizsgalataim soran négy kiilonb6zd hatdsmechanizmust antineoplasztikus vegyiilet toxicitasat
vizsgaltam zebradanio (Danio rerio) modellen. Az 5-fluorouracil (5-FU), a cisplatin (CisP), az
etoposide (ET) €és az imatinib (IM) esetében is akut toxicitas tesztet végeztem feln6tt halakon.
Emellett zebraddnié embridkon vizsgaltam a vegyiiletek teratogén ¢&s letdlis hatdsat az
embrionalis fejlédés soran. Vizsgdltam tovabba a cisplatin €s az imamtinib keverékének
toxicitasat, valamint Osszevetettem a kapott eredményeket a Bliss-féle fiiggetlen hatds és a
Loew-féle koncentracié Osszeadddas predikcids moddszerek eredményeivel. Tovabbi toxicitas
vizsgalatokat végzetem az S-fluorouracil és az imatinib esetében az anyagok halak korai
¢letszakaszaban megfigyelhetd hatdsainak megismerésére. Emellett pedig ugyanezen két
vegyiilet esetében tObb generacion keresztiil is vizsgaltam a halak fejlédésére gyakorolt
hatasukat, a kornyezeti koncentraci6 tartomanyaban is.

Eredményeim alapjan felndtt halakra a legtoxikusabbnak a CisP bizonyult. 96 oras Kkitettség
mellett az LCsy érték 64,5 mg/l volt. Az embridk vizsgalata sordn a cisplatin bizonyult a
legmérgezObbnek, mar 27,5 mg/l-es koncentracional a fejlddé embridk fele nem tudott kikelni. A
letalitas szempontjabol az IM hatasa volt a legerdsebb, 120 o6ras expozici6 esetén 65,9 mg/l volt
az LCs érték. A CisP és az IM keverékének vizsgalatakor a prediktiv modellekhez képest
csaknem kétszerese volt a keverék valos letalis hatdsa az embridkra. Az 5-FU korai életszakasz
teszt soran igazolhatoan csokkent a fiatal halak talélése a 10 mg/l-es kezelés hatdsara, valamint
az 1 mg/l-es csoportban a halak standard testhossza szignifikdnsan nagyobb volt a kontrolhoz
képest. Az IM esetében a pusztulas ugyancsak a 10 mg/l-es kezelésnél bizonyult szignifikdnsan
kiilonbozének a kontroltdl, a halak testparamétereiben azonban nem volt lathato kiilonbség. A
igazolhatdan kisebb volt a 10 ng/l-es koncentraciéban, mig az 1 pg/l és a 100 ng/l kezeléseknél
halak testtomege nagyobb volt a kontrolhoz képest. Az IM esetében pedig az F2 generacid
egyedeinek tulélése csokkent szignifikdnsan a 10 ng/l-es, a 1 pg/l-es és a 100 ng/l-es kezelések

esetében is.
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Eredményeim alapjan lathatd volt, hogy a vizsgalt vegyiiletek, bar rovid kitettség esetén nem
bizonyultak toxikusnak a halakra hosszatavu, tobb generdcids expozicid alatt mar jelentds

hatasuk volt az allatok fejlddésére, még nanogrammos koncentraci6 tartomanyban is.
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8. SUMMARY

Due to the increase of average age and standard of living of the humankind, the consumption of
different pharmaceuticals has been rising continuously. Therefore, more and more drugs get into
the environment. The increase of antineoplastic agents in environmental samples is particularly
worrying. Because of the biological activity of these drugs, it is very important to learn more
about potential effects of these agents on the non-target organism.

Four antineoplastic drugs toxicity were studied on zebrafish (Danio rerio). Acute toxicity of 5-
fluorouracil (5-FU), cisplatin (CisP), etoposide (ET) and imatinib mesylate (IM) were tested on
adult fish. Further acute tests were done to investigate lethal and teratogenic effects on zebrafish
embryos. In case of cisplatin and imatinib, binary mixtures toxicity was tested and results were
compared with results of Bliss independence model and concentration addition predictive model
by Loewe. Sub-chronic toxicity tests were carried out to investigate effects of 5-fluorouracil and
imatinib on the early life stage of zebrafish. Besides, effects of these two chemicals were studied
in multi generation experiments with environmental concentration range.

In case of acute adult test CisP was the most toxic agent. 96 hours LCs estimated to be 64,5
mg/l. Cisplatin was the most toxic in embryo assays as well. Hatching inhibition has been
investigated by half of the population by 27,5 mg/l concentration level. LCsy of IM value was the
lowest during embryo test; 120 hours LCs estimated to be 65,9 mg/l. Investigated lethality rate
of CisP and IM mixtures were almost two times higher on embryos than Bliss and Loewe models
predicted. Lethality of fish was increased in 10 mg/l treatment as standard body length was
significantly increased during early life stage test of 5-FU. In case of 10 mg/l treatment lethality
was significantly higher during early life stage test of IM.

After multi generation exposure, the 5-FU treatment caused a significant decrease of body
weight of F1 generation adult zebrafish in 10 ng/l treatment and a significant increase in 1 pg/l
and 100 pg/l treatments. In the other multi generation experiment, a significant increase of F2
generation fish mortality was investigated in 10 ng/l, 1 pg/l, and 100 pg/l groups after long term
IM treatment.

Toxicity of the four investigated antineoplastic drugs were low after short term exposure but
after long-term, multi generation exposure their influence on the development of fish, even in

nanogram concentration, was significant.
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9.2 M2 Tablazatok

1. tablazat Az 5-FU kezelt F1 generacio szaporitasanak eredményei

A tablazatban az egyes szaporitasok soran kapott normalizalt ikraszam lathatd. A negyedik szaporitas soran kapott ikraszamot nem tiintettem fel a tablazatban,
mivel itt minden csoport esetében jelentdsen csokkent a leadott ikra mennyisége. A kapott eredmények alapjan lathato, hogy a masodik szaporitashoz képest a
kontrol és a harom 5-FU-val kezelt csoportnal a tobbi szaporitasban kevesebb ikrat adtak a ndstények, mig a DMSO-val kezelt kontrol csoport esetében az
ikraszam nétt. A rossz ikraszemek esetében az 6tddik szaporitas alkalmaval talaltam az 5-FU-val kezelt csoportokban a legtobb ilyen ikraszemet. A kontrolhoz
képest az 1 pg/l-es kezelésnél ez a kiilonbség szignifikansan nagyobb volt (Kruskal-Wallis. Dunns teszt. p<0,05).

1, szaporitas 2, szaporitas 3, szaporitas 5, szaporitas

Termékenyiilt Nem term. Termékenyiilt Nem term. Termékenyiilt Nem term. Termékenyiilt Nem term.

ikraszem ikraszem ikraszem ikraszem ikraszem ikraszem ikraszem ikraszem
Kontrol 30,38+27,89 0,6+1,2 21,6£15,33 0,0+0,0 19,5+£14,76 0,53+0,58 16,32+14,33 0,05+0,16
DMSO 13,1+20,11 0,15+0,47 39,28+18,45 0,0+0,0 40,92+16,65 0,98+1,02 45,15+£17,18 0,12+0,19
10 ng/1 5-FU 20,43+16,6 0,0+0,0 38,43+18,08  0,0£0,0 20,7+18,9 0,08+0,18  1525+11,66  0,65+0,81
1 ug/15-FU 12,38+14,53 0,0+0,0 41,67425,8  1,167+2,41  36,13+20,42  1,19+1,08  35,87+21,63  3,47+2,13°
1 pg/l 5-FU 30,4+26,97 0,0+0,0 35+22,46 0,0+0,0 15,25£1533  0,37+0,51  21,13+14,76  0,83+0,74
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2. tablazat Az IM kezelt F1 generacid szaporitasanak eredményei

A tablazatban az egyes szaporitasok soran kapott normalizalt ikraszam lathat6. Megfigyelhet6 volt, hogy bar a kontrol csoportokban a halak atlagosan tobb
ikrat adtak kevesebb rossz ikraszemmel, azonban ez a kiilonbség nem volt statisztikailag igazolhaté. A termékenytilt ikraszemek szama egyediil az els6
szaporitasban volt szignifikansan tobb, mint a 10 ng/l-es csoporté (Kruskal-Wallis teszt, p<0,05).

1, szaporitas 2, szaporitas 3, szaporitas 4, szaporitas 5, szaporitas 6, szaporitas 7, szaporitas 8, szaporitas

9, szaporitas

Term. Nem Term. Nem Term. Nem Term. Nem Term. Nem Term. Nem Term. Nem Term. Nem Term. Nem

ikra term ikra term. ikra term. ikra term. ikra term. ikra term. ikra term. ikra term. ikra term.

ikra ikra ikra ikra ikra ikra ikra ikra ikra

Kontrol 76,83+ 0,67+ 86,75+ 1,25+ 71,44+ 1,17+ 74,27+ 0,53+ 35,0+ 0,5+ 34,08+ 1,33+ 64,17+ 0,11+ 37,2+ 1,8+ 67,36+ 0,23+
20,35 0,62 32,03 1,66 24,76 1,74 29,64 0,69 23,52 0,59 23,71 1,19 47,71 0,17 25,36 1,64 40,99 0,47

10 ng/1 20,13+ 5,07+ 57,72+ 428+ 38,73+ 1,13+ 67,44+ 2,94+ 43,67+ 0,0+ 34,5+ 0,28+ 76,72+ 0,5+ 34,89+ 0,22+ 60,52+ 0,09+
M 23’97* 5,77 43,93 5,79 29,58 0,69 30,99 5,76 31,81 0,0 20,67 0,44 76,86 0,75 13,12 0,27 28,10 0,20
1 png/l 37,53+ 6,36+ 25,5+ 0,0+ 46,63+ 1,08+ 73,94+ 1,0+ 36,13+ 0,2+ 33,27+ 0,73+ 37,58+ 3,83+ 46,4+ 1,73+ 88,5+ 0,08+
M 16,29 8,22 7,94 0,0 22,41 1,95 46,78 1,33 19,88 0,3 18,88 0,76 29,12 7,22 34,35 1,86 40,71 0,20
1 png/l 2227+ 3,07+ 54,53+ 0,61+ 41,11+ 0,44+ 99,67+ 1,0+ 45,0+ 0,6+ 32,94+ 0,06+ 37,11+ 0,17+ 39,39+ 0,06+ 49,45+ 0,15+
M 27,46 3,85 35,35 1,18 24,69 0,50 66,22 0,89 19,35 0,43 19,27 0,14 15,5 0,18 25,56 0,14 21,27 0,34
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Scholz-nak a sok tanacsot, amikkel a lipcsei tanulmanyutjaim soran ellétott.

Szeretném megkdszonni baradtaimnak Kovacs Attilanak, Varga Andrasnak, Béres Gyorgynek,
Viszkok Mihélynak, Pesti Baldzsnak és Schally Gergének az évek soran nyujtott
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Végezetiil szeretném megkdszonni csalddomnak azt a rengetek tamogatasat €s aldozatot, amit
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A dolgozat a CytoThreat FP7 265264 projekt keretében jott 1étre.
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