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Jelolések, roviditések jegyzeke

3R

AB
ACh
AChE
ASTM

Bax
Bcl2
BPCA

CAS szam
caspase3
caspase9
CAT
cxcl18b
cxcl8b.1
DAF-FM-DA
DDT

DEG
desma
DMSO
DNS

dpf

DTT
ECx
EDTA
EGFP

elavl3

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

Vad tipust, roviduszoji zebradanid vonal

Acetilkolin

Acetilkolin-észteraz

Amerikai Anyagvizsgalati Tarsasag (American Society for Testing and
Materials)

BCL2 asszocialt X, apoptozis szabalyozé

BCL2 apoptdzis szabalyozo

Egyesiilt Kiralysag Kartevoirtd Szovetsége (British Pest Control
Association)

,,Chemical Abstracts Service” regisztracios szdm

Caspase family protein

Caspase family protein

Katalaz enzim

Kemokin (C-X-C motivum) ligand 18b

Kemokin (C-X-C motivum) ligand 8b1
Diaminofluoreszcein-FM-diacetat

Diklér-difenil-trikloretant, klorfonetan

Diffencialtan expresszalt gén (differentially expressed genes)

Dezmin

Dimetil-szulfoxid

Dezoxiribonukleinsav (Dezoxyribonucleic acid)

A hal embriok koranak meghatarozéasara szolgaldé mértékegység, amely az
ikra termékenyiilésétdl eltelt napokat adja meg (day post fertiliztaion)
Ditiotreitolt

Az a koncentracid, ami a vizsgalt populacid x%-nal valt ki hatast
Etilén-diamin-tetraecetsav

Enhanced green fluorescent protein- modositott GFP valtozat

ELAV-szerii neuron-specifikus RNS-koté fehérje 3



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

FACS Fuorescence Activated Cell Sorting

FAO Egyesiilt Nemzetek Szervezetének Elelmezésiigyi és Mezégazdasagi

Szervezete (Food and Agriculture Organization of the United Nations)

FET Halembri6 toxicités teszt (Fish Embryo Toxicity Test)

fnlb Fibronectin 1b

foxo3a Forkhead box O3A

gfap Glia fibrillaris savas fehérje

GFP Z6ld fluoreszcens protein (green fluorescent protein)

gh Novekedési hormon

GPx Glutation-peroxidaz

GST Glutation-S-transzferaz

hpf Az ikra megtermékenyitését kdvetd orak szama (hours post fertilization)
hspb11 Ho sokk fehérje, alfa-kristalyhoz kapcsolodo, b11

IL-6 Interleukin-6 receptor ligand

IL-8 Interleukin-8 receptor activity

ISO Nemzetkdzi Szabvanyligyi Szervezet (International Organization for

Standardization)

LCx/LDx Az egyedek x%-anak pusztulasat okozo koncentracio vagy dozis

LOEC Az a legkisebb koncentracio, amelynek hatasa mar megfigyelhetd. (Lowest
Observed Effect Concentration)

LPO lipidperoxidacio

mAChR Muszkarinos acetilkolin receptor

MDA Malonaldehid

MS222 Trikain-metanszulfonat

myh6 Miozin, nehéz lanc 6, szivizom, alfa

myoD Miogén differencialodas

nAChR Nikotinos acetilkolin receptor

NADPH Nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat

nkx2.4b NK2 homeobox 4b

NOEC Az a legnagyobb koncentracio, amelynek nincs megfigyelhetd hatasa (No

Observed Effect Concentration)

NOS Nitrogén-monoxid-szintaz



OECD

opnimwz2
PBS

pckl
pdlim3b
RASFF

REACH

rho
RNS
ROS
sny2a
SOD
sox19b
TNFa
WHO
xirpl
ZFIN

Eurdpai Gazdasagi Egylittmtikodési €s Fejlesztési Szervezet (Organisation
for Economic Co-operation and Development)

Kozepes hulldm érzékelés 2

Foszfat pufferes sdoldat

Foszfoenolpiruvat karboxikinaz 1 (oldhatd)

PDZ and LIM domain 3b

Elelmiszer- és Takarmanybiztonsagi Riasztasi Rendszer (Rapid Alert
System for Food and Feed)

¢s korlatozasara (Registration, Evaluation, Authorization and Restriction
of Chemicals) vonatkoz6 iranyelve

Rodopszin

Ribonukleinsav (Ribonucleic acid)

reaktiv oxigén intermedierek (Reactive Oxygen Species)

Idegrendszeri fejlodéssel kapcsolatos gén

Szuperoxid-diszmutaz

SRY-box transzkripcios faktor 19b

Tumornekrozis faktor a (TNF superfamily, member 2)

Egészségiigy1 Vilagszervezet (World Health Organization)

Xin actin binding repeat containing 1

Zebrafish Information Network



1. Bevezetés és célkitiuizések

A kiilonb6z6 novényveédo szerek (peszticid) hasznlata ma mar a mindennapjaink részévé valt.
Ezek a vegyiiletek fontos szerepet jatszanak a mezdgazdasdgban, a hozam novelése és az
¢lelmiszer-eldallitas koltségeinek csokkentésében. Segitik az intenziv gazdalkodast, timogatjak a
védekezést a kiilonboz6 kartevokkel, korokozokkal és gyomnovényekkel szemben. A peszticidek
felhasznalasaban tovabbi novekedés varhatod, részben az emberi populacio globalis novekedése,
részben az éghajlatvaltozasbol adodo fert6zd agensek megjelenése, terjedése miatt. A
megnodvekedett alkalmazassal parhuzamosan pedig folyamatosan novekszik a kdrnyezetbe keriilo
vegyliiletek mennyisége is.

A peszticidek globalis hasznalata kockazatot jelent a kornyezetre. Felhalmozddhatnak a
novényekben és bekeriilhetnek a taplaléklancba. A kijuttatds helyétdl tavolabbi teriileteken
jelenhetnek meg novényvéddszer-maradékként. A 1égi kijuttatds soran szinte lehetetlen a
hataskoriik korlatozasa, hiszen szétteriilnek a levegében, felszivodnak a talajban, vagy bejutnak a
kiilonboz6 viztestekbe. Ezenkiviil a beltéri (otthoni, irodai, kdzintézményi) kartevoirtas kdzvetlen
emberi novényvéddszer-expozicidhoz vezethet. Alkalmazasukbol adéddan tobbféle élelmiszerben
jelen lehetnek szermaradvanyként. Az Eurdépai Unié Elelmiszer- és Takarméanybiztonsagi
Riasztasi Rendszerében (RASFF) a harmadik leggyakrabban jelentett szennyez6 és napjainkra az
Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO) a peszticid mérgezéseket jelentds kozegészségiigyi és
kornyezetegészségiligyl problémaként azonositotta. Pontosan ezért elengedhetetlen a vizsgalatuk,
hogy megismerjiik biologiai hatasukat.

Viladgviszonylatban napjainkban is tobb mint 2 millid6 tonna ndvényvéddszer keriil
felhasznalasra, amelynek 29,5%-a rovarirtd szer. A rovardld szereknek mechanizmustél fiiggden
tobb alcsoportja 1étezik és felhasznalasukat tekintve népszerlieck a neonikotinoidok, a Sszerves
foszforsav-észterek, a karbamatok és a piretroidok. Hatasuk tobbnyire a célszervezetekre
korlatozdédnak, azonban hasonléan a tobbi ndvényvéddszer csoporthoz jelentds terhelést
jelentenek a kdrnyezet szamara.

A rovarirtok csoportjaba tartozo inszekticid karbamatok fejlesztése és hasznélata az 1950-es
években kezd6dott. Szerkezetileg hasonléak a szerves foszforsav-észterekhez, azonban
alacsonyabb toxicitassal rendelkeznek, igy egyre népszeriibb alternativat kinalnak a felhasznalok
szamara. Rovardld hatasuk mellett egy-egy képviseljiik a klinikai gyakorlatban is megtalalhato.
Hatasukat tekintve az idegmérgek (kolinészteraz-gatlok) csoportjaba tartoznak.

A bendiocarb a karbamatok csoportjaba tartozo széles spektrumu rovar6lé. Napjainkban is
egyike a WHO altal ajanlott anyagnak, amely hatasosan felhasznalhat6 az IRS - Indoor Residual

Spraying (beltéri permetezés) technika soran eldsegitve a szinyogok szamanak kontrollalasat, a



maléria terjedésének csokkenését. Ennek ellenére nagyon korlatozott mennyiségli adat all
rendelkezésre a bendiocarb expozicidé okozta biologiai hatasokrol. Elterjedt alkalmazasa miatt,
vilagszerte kimutathatova valt kiilonféle vizekben és az otthoni felhasznalasbol adodéan human
mintakbol is. Az emberi szervezetbe felszivodva atjut a placentan és megjelenhet a sziiletend6
csecsemOkben. Az embrionalis fejlédés id6északaban torténd bendiocarb kitettség, hasonléan mas
xenobiotikumokhoz jelentds kovetkezményekkel jarhat az €16 szervezetre, mind a morbiditas mind
a halédlozas tekintetében. Ennek kovetkeztében sziikségessé valt a részletesebb feltaré munkak
elvégzése, amelyek segitségével atfogobb képet kaphatunk az embrionalis bendiocarb kitettség
biologiai kovetkezményeirdl.

Az akvarisztikabol is jol ismert zebradanio (Danio rerio) az egyik legelterjedtebb gerinces
modellszervezet szamos tudomdanyteriileten (pl. élettan, fejlodésbiologia, genetika, etologia,
toxikoldgia, farmakoldgia). Népszerliségének oka, hogy a kiilonbozd vizsgalatok szaméra
megfeleld tulajdonsagokkal rendelkezik, alacsony tartasi koltségek mellett. Elettani folyamatai
nagyfokt hasonlosagokat mutatnak az emldésokkel, beleértve az embert is. A zebradaniorol
rendelkez6 hattértudas lehetdséget biztosit egy komplex modellrendszer kialakitasahoz, ezaltal
részletes és extrapolalhatd informaciok nyerhetéek a kiilonb6zd kornyezetbe keriild szennyezd
anyagok hatasarol.

Vizsgalataim kodzpontjaban az embrionalis fejlodés idészakaban bekdvetkezd bendiocarb
expozicié hatasanak feltérképezése volt, zebradanidé modellszervezet felhasznalasaval. Ennek
soran elsdként klasszikus akut toxikologiai kisérleteket végeztem. Szerettem volna meghatarozni
a vegyltilet LCso értékét, valamint az embriokon/larvakon megjelené morfologiai elvaltozasokat.
Ezt kovetden a fajra adaptalt, korai é€letciklusban végezhetd vizsgalatok segitségével feltarni a
bendiocarb hatasat a zebradaniéo embrionalis fejlédésre. Vizsgalataim kiindulopontja az anyag {6
hatasmechanizmusa, az acetilkolin-észteraz gatlas (AChE) volt, igy a szubletalis vizsgalatok
elsédleges végpontjai kozott szerepelt a AChE-gatlassal szoros Osszefiiggésben allo:

e szivmiikodés vizsgilata,

e az antioxidans rendszerben szerepet jatszo enzimek aktivitdsanak feltérképezése,

e az esetleges viselkedésben megjelend eltérések feljegyzése,

e ateljes transzkriptom analizis elvégzése, amellyel szerettem volna feltarni, hogy melyek a
bendiocarb expozicio altal jelentésebb mértékben érintett bioldgiai ttvonalak. A kapott
eredmények alapjan tovabb vizsgaltam:

o alarvak vizualis észleléséhez,
o azizomszovethez, izomrendszerhez,

o az immunrendszerhez kapcsolodo folyamatokban bekovetkezd elvaltozasokat



2. lrodalmi Attekintés

2.1 A novényvéddszerek

Az Egyesiilt Nemzetek Szervezetének Elelmezésiigyi és Mezdgazdasagi Szervezete (Food and
Agriculture Organization of the United Nations, FAQO) a novényvédo szereket a kdvetkezoképpen
definidlja: olyan bioldgiai, kémiai anyagok, vagy anyagkeverékek melyekkel barmilyen
kartevonek mindsitett ¢€l6 szervezet visszaszorithatd, elriaszthatd, elpusztithato, vagy
szabalyozhato. A kifejezés magaba foglalja a gyomirtd, rovarirtd, puhatestiiirtd, ragcsaloirtd
szerek mellett a gombadld, atkadlo, a talajban €16 fajok ellen szolgald féregold készitményeket is
(Bordas 2006., Akashe et al. 2018., Abubakar et al. 2020).

A kiilonboz6 peszticidek hasznalata segiti az intenziv gazdalkodast, elényt jelentenek a
kiilonb6z6 mezdgazdasagi kartevok ellen, tdmogatjdk a védekezést a novényi, az allati és az
emberi korokozokkal szemben. Hasznalatuk biztositja a fokozott élelmiszertermelést, és az
¢lelmiszerellatas biztonsagat (1. tablazat, Cooper & Dobson 2007). Becslések szerint, a
peszticidek hasznalata nélkiil, a termés egyharmada elveszne (Ismail et al. 2010), igy napjainkra a
vildg népességének életszinvonaldnak fenntartdsa és javitdsa érdekében kiemelkedd szerephez
jutottak. Vilagviszonylatban évente tobb mint 2 millié tonna névényvéddszer keriil felhasznalasra,
amelynek 47,5%-a gyomirto szer, 29,5%-a rovarirto szer, 17,5%-a gombadlo szer és 5,5%-a egyéb
novényvédo szer (Lehel & Laczay 2011, De et al. 2014, Sharma et al. 2019, Syafrudin et al. 2021).
A legnagyobb felhasznal6 orszagok kozé sorolhatd Argentina, Brazilia, az Egyesiilt Allamok, az
Egyesiilt Kiralysag, Franciaorszag, India, Japan, Kanada, Kina, Mexiko, Németorszag,
Olaszorszag és Thaifold. (Sharma et al. 2019, Zhang 2018). Feltételezések szerint pedig 2050-re
a novényvédoszer termelés 2,7-szeresére fog novekedni, a 2000-es évekhez képest (Nieder et al.
2018).

Elsodleges elonyok
Kartevok és Kartevok és allati Az egyéb emberi tevékenységeket és
novénybetegségek megbetegedések létesitményeket karosito szervezetek
vektorainak kontrollalisa vektorainak kontrollalisa szabalyozasa
Jobb termés/haszonallat hozam Emberi élet védelme Kozlekedésbiztonsag
Jobb termés/haszonallat Human megbetegedések
) Mesterséges zold feliiletek védelem
mindség csokkenése
Gombatoxinok mennyisége )
Allati ¢élet védelme Kerti kartevok elleni védelem
csokken
Allatok megbetegedésének ] .
Javul a termékek eltarthatosaga Epiiletek kartevok elleni védelme

csokkenése

10



Forgalmazashoz kapcsolodo
kereskedelmi halozatok
alapitasa/ellatasa
Alacsonyabb munkaigény a
gyomirtas soran
Csokkent izemanyag
felhasznalas
Kisebb talajbolygatas

Invaziv fajok kontrollalasa

Allattenyésztés javulo

hozama

Javul az allati termékek

mindsége

Betegségek kontrollalasa

Kozteriiletek kartevok elleni védelme

Miiemlékek védelme

Fa épiiletek/létesitmények védelme

Masodlagos elénydk

Ko6z6sségi szinten

Nemzeti szinten

Vilagszinten

Javul a mezdgazdasagi
vallalkozasok bevétele

Elelmiszerbiztonsag javulasa
Elelmiszermindség javulasa

Jobb életminéség

Csokkend munka terhelés egyes

feladatkorokben
Magasabb varhat6 élettartam

Egészségiigyi koltségek
csokkenése

Csokkent stressz szint

Egészségesebb lakossag

Eletképesebb ndvények

Stressz csokkenése
Fenntartasi koltségek

csokkenése

Vidéki lakossag
elvandorlasanak csokkentése
Novekvo exportbevétel
Agrondmiai tanacsadas
javitja a névénytermesztést

Csokkent talajer6zio
Csokkent migracio

Kozlekedési balesetek

csokkenése
Javul6 varosi kdrnyezet

Termelékenység novekedése

Biztonsagos és valtozatos
¢lelmiszerkinalat

Biodiverzitas meg0rzése
Globalis felmelegedés csokkentése
Globalis betegségek terjedése alacsonyabb

Csokkend tiveghazhatast gaz termelés

Javul6 faanyag ellatas

Lakotertletek novekedése

Nemzetkozi turizmus
Csokkenti az élelmiszerellatas
bizonytalansagat
Csokkenti a mez6gazdasagi termelésbe

nem bevont teriiletekre gyakorolt nyomast

1. tablazat: A novényvédiGszerek elényei (Cooper & Dobson 2007. és Rani et al. 2021. alapjan)

2.1.1 A ndovényveédOszerek csoportositisa

Jelenleg nincs egységes felosztasa a kiilonb6zé novényvédd szereknek. Csoportositasuk,
besorolasuk torténhet a kémiai szerkezet, a felhasznalas modja, alkalmazas helye, a veszélyesség,
kornyezeti kockazat, kereskedelmi, forgalmi, illetve a hatas- és hatasmechanizmus alapjan
torténhet (Bordas 2006, Souza et al 2020).

Csoportositasuk egyik legelterjedtebb mddja a hatasspektrum alapjan torténik. Ez a tipusu

csoportositas azonban a célszervezet jellemzo6itdl is fiigg aszerint, hogy milyen mezdgazdasagi
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kartevécsoport ellen hasznalatos. A legtdbb esetben azonban a felhasznalas tobb irdnyu is lehet.
Hatéasuk és felhasznélasi céljuk alapjan az 2. tablazatban taldlhaté modon oszthatéak fel a

novényvédoszerek (Bordas 2006, Souza et al 2020, Pirsaheb & Moradi 2020, Garcés et al. 2020).

Aficid

levéltetl irtdszerek

Akaricid vagy miticid

atkaold szerek

Algicidek

algak ellen alkalmazhato szerek

Atraktansok

csalogatd, vonzd szerek — egyes esetekben a peterakast
0sztonzik, vagy csalogatjak az ellentétes nemi

kartevoket

Avicid vagy Korvicidek

madarirtd szerek

Baktericidek

baktériumok ellen hasznalatos szerek

Bakteriosztatikus

fert6tlenito szerek

peszticidek

Defoliansok lombtalanité szerek
Deszikansok szaritdszerek
Fumigansok flist616k
Fungicidek gombadld szerek
Herbicidek gyomirto szerek

Inszekticidek

rovarold szerek

Larvicidek

larvaold szerek

Molluszcidek vagy

Limacidek

csigairto szerek (hazas és hazatlan, ndvénytermesztésben

kartevo és betegségeket terjesztd csigak)

Nematocidek

féregolo szerek, talajban €16 fajok ellen

Novényi novekedés

a novények életfolyamatait lassitd, gyorsitd vagy

regulatorok modosito szerek (inhibitorok, stimulatorok, retardansok)
Ovicidek rovarpeték ellen hasznalatos szerek

Piscicidek nem kivanatos halak ellen hasznalt szerek
Rodenticidek ragcesaloirtd szerek

Repellensek és repulziv kartevo riaszto szerek

szerek

Sterilansok sterilizaloszerek

Viricidek virus6l6 szerek

2. tablazat: A novényvédGszerek hatas és felhasznalasi cél alapti csoportositasa (Pirsaheb & Moradi 2020, Garcés et
al. 2020 és Bordas 2006 alapjan)

2.1.2 A kiilonb6z6 ndvényvéddszerek a kdrnyezetben

A peszticideket elsddlegesen a terméshozam ndvelésére €s a termelés biztonsag fenntartasara
alkalmazzak, azonban id6vel a folyamatos és széleskort, olykor meggondolatlan hasznalatuk,

karosithatja az egyébként nem célzott szervezeteket, a kornyezetet és a kijuttatas helyétdl tdvolabbi
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teriileteken jelenhetnek meg novényvéddszer-maradékként, kdoszonhetden a bioakkumulacios és
perzisztens tulajdonsagaiknak. A peszticidek elsodrodasanak megakadalyozasa szinte lehetetlen,
ugyanis kis teriiletti alkalmazas soran is szétteriilnek a levegében, emellett kitilepedhetnek a
1égkorbol, a csapadékkal bemosddhatnak a talaj mélyebb rétegeibe, a felszin alatti vizekbe.
Bejuthatnak a felszini vizekbe is kitilepedéssel, bemosodassal, run-off vizekkel, illetve szennyezett
felszin-alatti vizekkel is (Yadav & Devi 2017), ahogy azt az 1. abra is szemlélteti. Schulz (2004)
becslése alapjan a talajra kijuttatott ndvényvéddszerek 10 %-a nem a célteriiltekere jut el, foleg,

ha a kijuttatast kovetéen csapadékos az id6jaras.

Valtozatlan
kémiai szerkezet

Nincs atalakulas

Kémiai atalakulas

—é / (hidrolizis, redox reakcid) Talaj
0] o )
:g Abiotikus Kompartmentalizacid Ul?dek
= Lo (talajhoz val6 abszorpcid) ———— Vizek
2 transzformacio (pérolgis
Q:::) \ Fizikai atalakulas lecsapodas réven 1s)
% (fotolizis, nedves levalasztas) B10magn1f1kac1o
Z
Metabolitok

Kometabolizmus — "  (vizben oldédé, altalaban kevésbé

mérgez6, mint a kiindulasi vegyiilet)
Biotikus "l

transzformacio Mineralizacio
(CO,, NH;, H,0, szervetlen sok)
1. abra: A novényvéddszerek altalanos sorsa a kdrnyezetben. (Syafrudin et al. 2021 alapjan)

— Talaj tapanyagok

A peszticidek hasznalata kockazatot jelent a felszini és talajvizek mindségére,
felhalmozddhatnak a ndvényekben és bekeriilhet a taplaléklancba (Taylor et al 2002, Sharma et al.
2017). Hatast gyakorolhatnak a kiilonb6z6 mikroorganizmusokra, a kartevok természetes
predatoraira, a ndvényi beporzokra, a hazi €s a vadon €16 allatokra, valamint az emberi egészségre
IS (Nieder et al. 2018). Alkalmazasukbdl addédoéan napjainkra tobbféle élelmiszerben (pl.
csapvizben, gylimolesokben, zoldségekben, tejben, halakban, mézben, gyogyndvényekben,
fiiszerekben és tojasban) kimutathatok. A RASFF-ban a noévényvédé szereket a harmadik
leggyakrabban jelentett szennyezOként tartjdk szdmon. A hatarérték feletti szermaradékot
tartalmazo ¢€lelmiszerek tartds fogyasztdsa pedig komoly egészségiigyi kovetkezményeket
okozhatnak (El-Nahhal & EI-Nahhal 2021, Pigtowski 2022). A WHO a peszticid mérgezéseket
kozegészségiigyi problémaként azonositotta, amely vilagszerte jelentds morbiditast és haldlozast
okozhat (Chittrakul et al. 2021). Fizikai és kémia tulajdonsagaiktol, alkalmazasi eljarasuktol
fliggben képesek 1égszennyezové is valni (Donal et al. 2001, Waite et al. 2005). A nehezen lebomld
vegyiiletek felhalmozodhatnak a talajban vagy akar a bomlastermékeik mobilizalodhatnak is.

Felhalmozodasukat a mezdgazdasagi felhaszndlason tal az egyéb alkalmazési teriiletek
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(kdzegészségiigy, haztartasok, kozteriiletek) is eldsegitik. A varosi felhasznalas, féleg a haztaji
kertek kartevd irtasa miatt, jelentds szennyez6 forras (EI-Nahhal & EI-Nahhal 2021). Az ilyen
teriileteken a rovarirtd szerek mellett mennyiségben kimutathatbak még példaul a herbicidek,
fungicidek is (Syafrudin et al. 2021).

Egyes novényvédd szerekre jellemzd, hogy a kornyezetben tartésan megmaradhatnak,
biologiailag nem lebonthatok, hosszi a felezési idejiik €s felhalmozodhatnak a taplaléklancban,
kockazatot jelentve a talaj, a vizek, a levegd mindsége mellett a biologiai sokféleségre, az
Okoszisztémara és az emberi egészségre egyarant. Hatasuk sokszor még a betiltasukat kdvetben is

megfigyelhetdk (Christos 2009, Garcés et al. 2020).

2.1.2.1 A kiilonb6z6 novényvédoszerek hatasa a vizekre

A peszticidek jelent6sebb része a felszini vizekben talalhat6, mivel a csapadékkal konnyen
mobilizadlodnak. A talajon keresztiil a viztartod rétegekbe lassu a beszivargas sebessége, azonban
igy lehetOségiik van atalakulni. A talajhoz kevésbé adszorbealt peszticidek kisebb valdszintiséggel
szivarognak be a talaj alsobb rétegeibe, azonban az erodalt talajrészecskék konnyen atvihetik dket
a felszini lefolyason keresztiil, igy a felszini vizekbe juthatnak (National Research Council 1993).
A vizoldékony molekulak -elszallitodnak, kiilonosen csapadékos iddben, leszivarogva a
talajrétegekbe és végll a talajvizbe. A talajrészecskékhez kotddd oldhatatlan vegyszerek
felhalmozodhatnak a talaj fels6 rétegében majd beszivaroghatnak a felszini vizekbe, ami tovabbi
szennyezddést jelenthet (Syafrudin et al. 2021). A permetez6 berendezések tisztitasa soran, illetve
a helytelen tarolas miatt is kialakulhat kornyezeti terhelés (Yadav & Devi 2017, de Souza et al.
2020, Syafrudin et al. 2021). A vizek peszticid szennyez6désének mértékét befolyasoljak a talaj
jellemzdi, teriileti adottsagok, a novényvéddszerek fizikai és kémiai tulajdonséagai, alkalmazasi,
illetve kijuttatasi modja.

A vizben megtalalhaté névényvéddszerek alacsony koncentracidja a taplaléklancon keresztiil
felhalmozodhat és bejuthat az emberi fogyasztasra is alkalmas vizi szervezetekbe. A szennyezett

vizek felhasznalasa, fogyasztasa tovabbi expoziciot jelenthet (Sharma et al 2019).

2.2 Rovarolo szerek

Az inszekticidek a vegyi anyagok azon csoportja, amelyet a rovarok taszitasara, vonzasara,
megzavarasara, elpusztitdsdra alkalmaznak. A kivant céltol, mechanizmustol fiiggéen tobb
alcsoportja létezik (2. abra) a csoportnak. Felhasznalasukat tekintve a legreprezentativabbak a
neonikotinoidok, a szerves foszforsav-észterek, a karbamatok (inszekticid karbamatok), a
klorozott szénhidrogének, a piretrinek és a piretroidok (Belzunces et al., 2012, Costa et al. 2008).
Ezeket az anyagokat széleskoriien alkalmazzak a novényvédelemben, a koz- és allategészségiigy
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teriiletein. A tropusi éghajlaton, ahol kedvezdbbek az életfeltételek a rovarok szamara, intenzivebb
a felhasznalasuk (Carazo-Rojas et al. 2018, Sumon et al. 2018).

Rovarold szerek
(Insekticidek, Inszekticidek)

Természetes */\ Szintetikus
,/\ Szervetlen /\ Organikus

Novényi alapt Asvanyi olajok

Szerves klor ~ Szerves
vegyiiletek  foszfatok

Karbamatok Piretroidok

Piretrum Koolaj Kén vegyiiletek
Azadirachtin Stylet olaj Arzén vegyiiletek

DDT Clorpyrifos Carbaryl Bifenthrin
BHC Malathion = Bendiocarb Cypermethrin
Fenthion Pirimicarb Cyfluthrin
Dichlorvos (DDVP) Oxamyl Deltamethrin
Azinphos-methyl Permethrin

2. 4bra: A rovarirt6 szerek altalanos osztalyozasa. (Yadav & Devi 2017.alapjan)

Napjainkban a vilag szamos részén tiltott a klorozott szénhidrogének, mint pl. a DDT
hasznalata, mivel ezen vegyiiletek tobbsége perzisztens és akkumulaciora hajlamos (Aloizou et al.
2020). A piretrinek természetes eredetii inszekticidek, melyek a Chrysantheum-fajok megszaritott
¢és poritott fészekviragzatabol szdrmaznak és rovid ideig tartd taglohatdssal rendelkeznek. A
piretrinekhez kozel allo szintetikus analdgok a piretroidok. A piretrinek és a piretroidok az
idegsejtmembran Na*-csatorndira hatnak, gatoljak az ioncsatornak zarodasat, igy folyamatos Na*
bearamlast idéznek elé az idegsejtekbe (Lehel & Laczay 2011). A neonikotinoidok a
nikotinreceptorok aktivalasan keresztiil fejtik ki hatasukat (Costa et al. 2008). A szerves
foszforsav-észterek és a karbamatok egyarant gatoljak az AChE enzim miikodését, igy a
szervezetben endogén acetil-kolin-intoxikaciot idéznek elé (Lehel & Laczay 2011). A klérozott
szénhidrogének visszaszoruldsat kovetden, manapsiag ezeket a vegyiileteket hasznaljadk a
legszélesebb korben (Costa et al. 2008).

Bar a rovardld szerek tobbnyire a célszervezetekre korlatozddnak, de kornyezeti hatdsuk nem
elhanyagolhat6. Hasonldéan a tobbi ndvényvéddszer csoporthoz, szamos felszini vizben
kimutathat6 a jelenlétiik, mely a széleskori felhasznalasuknak koszonhet6 (Arnal et al. 2019, Liu
et al. 2014). Vilagviszonylatban a magasabb koncentracioban megtalalhaté vegyiiletek pl. a
diazinon (0,03-24465 ng/l, Zhang et al. 2012, Kock-Schulmeyer et a. 2019), a dimethoate (351-
61200 ng/l, Carazo-Rojas et al. 2018), a chlorpyrifos (1,01-3100 ng/l, Ccanccapa et al. 2016,
Sumon et al. 2018), az imidacloprid (1-1886,88 ng/l, Gonzalez-Rey et al. 2015, Peng et al. 2018).
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2.2.1 Inszekticid karbamatok

Az inszekticid karbamatok fejlesztése és hasznalata az 1950-es években kezdddott (Lehel &
Laczay 2011, Vale & Lotti 2005). Szerkezetileg hasonloak a szerves foszforsav-észterekhez,
azonban a karbamatok a karbaminsav észter szarmazékai (Lehel & Laczay 2011, Yadav & Devi
2017., Abubakar et al. 2020). Az altalanos képletitk ROC(O)NHCH3 és altalaban az R szubsztitualt
fenol vagy heterociklus (Vale & Lotti 2005). Rovarolé hatasuk mellett atka6ld, gyomirtod és
csigairtd tulajdonsaggal is rendelkezhetnek ¢és bizonyos karbamatok (pyridostigmine,
physostigmine) a klinikai gyakorlatban altalanosan hasznalt gyogyszerek (pl. Mestinon 60 mg
drazsé) is (Lehel & Laczay 2011, Vale & Lotti 2005). Tobb ismert (3. abra) és széleskorben
alkalmazott képviseldje van a csoportnak, amelyek nem csak a mezdgazdasdgi gyakorlatban

hasznalatosak.

\ N\></\)J\ CH3

VR S8 7

Carbaryl
Bendiocarb HN\

N Benfuracarb Carbofuran

O ~
hig 0 o
s H
O \NJ\O/N\T/S\ rL ~ _O l!l O)J\N/
Isoprocarb H - N Y ~ |

Methomyl 0] o SN
I Oxamyl | N/J\N/
(0] /N o X (o) I
N | -
Pir b
O)J\H/ \([)]/ @ /\NJ\O/O\‘/N\ irimicar

Promecarb Pyridostigmine .
Rivastigmine

3. abra: Globalisan elterjedt inszekticid karbamatok szerkezeti képlete (Bhatt et al. 2021. alapjan).

Az inszekticid karbamétok kiilonbozd fokl akut oralis toxicitast mutathatnak az alacsonytol
(carbaryl: LDsg 250-850 mg/kg, patkany - Rattus norvegicus) a rendkiviil magasig (aldicarb: LDsg
0,46-0,93 mg/kg, patkany) (Costa et al. 2008). Az emésztdcsatornabol jol, dermalisan eltérd
mértékben szivodnak fel. A szervezetbe keriilve kozel egyenletesen eloszlanak, és gyorsan
metabolizalodnak. Nagyobb koncentracioban altalaban a gyomor és a bél falabol, az agybol, a
csontveldbdl és a tejmirigyekbdl mutathatoak ki (Lehel & Laczay 2011). Hatasmechanizmusukat
tekintve az idegmérgek csoportjaba tartoznak és ugynevezett kolinészteraz-gatlok (Lehel &
Laczay 2011., Yadav & Devi 2017., Abubakar et al. 2020).
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Az AChE az idegrendszerben a kolinerg transzmisszié kulcsfontossagli enzimje, amely szamos
gerinces és a gerinctelen szervezetben jelen van. Az enzim miikodésének gatlasa acetilkolin (ACh)
felhalmozodasahoz vezet a szinapszisokban (Bocquené et al. 1997, De la Torre et al. 2002, Yi et
al. 2006). Két reaktiv csoporttal rendelkezik: az egyik csoport az igynevezett észterifikalhato vagy
masnéven a katalikus csoport €s a szubsztrat elektrofil C- atomjaval kapcsolodik, a masik a negativ
toltésii anionos csoport, amely a szubsztrat kationos részéhez kotddik (Lehel & Laczay 2011). Az
AChE egy rendkiviil hatékony enzim, az ACh-t kolinra és ecetsavra hidrolizalja, olyan
sebességgel, amely megkozeliti a szubsztrat diffuzioja altal meghatarozott felsé hatart, majd pedig
regeneralodik (Kuhr & Dorough 1976, Shi et al. 2002, Roes et al 2003, Lehel & Laczay 2011). Az
ACh receptoroknak két tipusat kiilonboztetjik meg, az egyik az Ugynevezett metabotrop
muszkarinos acetilkolin receptor (mAChR), a masik pedig az iontrop nikotinos acetilkolin receptor
(nAChR). Mindkét tipust az ACh bekotddése hozza mitkddésbe és szamos helyen eléfordulnak a
szervezetben (Albuquerque et al. 2009). A terhesség alatt az AChE aktivitas szintje alacsonyabb,
ami magasabb ACh koncentraciot és hiperaktivitdst eredményezhet az idegrendszeren beliil
(Gupta 2009). Az ACh a gerinces és gerinctelen szervezetek idegrendszerének az egyik f6 serkentd
neurotranszmittere, amely a jelen van a kézponti, periférias, autonom ¢és enteralis idegrendszerben
is. Szabalyoz6 szerepet tolt be az egész ontogenetikus folyamatban, beleértve az idegrendszer
fejlodését megeldzo szakaszokat is (Buznikov et al., 1996). A karbamatok €s a szerves foszforsav-
észterek toxicitasat az AChE progressziv gatlasa okozza az idegszovetben. Az inszekticid
karbamatok, az AChE észterifikalhatd csoportjaban, a szerin primer alkoholos
hidroxilcsoportjaval 1épnek reakcioba. Az igy 1étrejott karbamoilalt enzim hidrolizise 1ényegesen
lassul (4. abra). Ennek kovetkeztében az ACh felhalmozodik a szinaptikus résben és az ACh
receptorok tulzott stimulalasa neurotoxikus tiinetekhez vezet. Az ACh a szervezetben négy helyen
tolt be ingeriiletatvive szerepet: a kozponti idegrendszer kolinerg szinapszisa, a motoros
idegvégzddések (nikotinszerli hatds), a vegetativ ganglionok (nikotinszeri hatas), a
paraszimpatikus postganglionalis idegvégzddések (muszkarinszeri hatds). Mind a négy
tamadasponton azonos az ACh hatasmddja, depolarizaciét okoz az effektorsejtmembran feliiletén,

igy az érintett effektorsejt ingeriiletbe keriil (Lehel & Laczay 2011).

(0] (0] (0]
l k, I l
AChE-OH + BCNMe, —_— AChE-OH- - - BCNMe, r" AChE-OCNMe,
k
acetilkolin-észteraz karbamat : AChE-karbamat komplex karbamoilalt AChE

HB

4. abra: Az AChE gatlasa karbamat peszticidekkel. (Jin et al. 2004. alapjan)
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A szerves klor és foszforsav-észterek alkalmazasa az elmult két évtizedben csokkent, az
inszekticid karbamatok javara (Piel et al. 2019), melyek toxicitasa hasonl6 a szerves foszforsav-
¢észterekhez, azonban a felezési idejiik rovidebb a kdrnyezetben €s a bioakkumulacios potencialjuk
is alacsonyabb (Bird et al. 2014, Vichapong et al. 2011). Monitoring vizsgalatok soran
megallapitottdk, hogy kimutathatbak maradnak az emberi vér és/vagy vizeletmintdkban
foglalkozasi expoziciot (Bouchard et al. 2008, Hardt et al. 1999) és kisebb mértékben kdrnyezeti
terhelést kovetéen (Lunchick et al. 2007, Meeker et al. 2005, Putman et al. 2008). Szamos
tanulmany igazolta, hogy az inszekticid karbamatok oxidativ stresszt indukalnak ¢és befolyasoljak
a kozponti idegrendszer miikodését (Habib et al. 2013, Jaiswal et al. 2016, Leomanni et al. 2015,
Milatovic et al. 2006, Rai et al. 2007). Kolinészteraz-gatloként feltehetdéen rakkeltd és mutagén
tulajdonsagokkal is rendelkezhetnek, ezért fokozodd hasznalatuk potencialis veszélyt jelenthet a
kornyezetre, illetve az emberi egészségre (Marrazza 2014, Vichapong et al. 2011). Pontosan ezért
elengedhetetlen ezen vegyiiletek kornyezet, egészségiigyi és oOkotoxikologiai megismerése,
ellendrzése, kutatasa. A neonikotinoidok, a szerves foszforsav-észterck és a szerves klor alapt
novényvédo szerek mellett Szamos inszekticid karbamat (3. tablazat) valt kimutathatéva az elmult
évek soran (Stuger et al. 2016, Wolfram et al. 2018, Casado et al. 2019, de Souza et al. 2020,
Guarda et al. 2020, Bhuiyan et al. 2021).

Hatdéanyag Koncentracio Kimutatasi hely Referencia
carbaryl 0,19-949 ng/L Kanada, Dél-Ontario,felszini viz Struger et al. 2016
carbaryl 0,095-0,714 pg/L Bangladesh, Feni ker., horgaszto, csatorna Bhuiyan et al. 2021

carbofuran 0,26-286ng/L Kanada, Dél-Ontério, felszini viz Struger et al. 2016

carbofuran 0,546-4,820 ug/L Bangladesh, Feni ker., horgaszto, csatorna Bhuiyan et al. 2021
methomyl 0,46-899 ng/L Kanada, Dél-Ontario, felszini viz Struger et al. 2016

oxamyl 0,2-292 ng/L Kanada, Dél-Ontario, felszini viz Struger et al. 2016

pirimicarb 0,24-16,4 ng/L Kanada, Dél-Ontério, felszini viz Struger et al. 2016

o Ausztria, Sankt Georgen an der Stiefing
pirimicarb 4,9 ng/L Casado et al. 2019
(Steiermark), Stiefing folyo

o Belgium, Zedelgem (West-Vlaanderen),
pirimicarb 1,8 ng/L Casado et al. 2019
Moubeek csatorna

o Belgium, Ledegem (West-Vlaanderen),
pirimicarb 2,3ng/L Casado et al. 2019
Woulfdambeek csatorna

propoxur 0,025 pg/L Brazilia, Formoso foly6 Guarda et al. 2020

3. tablazat: Kiilonb6z6 inszekticid karbamatok megjelenése a kornyezetben

2.2.2 Inszekticid karbamatok hatasa zebradanio larvakra

A kornyezetiinkben novekvd szamban megjelend szennyez6 anyagok, mint pl. az inszekticid
karbamatok komoly problémakat okozhatnak az infra- és szuprainvidudlis szinteken. Az
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inszekticid karbamatok felhasznalasukbol kifolyolag hatassal lehetnek azokra a populéaciokra,
amelyek nem elsddleges célpontjai ezeknek az Osszetett kémiai anyagoknak. Kéros hatast
(viselkedés valtozas, szaporodas, szervek fejlédése) gyakorolva a nem célszervezetekre, pl. a
gerinctelenekre, a kétéltliekre, vagy a halakra (Guo et al. 2022, Jablonski et al. 2022, von Wyl et
al. 2023), igy el6térbe keriilnek azok a modellszervezetek, amelyek a trofikus halozat egyik
kulcsszerepl6jét  képviselik, viszonylag nagy mintaszammal vizsgalhatéak, vagy olyan
tulajdonsagokat hordoznak, amelyek kiindulasi alapot szolgaltathatnak a vizsgalati eredmények
akar emberi iranyba torténd extrapolalasaban. A zebradanid szerepe kettds, hiszen egyrészrél az
édesvizi Okoszisztémak egyik fontos Okotoxikoldgiai modellszervezete, masrészt szamos jol
konzervalt tulajdonsagabol adéddan fontos szerepet tolt be az emlds €s human expozicidé okozta
betegségek modellezésében is, igy szamos vizsgalat soran alkalmazzak a fajt (Nagel 2002, Sipes
et al. 2011, Geisler et al. 2016).

An ¢és munkatarsai (2023) a fonalféreg elleni védekezés soran hasznalatos oxamyl nevii
inszekticid karbamat hatdsat vizsgaltak. Az anyag egy Széleskdrben hasznalatos rovarirtd szer,
azonban az egyedfejlédési szakaszokra gyakorolt toxikus hatasairdl, az esetleges mogottes
mechanizmusokrol korlatozott mennyiségli informécid all rendelkezésre. Vizsgalataik soran
megallapitottak, hogy az oxamyl toxikus hatast gyakorol a fejl6dé zebradanio larvak neuronjaira,
a notochord (gerinchur) és az érrendszer fejlédésére. Jablonski és munkatarsai (2022) a methomyl
nevi karbamat rovarirtét tanulméanyoztdk. Arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy befolyasolja a
10,6; 23,3 mg/l) magasabb koncentracio tartomanyokban. Kisebb test- és szemméretet allapitottak
meg, tovabba észleltek hypo-lokomotoros aktivitast és koncentracio fiiggé AChE enzim szint
csokkenést. Konemann ¢és munkatarsai (2022) kiilonb6z0é rovarirtd szereket vizsgaltak
neurotoxikoldgiai megkozelitésbdl. Tanulmanyuk célja a mozgasi hibak dsszekapcsolasa volt a
neuromuszkularis struktirakra gyakorolt hatasokkal, beleértve a neuronokat, a szinapszisokat és
az izmokat. A methomyl esetében megallapitottadk, hogy toxikus hatassal lehet az
axoneldgazasokra €s az izomintegritasra. Von Wyl és munkatarsai (2023) a zebradanié embridk
idegrendszeri fejlodését vizsgaltak hat, kiilonb6zd kolinerg hatasu rovarirtd szer expozicidja
mellett. A pirimicarb és a methomyl kezelés is szignifikans novekedést okozott a korai embrionalis
motoros viselkedés, a spontan farokmozgas szamaban. A methomyl kapcsan megfigyelték, hogy a
kontroll csoporthoz képest a spontan farokmozgas id6tartama csokkent. A larvak farkanak érintése
altal kivaltott elmozdulasi tavolsag mérése soran is a methomyl okozta a legdrasztikusabb
csokkenést. Lin és munkatarsai (2007) a carbaryl szivre, szivmiikdodésre gyakorolt hatasait
tanulmanyoztak korai fejlddési stddiumban 1€évé zebradaniod larvakon. Megerdsitették az anyag

acetilkolin-észteraz gatlasat, leirtak a vorosvérsejtek felhalmozodast, a késleltetett kelést és
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szivburok 6démat. Nem figyeltek meg szivfejlodési rendellenességet, de a carbaryl altal kivaltott
bradycardiat igen, ami az kolinészteraz-gatlok gyakori hatasa az ACh felhalmozodéasa miatt. A
benfuracarb is egy népszert, széles spektrumt karbamat rovar- és féregirto szer, amelynek a vizi
¢lolényekre vonatkozo kockazati szintje még nem tisztazott (Guo et al. 2022). A zebradanio
larvakon végzett vizsgalatok azonban azt mutattak, hogy redukalja a testhosszt, €s a szuperoxid-
diszmutdz (SOD) aktivitasa szignifikdnsan novekedett a kezelés hatdsara. A korai embrionalis
fejlodéshez kapcsolodd markergének (gh, myoD, myh6, nkx2.4b) transzkripcids szintjein zavart
okozott, igy a kapott eredmények teratogén hatast valoszinisitenek. Az isoprocarb elterjedt
gombadld, rovarold és gyomirtod (Ni et al. 2008) szer, amely szamos természetes vizb6l szarmazd
mintaban megtalalhat6 (Xu et al. 2020, Chen et al. 2021), am vizi szervezetekre gyakorolt hatasa
szintén kevéssé ismert. Wang és munkatarsai (2022) zebradanio embridokon végzett vizsgalatok
soran kimutattak, hogy az isoprocarb csokkenti a kelés sikerességét, valamint a pulzusszamot.
Redukalta a neuralis tubussejtek szamat, ezenfeliil agykamra tagulas volt mérhet6 a kezelés alatt
a larvakon. Az idegi fejlédésben szerepet jatszo gének (elavl3, foxo3a, gfap, sox19b, sny2a)
expressziojat mérsékelte, valamint a viselkedés vizsgalatok alatt is negativ iranyba befolyasolta a
viselkedési indexet. Csokkentette az AChE, a SOD, a katalaz (CAT) és a malonaldehid (MDA)
szintjét. Novelte az apoptozissal kapcsolatos €s a gyulladasos faktor gének (Bax, Bcl2, TNFa, IL-
6, IL-8, caspase3, caspase9) szintjét.

A doktori munka soran vizsgalt bendiocarb-bal végzett hal tesztek elsédlegesen a klasszikus
toxikoldgiai paraméterekre (NOEC, LDsg, LCsp) irdnyultak. A halakra, kivaltképp a zebradaniora,
vonatkoz6 szakirodalmi ismeretek csekély szamuak, igy azok kiegészitése, az anyag pontosabb

vizsgalata nem hagyhat6 figyelmen kiviil.

2.2.3 Bendiocarb

A Dbendiocarb (2,2-dimethyl-1,3-benzodioxol-4-yl-N-methylcarbamate, 4. tablazat) a

karbamatok csoportjaba tartozo széles spektrumu rovar6lo.

Molekula tomeg: 223,22 g/mol
\N H Olvadaspont: 129-130°C
Szin: szilard, fehér anyag
Vizoldékonysag: mérsékelt/rosszul
Ficam, Ficam D, Ficam
W Turcam, Multimet,
>< Multimat Dust,
Termékek: Sudoxin, Garvox,
C11H13NO4 Bendiocarb DP 01W,

Bendiocarb DP 1.25,
Bendiocarb DP1
4. tablazat: A bendiocarb tulajdonsagai (Bendiocarb-Technical Fact Sheet 2002)
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Az Egyesiilt Allamokban 1980-ban keriilt forgalomba, majd 1999-ben, joval a korlatozasok el6tt,
a gyartd kivonta a forgalombodl. 2001-ig azonban a készleten 1évé termékek felhasznaldsra
kertilhettek (Bendiocarb-Technical Fact Sheet 2002). Az EU 2002/2076 rendeletét kdvetden az
Eurépai Unié tagorszagaiban fokozatosan korlatozasra, majd betiltasra keriilt a bendiocarb
mez6gazdasagi felhasznalasa. A Garvox 3 G (Hoechst Schering AgrEvo) markanevii 3%-0s
bendiocarb talajfert6tlenité szer, kukoricaban, napraforgoban és cukorrépaban, talajlaké kartevok
ellen 1991-t61 kezdédéen volt hasznalatban Magyarorszagon. Azonban a gyartd megsziintette a
készitmény eldallitasat, majd ezt kdvetden 2003. februar 24-én visszavontak a hazai engedélyét
(Garvox 3 G, engedélyokiratai). Az EU 2012/3-as rendelete azonban engedélyezte a hatdanyag
biocid felhasznalasat. Ezen rendeletet a FAO 2024-ben helyezte hatalyon kiviil. Jelenleg az
Eurépai Vegyianyag-tigynokség (European Chemicals Agency-ECHA) adatbazisa alapjan,

Finnorszagban engedélyezett a bendiocarb tartalmt készitmény felhasznalasa (5. tablazat).

Az engedélyezés Az engedélyezés Engedélyezés
Kereskedelmi név Orszag
kezdete vége allapota
Egyesiilt
2018.07.18. 2020.12.31 Lejart
Kiralysag
Ausztria 2019.04.15. 2029.05.15. Torolt
Belgium 2018.07.18. 2028.07.17. Torolt
Dania 2018.07.18. 2028.07.17. Torolt
Finnorszag 2018.09.25. 2028.07.17. Engedélyezett
Franciaorszag 2018.07.18. 2028.07.17. Torolt
) frorszag 2019.02.06. 2028.07.17. Torolt
Ficam D
Luxemburg 2018.09.17. 2028.07.17. Torolt
Malta 2018.09.25. 2028.07.17. Torolt
Németorszag 2018.09.04. 2028.07.17. Torolt
Hollandia 2018.11.02. 2028.07.17. Torolt
Norvégia 2019.10.14. 2028.07.17. Torolt
Spanyolorszag 2019.02.25. 2028.07.17. Torolt
Swédorszag 2018.09.28. 2028.07.17. Torolt
Svéjc 2018.07.18. 2028.07.17. Torolt
Bendiocarb DP
2018.09.04. 2028.07.17. Torolt
01w
Bendiocarb DP Németorszag
2018.09.04. 2028.07.17. Torolt
1,25
Bendiocarb DP 1 2018.09.04. 2028.07.17. Torolt
Eporal Polvere Olaszorszag 2019.02.25. 2028.07.17. Torolt
Multimata Dust Olaszorszag 2019.02.25. 2028.07.17. Torolt

5. tablazat: A bendiocarb biocid termék adatlapja, engedélyezési informaciok (https://echa.europa.eu/information-
on-chemicals/biocidal-products/-/disbp/factsheet/UK-0003702-0000/authorisationid alapjan)
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Hazankban 1990-1994 kozott a csipdszunyog gyérités soran alkalmazott 1égi permetezésnél
hasznalatos szerek kozott szerepelt, €s 1990-2000 kdzott népszerti volt a sziinyog-imagoirtd szerek
kozott (Gero 2007, Kenyeres & Toth 2018). 2017-ben tortént az utolsé feliilvizsgalata a bendicarb
hatéanyag tartalmi Ficam D rovarirtd porozédszernek és ezt kovetéen 2020-ra fokozatosan
kivonasra keriilt a piacrol. Ausztraliaban jelenleg is forgalomban van és az Egyesiilt Kiralysag
teriiletin a BPCA (British Pest Control Association-Egyesiilt Kiralysag Kartevoirtd Szovetsége)
2025-ig engedélyezte a felhasznalasat.

Napjainkban is egyike a WHO 4ltal ajanlott azon anyagnak, mely segiti a szinyogok szamanak
kontrollalasat, igy az érintett teriileteken a maldria terjedésének csokkenését (Holovska et al.,
2014, Pollakova et al., 2012, Sadasivaiah et al., 2007). Toxikokinetikajat kiilonb6zo allatfajokon
elsdsorban oralis expozicion keresztiil vizsgaltak. Magas a zsiroldékonysaga, igy a felszivodasat
kovetden az egész szervezetben eloszlik, majd gyors és teljes metabolizacio utan kivalasztodik.
Egyes tanulmanyok szerint az emlds szervezetekben nem akkumulalédik (Holovska et al. 2014,
Pollakova et al. 2012), ezzel szemben patkanyokon végzett etetési vizsgalatnal a kezelést kovetden
is kimutathat6 volt a majban, vesében, izomban, az agyban és a zsirszovetekben (Holovska et al.
2014). Korabbi tanulmanyok leirtak, hogy a bendiocarb kiilonféle morfologiai elvaltozasokat
indukal eml&s szovetekben, szervekben. Hasonloan mas karbamatokhoz a bendiocarb reverzibilis
AChE inhibitor, de hatdsa nem csak a gatlason alapszik, hanem a reaktiv oxigén szarmazékok
termelddését is befolyasolja (Apaydin et al., 2017, Capracova et al., 2010, Sobekova et al. 2009).

A kiilonb6zd novényvédd szerekkel szamos moddon keriilhetnek kapcsolatba a kiilonbozo
szervezetek, beleértve a peszticid termékek haztartdsi hasznalatat, vagy a ndvényvédd szer-
maradékok jelenlétét a ndvényi €s allati eredetii élelmiszerekben, takarmanyokban. A malaria
évente félmillio halalesetet okoz, az agressziv védekezési intézkedések ellenére is. A bendiocarb
egyike azon kevés novényvédod szernek, amely hatasosan felhasznalhat6 az IRS technika soran, a
maléaria elleni védekezésben. Ennek ellenére nagyon korlatozott mennyiségli adat all
rendelkezésiinkre, a bendiocarb expozicié okozta biologiai hatasokrol (Prahl at al. 2021). A
bendiocarb boéron keresztiili felszivodasa a leggyorsabb (Whyatt et al. 2003). Monitoring
vizsgélatok kimutattdk, hogy haztartasi kartevOirtast végzd, vagy végezteté ndk (beleértve a
varandésokat is) vérplazméja 0,005-0,040 ng/ml, és kilélegzett levegd mintaja <0,2-27,5ng/m?
koncentracioban tartalmazott bendiocarbot (Whyatt et al. 2003, Whyatt et al. 2007, Berman et al.
2011). Barr és munkatarsai (2002) New Yorkban €16 nék vérplazma és szérum mintdjanak
elemzése kozben azt talaltak, hogy a vett mintak tobb mint 20 %-aban kimutathato volt tobbek
kozott a chlorpyrifos, a diazinon, phthalimide és a bendiocarb is. Altalanossagban elmondhato,
hogy a koldokzsinorbdl vett vérmintak peszticid szintje hasonloan alakul az anyai vér peszticid

szintjéhez és a legtobb esetben szignifikansan korrelal (Perera et al. 2002). Prahl és munkatarsai
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(2021) megallapitottak, hogy a bendiocarb képes felszivodni az emberi szervezetbe és a terhes
noket ért kitettség vizsgalatok soran megallapitottak, hogy atjut a fejlédé embridkba és
kimutathat6 marad a sziiletend6 csecsemdkben is. A méhen beliili expozicié dozisfiiggd biologiai
hatasokat valtott ki a fejlodésben 1évé magzatok immunrendszerében. Valosziniisithetdleg a
magzati T sejtek homeosztazisaban eltolédas alakul ki a gyulladdsos valaszok iranyaba, de a
pontos hatasmechanizmus nem ismert (Prahl et al. 2021).

A bendiocarb elterjedt hasznalata miatt, vilagszerte kimutathatd szdmos vizmintaban. 2009-
ben detektaltaltak Japan felszini vizeiben 0,16-5,68 ng/l kozotti koncentracié tartomanyokban
(Tatarazako & Iguchi 2012). El-Saeid és munkatarsai (2011) Szaud-Arabia kozép-keleti, északi és
monitoring vizsgalatdhoz. A talajvizmintak elemzése soran 0,181 mg/l mennyiségben talaltak
bendiocarbot az Abha-bol szarmazd mintakban. Casado (2019) és munkatarsai 10 eurdpai orszag
csatorna és foly6 vizeib6l gytiijtott mintak elemzése soran, detektaltak a bendiocarb (5,6+0,3 ng/l)
jelenlétét az Egyesiilt Kiralysag teriiletén talalhatd Tale-folyobol. Lahr és munkatarsai (2000) a
deltamethrin, a fenitrothion, a diflubenzuron és a bendiocarb 6kologiai hatasait vizsgaltak terepi
kortilmények kozott, természetesen 1étrejott ideiglenes tavaknal Senegal szavanna teriiletein. A
kijelolt teriileten 16 tavat valasztottak ki és 10 tavat kezeltek a kivalasztott rovarirtd szerekkel.
Megallapitottak, hogy a bendiocarb pszeudo-elsérendii felezési ideje 17 nap. Az Anisops spp.,
vagy a Streptocephalus spp. populacioiban és a makrogerincteleneck szamaban a bendiocarb
kezelés nem okozott jelentds csokkenést, azonban a felszinen €16 rovarokat elpusztitotta és
csokkentette az agascsapu rakok (Diplostraca/Cladocera spp.) stirtiségét. A bendiocarb felezési
idejének terepi koriilmények kozotti elemzése azonban azt mutatta, hogy a maradékai az
alkalmazast kovet6é hatodik honapban még kimutathatoak (Maharaj et al. 2004). A vadallatok
vélhetéen szandékos mérgezésével kapcsolatos tanulmanyokban is beszamoltak a bendiocarb
jelenlétérdl Kozépnyugat-Lengyelorszagban és hazdnkban is. Dedk (2020) és munkatarsai a vadon
¢l0 allatokat érintd mérgezési esetek vizsgalata kapcsan, beszamoltak egy aramiitést szenvedett
mitholdas jeladoval jelolt parlagi sasrol (Aquila heliaca). Az elpusztult allat szervezetében
kimutattak a bendiocarb hatéanyagot, amit valdsziniisithetleg Ausztridban vehetett fel az allat. A
kutatok feltételezései szerint, a hatdéanyag hozzajarulhatott a madar viselkedésének a
megvaltozasahoz, ami késObbi haldlozas okdhoz, az aramiitéshez vezetett. Chtopas-Konowatek és
munkatarsai 2020 majus végén elhullott ragadozoémadarakbol szarmazd méj mintdkbol mutattak

ki a bendiocarb (1808-7721 ng/g, 6. tablazat.) jelenlétét.

Faj Koncentracié a majban

Holl6 (Corvus corax) 7721 nglg
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Barna rétihéja (Circus aeruginosus) 2266 ng/g
Voros kanya (Milvus milvus) 4963 ng/g
Rétisas (Haliaeetus albicilla) 1808 ng/g

6. tablazat: Ragadoz6 madarak maj mintaiban kimutatott bendiocarb koncentraciok (Chtopas-Konowalek et al. 2020

alapjan)

Kiilonboz6 halfajok esetében is vizsgaltak a bendiocarb hatasat. Hayes & Lawes (1990) az akut
oralis toxicitasat (LDso) 0,7-1,8 mg/kg™ tartoméanyban allapitottak meg a halakban. A Cyprinodon
variegatus esetében az akut LCso érték 0,86 mg/l. A szivarvanyos pisztrangnal (Oncorhynchus
mykiss) az LCso 0,87-1,55 mg/l kozotti tartomanyba esik. A kékkopoltys naphal (Lepomis
makrochirus) esetében az LCso tartomany 0,47-1,65 mg/l értékhatarok kozé esik (Bendiocarb-
Technical Fact Sheet 2002). Tatarazako és Iguchi (2012) kronikus haltoxicitasi tesztet végzett
zebradaniokon és megallapitottak, hogy a nem taplalkoz6 larva stddiumban a NOEC (No Observed
Effect Concentration) érték 12,5 mg/1.

Szamos publikacio leirta a bendiocarb emldsokre és az alsobb rendii szervezetekre gyakorolt
hatasat. A halakkal kapcsolatos vizsgéalatok elsddlegesen a klasszikusnak szamitd toxikologiai

paraméterekre (NOEC, LDso, LCso) dsszpontosultak.

2.3 Halmodellek a toxikologiaban/6kotoxikologiaban

A kiilonboz6 vegyliletek (pl. novényvéddszer) engedélyezésének, forgalomba hozatalanak
szerves részét képezik a toxikologiai vizsgalatok. Bizonyos anyagok kockazatanak a megismerése,
felmérése tobb 1épcsés folyamat (in silico, in vitro, in vivo), melybe kiilonbozo teszt tipusok
keriilnek alkalmazasra.

A halak els@sorban a kornyezeti kockdzatbecsléshez kapcsolodd okotoxikologiai vizsgalatok
soran keriilnek elétérbe. Az emldsoknél taxondmiailag alacsonyabb rendiiek, igy a 3R stratégidba
is jol beilleszthetdek (Russell és Burch 1959). Eldszeretettel alkalmazzak az embridkat kiilonb6z6
vizsgalatokban, mert a taplalkozas megkezdéséig a 2010/63/EU direktiva alapjan nem mindsiilnek
allatnak. A halakat és az embridikat egyre elterjedtebben alkalmazzak a kutatok, hiszen nem csak
koltséghatékonyabbak, hanem az inhalacios kezelésen kiviil minden olyan expozicids forma is
alkalmazhat6 néaluk, mint az emldsoknél. Teljes testfeliiletiikkel érintkezhetnek a kornyezetben
el6forduld vegyi anyagokkal, igy a kisérletek soran a vegyiiletek a tartoviziikben is feloldhatoak.
A legvaltozatosabb gerinces csoportként szamos faj (guppi-Poecilia reticulata, ponty-Cyprinus
carpio, nilusi tilapia-Oreochromis niloticus, pisztrang félék, japan medaka-Oryzias latipes, rozsas
diszmarna-Pethia conchonius, stb.) bevonhat6 a kiilonboz6 vizsgalatokba, igy tobb toxikologiai

szabvany létezik (7. tablazat) rajuk.
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Vizsgalatokhoz javasolt

halfajok Szabvanyok
sebradénié, medaka, OECD Test No.: 203, 205, 210, 212, 215, 229, 230, 234, 236, 240, 250, 305
szivarvanyos piszrang, )
tarka fogasponty, ponty, 'S0 7346-1-2-3 1996, 1984, 1999, 2000
tizeselle, hiromtiiskés ASTM: E1711-20, E1241-22, E-1022-22, E729-23e1
piko, kék naphal,
szivarvanyos guppi EPA OPPTS 850.; 1075, 1400, 1730

7. tablazat: Kiilonb6z0 toxikologiai szabvanyok és az altaluk javasolt halfajok

2.3.1 Zebradani¢ a toxikologidban/dkotoxikoldgidba

Az akvarisztikabol is jol ismert zebradanio a pontyfélék (Cyprinidae) csaladjaba tartozo,

kisméretii (4—5 cm), tropusi halfaj (5. ébra).

5. abra: Zebradanio (D. rerio)

Elterjedési teriilete Dél-Azsia, India, Banglades, Pakisztan, Nepal, Mianmar teriilete. A faj az
allo és a lassu folyast, novényekkel gazdag helyeket, artereket kedveli, ezért is tarthato jol
akvariumi és laboratoriumi atfolyod vizes rendszerekben egyarant (Lawrence 2007). Kisebb
csoportokban ¢l (Pritchard et al. 2001) és taplalkozas szempontjabol egy generalista faj, mivel a
planktonikus, bentikus él61ények mellett a vizbe hullott rovarokat, larvakat is elfogyasztja (Dutta
1993).

Napjainkra a legelterjedtebb modell szervezetté valt, szamos tudomanyteriileten (pl. élettan,
fejloddésbiologia, genetika, etologia, toxikologia, gydgyszer hatasvizsgalatok) alkalmazzak.
Népszertiségének oka, hogy a kiillonboz6 vizsgalatok szamara is megfeleld tulajdonsagokkal
rendelkezik, alacsony tartasi koltségek mellett. Toxikoldgia szempontjabol kedvezd a kis
testmérete, békés természete ¢és nagy egyedstirliségben valod tarthatdosdga. Teratologiai
vizsgalatoknal az atlatszo ikrahéj lehetévé teszi az embrionalis fejlodés soran bekovetkezd
rendellenességek azonositdsat. Szaporodasbioldgiai vizsgalatokndl is jol alkalmazhatd, mivel
kevésbé érzékeny a beltenyésztésre és egész évben szaporithatd. Jellemzo ra a magas fekunditas,
rovid a generacios intervalluma, illetve a fejlédése ex utero médon nyomon kovethetd. Tobbek
kozott ezen tulajdonsagainak koszonhetden a teljes életciklust célzo, vagy a tobb generacios
vizsgaltok szamara is jo valasztas, mint modell-szervezet (Lele & Krone 1996, Hill et al. 2005).

Az évek soran kiilonbozd, konnyen kivitelezheté és koltséghatékony kisérleti eljarasokat
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dolgoztak ki zebradanidra és az emldsoknél hasznalt modszerek egy részét is sikeriilt adaptalni ra.
Zebradaniok esetében is van lehetdség példaul a kisérleti anyag takarmannyal torténd oralis
adagolasra vagy akar az intraperitoneélis térbe valo bejuttatasra. Elettani folyamatai nagymértékii
hasonlésagot mutatnak az emlésokével, illetve a human és zebradanié genom kozott is nagyfoka
homologia figyelheté meg. (Howe et al. 2013, Phillips & Westerfield, 2020) El6fordulhat azonban,
hogy az 6sszehasonlitd toxikologiai vizsgalatok eredményei ennek ellenére eltéréek (Winn 2001,
Ducharme et al. 2015). Jol beilleszthet6 a 3R stratégiaba és megfelel a 2010/63/EU direktivanak
is, hiszen a zebradanié embrid a termékenyiiléstdl szamitva 5 napig (120 hpf), a nem téplalkozéd

larva korig, nem tekinthetd kisérleti allatnak (Stréhle et al. 2012).

2.3.2 Zebradanion végezhetd akut kitettség vizsgalatok

Kiilonboz6 halfajokon elterjedten alkalmaznak akut teszteket, mert hozzdjarulnak a kiilonb6z6
vegyiiletek (peszticidek, biocidek, gydgyszerek) kornyezeti kockdzatdnak megismeréséhez
(Commission of the European Communities 1967, 1991, 1992, 1993a, b, 1994; CVMP/VICH
2000; EMEA/CHMP 2006; VICH 2004). A leggyakrabban el6irt tesztek az OECD szabvanyokon
alapulnak. A protokollok k6zott megtalalhatoak a feln6tt halakra és a halembriokra kidolgozott
eléirasok is. Az ajanlasok kozott tobb halfaj is szerepel és kiilon-kiilon megfogalmazasra keriiltek
a kiilonb6zé fajokra vonatkozo kovetelmények (testméret, kezelGoldat, homérsékelt stb.) is.
Javaslatként megjelenik még a limit teszt (100 mg/l) €s a hatarérték keresd teszt, amelyek
hozzajarulnak a 3R-hez és a 6 teszt elvégzéséhez.

A felnétt halakon végzett akut vizsgalat (OECD 203) 96 6ra hosszu és végpontja a halak tulélési
aranyanak megallapitasa. Az akut felnétt halas vizsgalatok elfogadott alternativaja a halembrio
teszt (Domingues et al 2010, Scholz et al. 2008., Wedekind et al. 2007). Az Eurdpai Unio jelenlegi
szabalyozasa szerint a halembriok felhasznaldsa nem szabalyozott a taplalkozas megkezdéséig,
ezért az embrionalis vizsgalatokat az allat-kisérletek alternativainak tekintik (Commission of the
European Communities 1986., Fleming 2007). A sejtvonalakkal szemben azonban Osszetett,
tobbsejtli rendszert képeznek ¢és integraljak a kiilonbozd szovetek kolcsonhatasat és a
differencialodasi folyamatokat. Az OECD 212. t6bb halfaj embridinak a hasznalatat is ajanlja,
azonban az OECD 236. csak a zebradani6é embriokat jeloli meg teszt szervezetként. A dolgozat
szempontjabol is relevans OECD 236. - Halembri6 akut toxicitasi vizsgalat (Fish Embryo Acute
Toxicity, roviden FET) célja 24 oranként megallapitani azt a koncentraciot, amely az embriok
felének pusztulasat (LCso) okozza. A protokoll eléirasa alapjan a mortalitas mellett leiro jelleggel
fel lehet jegyezni a kiilonb6z6 deformitasokat, fejletlenségeket, azonban statisztikailag ezeket nem
kell igazolni. A szabvany altal ajanlott 24 lyuku szovettenyészt lemezeken talalhatd vajatok egy-

egy ismétlésnek felelnek meg és az eldirt elrendezés szerint koncentracioként 20 db ikra keriil a
26



lemezekbe. A plate-hatas kiszlirésének érdekébe a sz€lsé négy mélyedésbe negativ kontroll keriil.
Hasonloan a felnétt halas tesztekhez, a kontroll csoport mellett legaldbb 6t koncentraciot kell
alkalmazni mértani sorozatban nem nagyobb, mint 2,2 faktorral.

Az akut hal tesztek elsddleges célja a letalis hatas megallapitasa. A pontosabb szubletélis tiinet,

dozis-hatas Osszefliggések megallapitasahoz kronikus tesztekre van sziikség.

2.3.3 Zebradanion végezhetd kronikus kitettség vizsgalatok

A krénikus hal tesztek az akut vizsgalati eredményeken alapulnak, azonban idében hosszabbak
¢és a végpontjuk eltérd. A zebradanié mellett tobb mas halfaj hasznalatat is javasoljak, s6t az OECD
240. (Medaka Extended One Generation Reproduction Test) a medakat jel6li meg modellallatként,
azonban zebradaniora is adaptalhaté a szabvany. Altaldban egy jol ismert szubletalis tiinet
megjelenését vizsgaljak figyelembe véve a dozis-hatas dsszefiiggéseket. Az OECD (210., 212.,
229., 230., 234., 240.) szabvanyok nagy része leginkdbb a halak ndvekedésére, vagy a
szaporodasbiologiai folyamataikra fokuszalnak. A végpontok kdzott szerepel az elhullas, a lerakott
ikraszam, a testparaméterek, illetve a kiilonb6z6 fejlodési rendellenességek vizsgalata, vagy
nagyon gyakran a vitellogenin szint mérése.

A hosszabb teszteket eldszeretettel alkalmazzak kornyezeti kockazatbecslésre kiilonb6zo
vegyiiletcsoportok tanulmanyozasara, szennyviztelepek elfolyo vizeinek vizsgalatara (Villeneuve
et al. 2014, Sowers et al. 2009). A tesztek felépitése valtozatos és altalaban magukba foglaljak a
halak legérzékenyebb fejlédési stadiumait, ami megneheziti a tesztek kivitelezését is. Fontos a
megfeleld etetési modszer kivalasztdsa, ami egy fél-statikus rendszer esetében tovabbi
nehézségkeént jelentkezhet az oldatcsere soran. A halak szdmara a legidealisabb koriilményt az
atfolyovizes tesztrendszerek biztositjak, azonban ezeknél a rendszereknél nagy mennyiségii
szennyezett viz keletkezik, amely megfeleld kezelést igényel utdlagosan. A vizsgéalatok
tervezésére, kivitelezésére is tobb lehetdség kinalkozik, akar, ha a javasolt ismétlés szdmokat
nézziik, akar a kezelések kiinduléasi pontjat (sziiléi generacio elokezelése, embrionalis kezelés),
vagy a kisérlet hosszat (Fassbender & Braunbeck 2013, Kim et al. 2014, Nakamura et al. 2015,
OECD 240.).

A kronikus tesztek segitik a pontosabb szubletalis tiinet, dozis-hatds Osszefiiggések
feltérképezését, de az akut tesztekhez képest kivitelezésiik id6-, eszkdz-, és munkaigényes. A
vizsgalatok tervezése, kivitelezése nagy precizitast és gyakorlatot igényel szem el6tt tartva a 3R

stratégiat is.
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2.3.4 A zebradanio korai életciklusaban végezhetd vizsgalatok

Napjainkra a zebradanio a szamos kedvez6 tulajdonsaga miatt elterjedt modell szervezetté valt
¢s Eurdpaban is tobb mint 360 laboratoriumban tartjak fent kutatasi célokra (Geisler et al. 2016).
A fajt, szamos mastudomanyteriilet mellett, elterjedten hasznaljak a kornyezeti toxikologia
teriiletén is (Nagel 2002, Sipes et al. 2011).

A zebradanié embriok a korabban mar felsorolt tulajdonsagaik (jol illeszkedik a 3R stratégiaba,
alternativ modell) miatt kozkedvelt teszt szervezetek. Sikeresen végezhetdek rajtuk a kiilonb6zo
genetikai és gyogyszerszirések a teljes szervezetre alapozva. (Amsterdam et al. 1999, North et al.
2007, Ou et al. 2010). A kornyezetbe keriild vegyi anyagok kockazatértékelésének pedig
reprezentativ modellje, koszonhet6en érzékenységének (Melo et al. 2015, Yang et al. 2009, Scholz
etal. 2008). Szubletalis végpontok széles skalaja mérhetd a fajon, akar korai életszakaszban is, igy
egy-egy szennyezO anyag kapcsan tobblet informacid nyerhetd a klasszikusnak szamitod
paraméterek mellett.

A korai életszakaszban végezhetd vizsgalatok kivitelezése nehézkes az emlésmodelleken,
pedig az él61ények ebben az életszakaszban a legérzékenyebbek a vegyi anyagok karos hatésaira.
Azonban a zebraddnidon ezek a vizsgalatok is kdnnyen elvégezhetéek. Kimmel és munkatérsai
(1995) részletes abrakkal kiegészitve leirtak a faj embriofejlodését, igy az atlatszo ikrahéjon
keresztiil pontosan megallapithato, hogy a fejlédés mely fazisaban tart az adott egyed. Nyomon
kovethetd és szabalyozhatd, hogy a vizsgalatokba bevont egyedek azonos fejlédési stadiumba
keriiljenek kontaktba a tesztelend6 anyaggal. Megallapithatd, hogy a vizsgalandd anyag milyen
hatassal van az embriok fejlodésére, befolyasolja-¢ a fejlodés sebességét, 0koz-e szemmel lathato
elvaltozast az egyedekben vagy a fejlodo szerveikben. Az 6 munkajukon alapulva kiilonitjiik el az
embrid (termékenyiiléstdl szdmitva 3 napos korig) és a larva (3 napos kortdl, fiiggetleniil attol,
hogy kikelt-e vagy sem) kort egymastol. Az akut embrionalis tesztek a termékenyiiléstol kezdve
vizsgaljak az embridkat egészen 96 hpf korukig, mivel ekkorra tehet6 a f6bb szervek kifejlodése
(Rubinstein 2003, Scholz et al. 2008).

2.3.4.1 A zebradani6 korai életciklusaban végezhetd kardiotoxicitasi vizsgélatok

A kardiotoxicitasi vizsgalatok szamara is megfelelé modell szervezet a zebradanié mivel az
eml6sokhdz hasonl6 a fiziologiaja (Howe et al. 2013, Cornet et al. 2017, Zakaria et al. 2018, Wang
et al. 2019), raadasul a zebradanio elektrokardiogrammjan mérhetd szakaszok nagyban
hasonlitanak az emberi elektrokardiogrammhoz (Staudt & Stainier 2012, Milan et al. 2006,
Sedmera et al. 2003). A zebradanié embridk szivének fiziologiaja, nagy hasonldosagot mutat a
harom hetes human embriok szivének miikodésével (Shen & Zuo 2020). A zebradanié embrionalis

pulzusszama 140-180 bpm (bpm= Beat Per Minute: iités/perc), ami kozelebb all az emberi magzati
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szivfrekvenciahoz (130-170 bpm) (Luca et al. 2014, Sarmah & Marrs 2016) mint az egér magzaté
(300-600 bpm) (Luca et al. 2014). A kiilonb6z6 anyagok sziv- és érrendszerre gyakorolt hatasai
konnyen megfigyelhetok. A zebradanio ex utero fejlédése lehetdvé teszi az embriok szivének
tanulmanyozasat, mikroszkop segitségével (Teixido et al. 2019). Az embridkban a sziv az egyik
elsé fejlodo és miikddo szerv. A termékenyiilést kovetden 22 oraval mar a szivverés is kialakul. A
36. orara fokozatosan beindul a keringés és a 48. oOrara a teljes sziv-€s érrendszer kifejlett és
mikodoképes, beleértve az anyagesere-folyamatokat tovabba az ioncsatorndk komplex miikodését
is (Liu et al. 2017, Shen et al. 2019). A zebradanié embridk akar 7 napig is életben maradhatnak
passziv oxigénszallitas mellett, keringés nélkiil. Ezen tulajdonsagénak koszonhetden szamos,
korabban ismeretlen gén szerepét azonositottak a gerincesek szivfejlodésben és miikdodésében
(Shen et al. 2019, Stainier 2001). Az elmult években pedig tovabb novelte a faj népszeriiségét
szivének regeneracios képessége (Foglia & Poss 2016), ami a szivsériilések terapias vizsgalataban

birhat jelentdséggel.

2.3.4.2 A zebradanio korai ¢életciklusaban végezheto viselkedés vizsgalatok

Napjainkra egyre tobb vizsgalat irdnyul a szennyezdanyag okozta viselkedés valtozésokra,
annak ellenére, hogy ezen vizsgalatok Okologiai relevanciaja nehezebben megitélhets. Az €16
szervezetek valtozatos viselkedést mutatnak, amelyeket altaldban nehéz szamszeriisiteni és
Osszehasonlitani (Dutra Costa et al. 2020), azonban a viselkedés vizsgalatok soran vizsgalt
végpontok (Uszas, taplalkozas) szintén érzékenyebb végpontnak mindsiilnek, mint a mortalitas. A
zebradanio viselkedése sok tekintetben hasonlit az emberi viselkedéshez, reagal a fény és
homérséklet valtozasara, a zajszennyezésre, és a kiilonboz6é vegyiiletekre. Elkiiloniil a napi
ritmusuk szerint a s6tét/vilagos ciklus és hasonloéan egyes emlds6khdz, a sotét fazis a pihend fazis
(Dutra Costa et al. 2020, Kopp et al. 2018, Kokel et al. 2010). A zebradani6 idegrendszerének a
szerkezetére és funkciojara magas konzervacid jellemzé (Ingebretson & Masino 2013). A
termékenytilést kovetd 20. orara az embrid reagdl a fényre, 24 oOrat kovetden a rovid
fényvillanasokra erdteljes farokrandulasokkal valaszol (Kopp et al. 2018, Kokel et al. 2010.). A
termékenyiilést kovetd 5. napra (dpf) kifejlédik a komplex idegrendszere €s elkiiloniil a nappali,
¢éjszakai aktivitasi minta (Woods et al. 2014). Kezdetben a larvak a sotét ciklusban mutatnak
nagyobb aktivitast (Dutra Costa et al. 2020). Az 1 hetes larvak mar a felndttekre jellemzd 6sszetett
viselkedési mintazatot mutatnak (Burgess & Granato 2007, Blader & Strahle 2000). Napjainkra
automatizaltan vizsgalhat6 a zebradani6 viselkedése, mind embrionalis, mind felndtt korban. A
tesztek torténhetnek tobblyuku és méretli szovettenyésztd lemezeken, petricsészékben, vagy akar
kisebb haltartd6 medencékben. Az ilyen tipusit méréseket gyakran hasznaljak a kiilonb6zd

neurotxicitdsi vizsgalatok sordn, valamint a neuroldgiai betegségeket (pl. Alzheimer-kor,
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demencia) célz6 kutatasokban (Ton et al. 2006, Legradi et al. 2014 Willlemsen et al. 2010 Newman
et al. 2014).

2.3.4.3 A zebradéni korai életciklusdban végezhetd enzimaktivitasi vizsgalatok

Az dkotoxikologidban a biomarkerek hasznalata egyre népszeriibb, hiszen korai valaszt adnak,
a xenobiotikumok okozta karositdo hatasok detektalasaban. A szervezetet ért toxikus kitettség
szamos fizioldgiai ¢és biokémiai reakciot valthat ki, példaul a reaktiv oxigénmolekuldk (ROS)
termelddésével modulalhatja az anyagcserét, ami oxidativ karosodast okoz a kiilonb6z6
szervezetekben, beleértve a halakat is. Ha a ROS termelés ¢és a sejt antioxidans enzimaktivitasa
kiegyensulyozatlan, az antioxidans rendszer nem tudja semlegesiteni, vagy megsziintetni a ROS
felesleget, igy oxidativ stressz jelentkezhet (Nishida, 2011). A magas ROS-szint DNS-karosodast,
lipid-peroxidaciot, fehérjeoxidaciot okozhat, és a sejtek redox allapotaban és a génexpresszioban
bekovetkezd valtozasokhoz vezethet (Vinodhini és Narayanan 2009). A biokémiai markerek
segitenek felmérni a szervezet stresszor-indukalta valaszat (Hernandez-Moreno et al. 2010) és
fontos szerepet jatszanak a kdrnyezetszennyezés értékelésében. A halakban az els6 vonalbeli ROS
védelmi antioxidansok a katalaz (CAT), a glutation-peroxidaz (GPx), a lipid-peroxidaci6é (LPO)
¢és a szuperoxid-diszmutaz (SOD) (Filho1996). A SOD katalizalja a szuperoxid gyokok oxigénné
¢s hidrogén-peroxidda torténd atalakulasat, a CAT pedig a hidrogén-peroxid bomlasat. A
peroxidalt lipidtartalom (LPO) mérése segit az oxidativ sejtkarosodés értékelésében (Magni et al.
2017). A glutation-S-transzferaz (GST) egy II. fazisu biotranszformacios enzim, amely fontos
szerepet jatszik a xenobiotikumok kivalasztasdban és méregtelenitésében, és a glutationon
keresztiil a szervezet peroxidacios allapotat is befolyasolja. A biomarker aktivitads az embridkban
és a kifejlett zebradanio egyedek kiilonboz6 szoveteiben is mérhetéek kidolgozott eljarasok (Wills
1987, Ellman et al. 1961, Aebi 1984, Habig et al. 1974, Crapo et al 1978, Paglia & Valentine 1967)
segitségével (Oliveira et al 2013).

2.3.4.4 A zebradani6 korai €letciklusdban végezhetd genotoxicitas vizsgalatok

A kornyezetbe keriild xenobiotikumok hatdsdra bekovetkezd élettani valtozasok egyik
kovetkezménye lehet a genotoxicitas (Chakravarthy et al. 2014, Canedo & Rocha 2021). A
genotoxicitds magaba foglalja a mutagenitast és a DNS-karosodast (Canedo & Rocha 2021). Az
OECD 487-es szabvany iranymutatasa alapjan genotoxikus hatasok kozé tartozik minden olyan
kromoszdéma-, vagy DNS-karosodas, mint példaul a nukleotid-modosulasok és kapcsolodasok, a
génmutaciok, a kromoszoma-rendellenességek, az aneuploidia, vagy a torések, deléciok.

A kiilonb6z0 vegyliletek zavarhatjak a fehérjék miikodését, befolyasolhatjak a DNS replikéciot

¢s DNS karosodast okozhatnak. A genotoxicitas kdros mutaciok kialakulasahoz vezethet, amelyek
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az utodokban velesziiletett rendelleneségeket vagy betegségekre valdé fogékonysagot
eredményezhet (Chakravarthy et al. 2014). Howe és munkatarsai (2013) kimutattak, hogy a
kiilonb6zé human betegségekkel Osszefliggésbe hozhaté emberi gének koriilbeliil 84%-anak az
ortologja zebradanidban is jelen van. Halakon, beleértve a zebradaniot is, végezhet6 eljarasok kozé
tartozik a comet assay, a mikronukleusz teszt, a microarray, vagy a polimeraz-lancreakcion (PCR,
polymerase chain reaction) alapuld vizsgalatok (Chakravarthy et al. 2014). A génexpresszios
vizsgélatokat gyakran haszndljak a szennyezdanyagok hatasmechanizmusainak feltérképezésére.
Napjainkra szamos modellallat teljes genomja ismert, valamint szamos gén/génkaszkad miikodése
is. A Kkapott adatokat bioinformatikai modszerckkel értékelik, az elérhet6 adatbazisokkal
Osszevetve pedig megallapithatd, mely biokémiai utvonal érintett a karosodas soran (Lettieri
2006).

A biotechnologia fejlddésének koszonhetéen a riporter gének alkalmazédsaval napjainkra
szamos transzgénikus vonal elérhetd a vad tipusu és a mutans vonalak mellett (Chakravarthy et al.
2014). El6szeretettel hasznaljak 6ket a toxikologiai vizsgalatok soran (da Silva Brito et al. 2022),
hiszen tobblet informaciok nyerhetd a transzgénikus vonalak alkalmazasa altal, igy n6 a tesztek
hatékonysaga, érzékenysége (Dai et al. 2014). A ZFIN (Zebrafish Information Network,
https://zfin.org) adatbazis egy kdzponti adattar, amely Osszegylijti €s tarolja a kiillonb6z6 vonalak
genetikai, genomika és fenotipusos kutatasaikbol szarmazé eredményeket, igy segitve a kutatok

munkajat.

2.3.4.5 A zebradanio korai ¢életciklusdban végezhetd regeneracios vizsgalatok

Az €16 szervezeteket ért kornyezeti terhelés befolyasolhatja az esetleges sériilések okozta
felépiilést, igy akar a tulélést is. A sériilt szervek kétféle (hegesedés, regeneracio) mechanizmus
mentén képesek gyogyulni. A hegesedés soran a seb helyén kollagénben gazdag kotészoveti heg
képzddik, altalaban erds gyulladas, fibrozis mellett. A regeneracié azonban egy olyan folyamat,
amelynek soran a sériilt, vagy esetleg hidnyz¢ szerkezet tokéletesen, vagy majdnem tokéletesen
potlodik. Az emldsokben a legtobb szerv hegesedéssel gydgyul, azonban a maj regeneralodik. Az
alacsonyabb gerinces szervezetek kozott azonban szamos faj képes a regeneraciora, igy képesek
ujrandveszteni akar a végtagjaikat vagy a farkukat is (Poss et al. 2003, Dinsmore 2007). A
zebraddni6é szamos struktardja (uszok, latoideg, pikkelyek, sziv) képes regeneralodni, igy jo
modellallata az ilyen tipusu vizsgalatoknak (Poss et al. 2003). A leggyakrabban a farokuszot
hasznaljak a regeneracio vizsgalatok soran, mivel konnyen hozzaférhetd, a 1étrejott sériilés nem
befolyasolja a talélést, viszonylag egyszerii, szimmetrikus szerkezet(i (Poss et al. 2003). Az uszony
csontvaza bor eredetli, nem tartalmaz vazizmot, vagy a porcok mineralizacidjaval 1étrejovo

endochondralis csontot, igy kozvetleniil csontként mineralizalodik. A farokuszo tobb csontos
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végbdl, ugynevezett lepidotrichiabol all, sugarakat alkotva. A sugarak kozotti mezenchinalis
kompartmentekben és a sugarak kozotti terekben talalhatoak az erek, idegek, pigmentsejtek és a
fibroblasztszeri sejtek (Géraudie & Singer 1992). A zebradanio Uszoi folyamatosan nodnek,
alland6 hosszusagu szegmensek adodnak hozza az uszosugar végéhez (Iovine & Johnson 2000,
Poss et al. 2003). A regeneracios folyamatot a hOmérséklet befolyasolja. Johnson és Weston (1995)
megallapitottak, hogy 33 °C fokon kozel kétszer gyorsabban végbemegy a folyamat és az
amputaciot kovetd 12 oran beliil vékony epitélium réteg fedi a sebet, mint 25°C-on. Szamos munka
elérhetd, amely pontosan ismerteti adult egyedeken és larvakon is az eljaras 1épéseit (Poss et a.
2003, Schebesta et al. 2006, Lebedeva et al. 2020).
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3. Anyag és Modszer

3.1 A kisérletek helyszine, az allatok tartasa

A kisérleteket az egykori Szent Istvan Egyetem, MKK-KTI, Halgazdalkodasi Tanszékén (ma
Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem, Akvakultira és Kornyezetbiztonsagi Intézet)
végeztem. A vizsgalataim soran zebradanié halfaj AB vad tipusat és transzgenikus vonalait
hasznaltam. A halakat, dlland6 vizmindségi paramétereken (rendszerviz: 25+0,5 °C, pH 7,0+0,2,
vezetdképesség 500+50 pS, 0 mM COs%, 0,4 mM HCOs%, keménység<0,5° dH; DOC >90%)
tartottam, a folyamatos vizatfolydst biztositd recirkuldcids rendszerben (Zebtec, Tecniplast,
Buguggiate, Italy). Az allatok szamara a 14 6ras nappali megvilagitast és a 10 oras éjszakai
1ddszakot egy fényprogram biztositotta. A halakat naponta kétszer etettiik ZEBRAFEED (Sparos,
400-600 um) tappal és hetente kétszer kaptak frissen kelt sorak larvakat (Artemia spp) (Ocean
Nutrition >230000NPG).

A vizsgélatok soran felhasznalt zebradanié embridkat a felnott egyedek ivasabol nyertem. Az
ivast megel6z6 nap délutdnjan az anyahalakat 1 literes, specidlisan kialakitott szaporitd edénybe
(Tecniplast) helyeztem, ami biztositotta a halak szamara a kozos viztestet. Az ikras és a tejes
egyedeket egy atlatszo polikarbonat lemez segitségével szeparaltam el egymastol. Az ivas
reggelén, a valaszfalak egyidejli eltavolitasaval szinkronizaltan elkezd6dott a halak szaporodasa.
Az ivatast kovetden az ikrakat sszegyljtottem és szétvalogattam szteredmikroszkop (Leica M205
FA, Wetzlar, Germany) alatt. A megtermékenyiilt és normalis sejtosztodast mutatd embriok

kertiltek kivalogatasra az OECD 236 szabvany ajanlasa alapjan.

3.2 Bioetikai allasfoglalas

Az elvégzett vizsgalatok az Europai Parlament és a Tanacs tudoményos célra felhasznalt allatok
védelmérdl szolo 2010/63/EU iranyelveiben foglaltak szerint zajlottak. A doktori munka soran

Ondlloan nem taplalkozé stddiumban 1év6 zebradani6é embridk, larvak keriiltek felhasznalasra.

3.3 A kisérletek soran felhasznalt zebradanio vonalak jellemzése

AB: Vad tipusu, rovidiszoja vonal. Streisinger Gyorgy altal vasarolt, 2 kiilonb6z6 allomanyabol
1étrejott vonal, amit tobb kiilonb6z6 specialis keresztezési eljaras soran mentessitettek az

embridkori letalis mutacioktol.

2.2shh:gfp: ABC#15: Az AB vad tipusu vonalan alapulo, rovidiiszoju transzgénikus vonal. A vonal

egy z06ld fluoreszcens (gfp) fehérjét hordoz, mely a sonic hedgehog (shh) promoterének
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szabalyozasa alatt, és a gerincveld fenéklemezében és a gerincharban (notochord) fejezédik ki

(Miiller et al. 1999, Shkumatava et al. 2004, Hadzhiev et al. 2007).

Tg(mpx:EGFP): Az AB vad tipust vonalan alapul9, roviduszoju vonal. A transzgenikus vonalban
a fokozott zold fluoreszcens protein (egfp) transzgén expresszidja a neutrofil granulocita-

specifikus mieloperoxidaz (mpx) promoter szabalyozasa alatt all (Renshaw et al. 2006).

3.4 Felhasznalt anyagok

A bendiocarb (C11H13NO4, Sigma-Aldrich Hungary, Budapest, Pestanal®, analitikai standard,
CAS-szam: 22781-23-3) hatasat vizsgaltam. A tesztanyagbol a vizsgalatokat megelézéen friss
torzsoldatokat készitettem, amelyeket kozvetleniil a felhasznalas el6tt készitettem.

A torzsoldat készitése soran a bendiocarbot dimetil-szulfoxidban (C2HsOS vagy, (CHs). SO,
DMSO, Sigma-Aldrich Hungry, Budapest, CAS- szam: 67-68-5) oldottam fel.

3.5 Akut embri6 tesztek

A bendiocarb kapcsan nem allt rendelkezésemre zebradanié embriokra vonatkozd akut

toxicitasi adat, igy egy szélesebb koncentracio tartomannyal dolgoztam (8. tablazat).

Teszt anyag Vizsgalt koncentraciok (mg/L)
200; 100; 50; 41,60; 34,60; 28,80; 25; 24; 20; 16,60;
bendiocarb 13,80; 12,50; 11,50; 9,58; 7,98; 6,65; 6,25; 3,12; 1,56;

1,30; 1,08; 0,78; 0,39

8. tablazat: Az akut embrionalis vizsgalatoknal alkalmazott bendiocarb koncentraciok.

A 96 Oras akut embrio toxicitasi vizsgalatokat az OECD 236-os iranymutatasa alapjan
terveztem. A tesztekhez sziikséges ikrdkat az anyahalak szinkronizalt szaporitdsa utan
Osszegyljtottem, szétvalogattam és a 8 sejtes allapotot megeldzden a tesztedényekbe helyeztem.
A teszt id6tartalma 96 ora volt, napi oldatcserével biztositottam az allandé koncentraciot. A
teszteket 24-es szovettenyészté lemezekben végeztem, minden koncentracid esetében 20 embridt
vizsgéltam, harom ismétlésben. A teszteket egymastol fiiggetlen i1ddpontban kétszer
megismételtem. Negativ kontrollként rendszervizet hasznaltam és oldoszeres kontroll (0,026 v/v%
DMSO rendszervizben oldva) csoport is bedllitasra keriilt. Az akut embri6 toxicitas tesztelésekor
200 mg/L-es torzsoldatot alkalmaztam, majd az alkalmazott koncentraciokat ezen torzsoldat
higitasaval allitottam eld, biztositva az egységes DMSO koncentraciot.

A 96 o6ras akut embrid toXicitasi vizsgalat soran meghataroztam a mortalitast és embrionalis
fejlodési  rendellenességeket kerestem az OECD 236 iranyelve alapjan. Vizualisan

Osszehasonlitottam a melanocitdk szamat €s méretét a kontroll csoportokkal. 72 odraval a
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termékenytilés utan, a larvak kelését kovetden digitalis felvételeket készitettem az embridkrol
lateralis orientacioval a Leica M205 FA sztereomikroszkdp segitségével (LAS X szoftver, zoom
30X, exp. id6: 4,0 ms). A teszt végpontjaként kiszamoltam az LC/ECy, 10, 50, 0-€s értékeket probit-

analizissel az OECD-iranyelv szerint.

3.6 A szubletalis bendiocarb expozicio karos hatasainak feltérképezésére
iranyulé embrionalis vizsgalatok

Az akut embrionalis vizsgalatok eredményei alapjan szubletalis bendiocarb koncentraciokat (9.
tablazat) valasztottam ki, a bendiocarb expozicid6 szubletdlis kovetkezményeinek
meghatdrozasara. Negativ kontrollként rendszervizet hasznaltam és oldoszeres kontroll (DMSO)
csoport is beallitasra keriilt. A DMSO-expozicié az OECD 236 iranyelve alapjan hatarérték alatt
volt (0,01 viv%).

Teszt anyag Vizsgalt koncentraciok (mg/L)
bendiocarb 3,1,5;0,75; 0,4; 0,07

9. tablazat: A szubletalis embrionalis vizsgalatoknal alkalmazott koncentraciok

A kisérleteket 10 cm-es Petri csészékben végeztem, napi oldatcsere mellett. A szubletalis
vizsgalatok soran 3 mg/L-es torzsoldatot alkalmaztam, majd az alkalmazott koncentraciokat ezen
torzsoldat higitasaval allitottam eld, biztositva az egységes DMSO koncentraciot. Minden
vizsgalati koncentracio esetében harom parhuzamos lett beallitva és a tesztek egymastol fliggetlen
idépontban kétszer megismétlésre kertiltek. A vizsgalati edényekbe 50 ml teszt-, vagy
kontrolloldat kertilt. A tesztek soran felhasznalt ikrak az anyahalak szinkronizalt szaporitdsa utan,
atvalogatast kovetden (8 sejtes allapotot megeléz6en) kertiltek a Petri csészékbe. A tesztek hossza
96 ora volt, hasonloan az akut teszthez €s ezt kdvetden torténtek a tovabbi vizsgalatokhoz

szlikséges mintavételek.

3.6.1 Morfologiai vizsgalatok

Az akut embri6 toxicitasi eredmények alapjan morfologiai vizsgalatot végeztem, hogy
megallapitsam a bendiocarb hatasat a teljes testhosszra és a notochord régié hosszara. A
2.2shh:gfp: ABC#15 transzgénikus vonal (shh:GFP) alkalmas a gerincveld fenéklemezét és az
agyat érintd morfologiai vizsgalatokhoz, igy ezen a vonalon hataroztam meg a teljes test- €s
notochord hossz alakulasat.

96 oraval a termékenyiilés utan digitalis felvételeket készitettem az embridkrol lateralis
orientaciéval a Leica M205 FA sztereomikroszkop alatt (LAS X szoftver, zoom: 30X, exp. ido:
5.67 ms, GFP2 ET exp. id6 800,534 ms). Minden koncentracié esetében 10 larvarol késziilt
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felvétel ismétlésenként. Az elkésziilt fényképeket az Image J szoftver segitségével, méretskala

alkalmazasaval elemeztem (Rasban 2020).

3.6.2 Pulzusszam mérés

A pulzusszdm mérés 48 oraval a termékenyiilést kovetOen tortént. Minden kezelési
parhuzamosban 10 larva szivmikodése lett rogzitve (20 sec), lateralis orientacioval, a Leica M
205 FA mikroszkoppal (szoftver LAS V 3.8, zoom: 9,5 exp. id6: 40,1 ms). Az elkésziilt
felvételeket lassitottam, majd manualisan leszdmoltam a larvak szivverését. A mérési biztonsag
érdekében az embridk szivfrekvencidjat minden felvételen hdromszor szdmoltam meg, ezt

kovetden atlagoltam a kapott eredményeket.
3.6.3 Enzimaktivitas vizsgalatok zebradanio embridkon

3.6.3.1 Szovet-elokészités és biokémiai marker mérések

A termékenyiilést kovetden 48, 72 és 96 oraval mintdt vettem a kezelésekbdl. 20 larvat
helyeztem az Eppendorf- csovekbe (két részminta, minden ismétléshez) és homogenizaltam
(TissueLyser LT, Qiagen, Germantown, MD, USA). Ismétlésenként harom parhuzamosban
értékeltem az enzimaktivitast 25 °C-on, Thermo Varioskan™ LUX szovettenyésztd (plate)
leolvas6 spektrofotométer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) segitségével. Az
Osszegylijtott mintakbol egy részmintat altalanos pufferben (25 mM Hepes-NaOH, 130 mM NacCl,
I mM EDTA, 1 mM dithiothreitol, pH 7.4) homogenizaltam 1:5 tomeg/térfogat aranyban. A
homogenizatumokat -80°C-on lefagyasztottam a lipid-peroxidacio (LPO) és a teljes
fehérjetartalom méréshez. A fennmaradd részmintakat 100 mM foszfatpufferben (pH 7,4)
homogenizaltam, amely 100 mM KCI-t, 1 mM EDTA-t, ditiotreitolt (DTT), 0,5 M szacharozt €s
40 ug/ml aprotinint tartalmazott majd 12,000 G-n 30 percig, 4°C-on centrifugaltam. A feliiliszokat
Osszegylijtottem, és az alikvot részeket -80 °C-on tartottam az AChE, a GPx, a GST, a CAT és a
meg a Bradford moédszer segitségével (Bradford 1976), mikrolemezre (microplate) adaptalva.
Standartként szarvasmarha szérumalbumint hasznaltam, az abszorbanciat 595 nm-en rogzitettem

15 perces inkubaciot kovetden.

3.6.3.2 Lipid-peroxidaciéo mérése

A lipid-peroxidaciot a szovet homogenizatumokban a malonaldehid képzddése alapjan
értékeltem a Wills altal kidolgozott tiobarbitursav moédszerrel (Wills 1987). 150 pl-es
homogenizatumot dsszekevertem 300 pl 10%-0s 1 mM FeSO4 tartalmt TCA-val és 150 pl 0,67%-

os tiobarbitursavval. A kapott elegyet 10 percen keresztiil 80°C-on melegitettem, majd a képz6dott
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csapadékot centrifugalassal (10,000 G, 10 sec) eltavolitottam. A feliiliszot fluoreszcencia
mérésnek vetettem ala 516 nm/600 nm (abszorpcid/emisszid) mellett. A vak és a tetrametoxi-
propan standardok homogenizalé pufferbdl késziiltek. Az eredményeket a tiobarbitursav
reaktansok (TBARS) mikromoljaiban adtam meg, a homogenizalt fehérje milligrammjara

vonatkoztatva.

3.6.3.3 ACHhE aktivitasmérés

Az AChE aktivitas meghatarozasat Ellman et al. 1961. szerint végeztem, mikrolemezre
adaptalva azt (Guilhermino et al. 1996). 96-o0s szovettenyésztd lemezekbe, 3 ismétlésben 50 pl
homogenizalt feliilaszot és 250 pl (0,075 M acetil-tiokolin-jodid és 10 mM 5,5 ditio-bisz (2-
nitrobenzoe sav) foszfatpuffer (0,1 M, pH 7,2) oldatot helyeztem. A mérések soran a vak mintakat
foszfat pufferrel helyettesitettem €s pozitiv kontrollként elektromos angolna acetilkolin-észterazt
hasznaltam. Az abszorbanciat 414 nm-en mértem, 15 perc hosszan percenként. Az enzimaktivitast
az abszorbancia gorbe meredekségébdl szamitottam ki és egységben (U, unit) adtam meg a

fehérjetartalom mg-ra vonatkoztatva (1U 1 umol hidrolizalt szubsztrat/ perc).

3.6.3.4 CAT aktivitasmérés

A kataldz enzim aktivitdsat szintén 3 parhuzamosban mértem Aebi (1984) modszerét
alkalmazva. Egy 50 mM H,O- oldat (¢ = -0.0436 mM™ cm™) 50 mM foszfatpufferben (pH 7,8) 10
ul szovet feliiluszo abszorbanciajanak a csokkenését a rendszer folyamatosan rogzitettem 240 nm-
en, 1 percen keresztiil 10 masodpercenként. Az eredményeket U/mg fehérje jeldléssel fejeztem ki:

a CAT egységét az enzim mennyiségként hataroztam meg, amely katalizalja 1 mmol H2O2/ min.

3.6.3.5 GST aktivitasmérés

A glutation-S-transzferaz aktivitast Habig et al. (1974) modszerével hataroztam meg,
mikrolemezre adaptalva. A folyamat soran 100 mM glutation (GSH) oldatot foszfat pufferben (pH
6,5) kozvetlenlil a mérés eldtt készitettem el. Hasonléan jartam el a 60 mM 1-klor-2,4-
dinitrobenzol (CDNB, & = 9,6 mM! cm™) etanolban torténd oldasa soran. A reakcidhoz sziikséges
keveréket az alabbiak szerint allitottam 6ssze: 4,95 ml foszfat puffer, 0,9 ml GSH-oldat és 0,15 ml
CDNB-oldat. 0,1 ml mennyiségli mintdhoz 0,2 ml reakcidelegy lett adva és azonnali mérés
kovetkezett. A GST aktivitast 20 masodpercenként, 340 nm-en, az elsé 5 percben mértem. Pozitiv
kontrollként 16majbol szarmazé GST-t hasznaltam. Az enzimaktivitds az abszorbancia gorbe
meredekségébdl lett kiszamitva ¢és egységben (U, unit) lett megadva a fehérjetartalom

milligrammjara vonatkoztatva (1 U 1 pmol hidrolizalt szubsztrat/ perc)
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3.6.3.6 Glutation-peroxidaz aktivitismérés

A glutation-peroxidaz aktivitas méréshez Paglia & Valentine (1967) modszerét vettem alapul,
Lawrence & Burk (1976) altali modositasokkal, amit 96 lyuku szovettenyészt6 lemezre adaptaltam
(Faria et al. 2009). A reakciohoz sziikséges keverék a kovetkezéképpen tevodott 6ssze: 100 mM
foszfat puffer (pH 7,5), 2 mM GSH, 2 U glutation reduktaz, 0,12 mM NADPH, 0,5 mM natrium-
azid és 0,2 mM H20: vagy 3 mM kiimén-hidroperoxid (CHP) oldat. A GPx aktivitasat a NADPH
koncentracié csokkenésével allapitottam meg 340 nm-en. A NADPH csokken ahogy a GSH
oxidalt glutationbol (e = 6,2 cm™* M) képzddik, felhasznalva szubsztratként a hidrogén-peroxidot
(H202, Se-fiigg6 aktivitas) vagy kiimén-hidroperoxidot (CHP, teljes GPX). A GPx aktivitas U/mg
fehérje egységbe keriilt kifejezésre (egy U megfelel 1 M hidrolizalt NADPH / perc).

3.6.3.7 SOD aktivitasmérés

A teljes szuperoxid-diszmutaz aktivitast 3 parhuzamosban mértem a xantin-oxidaz/citokrém c
modszerrel (Crapo et al. 1978). A xantin-oxidaz/hipoxantin reakci6 altal indukalt szuperoxid-
anionok altali citokrom c redukcidjat 550 nm-en detektaltam, szobahémérsékleten. A reakcio
keverék Osszetétele: 46,5 mM KH2PO4/K2HPO4 (pH 8,6), 0,1 mM EDTA, 195 mM hipoxantin, 16
mM citokrom ¢ és 2,5 mU xantin-oxiddz. Az enzim aktivitdsat az abszorbancia gorbe
meredekségébdl szadmitottam ¢és egységben (U) keriilt megadasra a fehérje milligrammjara

vonatkoztatva (1 U a citokrom redukci6 sebességének 50%-os gatlasat okozza).

3.6.4 Viselkedés vizsgalatok

A 96 6ras bendiocarb kitettséget kovetden viselkedés vizsgalatokat végeztem. A viselkedés
vizsgalatok soran lapos alja 96 lyuka szovettenyésztd lemezbe helyeztem az éllatokat. Minden
koncentracio esetén 10 larvat vizsgaltam ismétlésenként (1 larva/lyuk) a Zebrabox rendszer
(ViewPoint Life Science, Franciaorszag, 6. 4bra) segitségével. A rendszer videofelvételeket
készitett a larvakrol késobbi elemzések céljabol. A vizsgalat hossza 40 perc volt, és a larvék a
szabad mozgasukban nem voltak akadalyozva. A vizsgalat soran a fotoperiodus stimulalas érte a
larvakat: 10 perc vildgos (nappali fény) szakasz, 20 perc sotét (€jszakai fény) szakasz és 10 perc
vilagos szakasz. A kisérlet sordn vizsgaltam az atlagos Uszési tavolsagot, a nagy ¢és kis
mozdulatokkal megtett teljes tavolsagot és az idot, amelyet ezen mozgasformakkal toltenek a

larvak.
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6. abra: A viselkedés vizsgalat kisérleti beallitasa a Zebrabox rendszerbe

3.6.5 RNS szekvenalas és transzkriptom analizis

A Debreceni Egyetem Biokémiai és Molekularis Biologiai Intézetében végeztiik a teljes RNS
szekvenalast és a kés6bbi analizist is. A vizsgalat soran az embrionalis bendiocarb expoziciot a
szubletalis koncentracio sor egy alacsonyabb (0,4 mg/l) ¢és a legmagasabb (3 mg/l)
koncentracioival végeztiik el. A kezelés végén 4 ismétlésben, ismétlésenként 30 larva keriilt 200
ul Trizol reagenst tartalmaz6 mikrocentrifuga-csébe. A mintdk homogenizalasat kvetden 400 pl-
re kiegészitettiik és -80 °C hdmérsékleten taroltuk. Az RNS izolalas kloroformos elvalasztassal,
izopropanolos precipitacioval és etalonos mosassal végeztiik, majd az integritast Eukaryotic Total
RNA Nano Kittel és Agilent BioAnalyzer késziilékkel hataroztuk meg. Azok a mintak kertiltek
szekvenalasra, ahol az RNS integritas értéke (RNA integrity number, RIN) nagyobb volt 7-nél. Az
Ultra Il RNA Sample Prep Kit felhasznalasaval késziilt az RNS konyvtar. Elsé 1épésben a
poli(A)farokkal rendelkez6 mRNS-t a magneses gyongyokkel konjugalt deoxitimin
szekvencidhoz kotottiik, majd elualtuk és végiil fragmentaltuk. Reverz transzkripciod €s random
primerek hasznalataval létrehoztuk a CcDNS-eket. A szekvenalast Illumina NextSeq500
késziilékkel végeztiik el, az adapter ligalasat kovetden. A nyers adatokat HISAT2 algoritmus
felhasznalaséaval illesztettiik a zebradanional hasznalt referencia genomhoz (GRCz11). StrandNGS
szoftver hasznalataval azonositottuk a differencialtan expresszalodo géneket. Végiil a kapott
eredményeket gén-ontologiai elemzéssel (Gene Ontology Enrichment Analysis, GOEA) és a

Cytoscape/ClueGo szoftver segitségével (Bindea et al., 2009) értékeltiik.

3.6.6 Génexpresszios szintek meghatarozasa

A transzkriptom analizis eredményei €és a szakirodalmak alapjan kiilonb6z6 markergének
kertiltek kivalasztasra. Kifejezddésiiket reverz transzkripcion alapuld kvantitativ polimeraz
lancreakcioval (RT-qPCR) mértem meg. A bendiocarb expoziciot kdvetéen csoportonként 5
ismétlésben, ismétlésenként 30 larvat 200 pl Trizol reagenst tartalmazd mikrocentrifuga-csébe

helyeztem, majd homogenizaltam (30 larva/cs6). A homogenizatumokat 400 pl-re kiegészitettem

39



és -80 °C homérsékleten taroltam. Az RNS izolalas, a korabbiakhoz hasonloan, kloroformos
elvalasztassal, izopropanolos precipitacioval és etalnolos mosassal végeztem. A nukledz-mentes,
izolalt vizben felvett RNS mennyiségét, min6ségét NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific,
Madison, USA) spektrofotométerrel értékeltem. A komplementer DNS-¢k 1étrehozasahoz High
Capacity cDNA Reverse Transcription kit keriilt alkalmazasra. A reakciokat LightCycler 480 11
(Roche) késziilékben, 5x HOT FIREPol EvaGreen qPCR Supermix hasznalataval végeztem (7.

abra).

Hold PCR Melt Curve
95 % 95 ¢ 95 97X
316'C/S
00:10:00 000090 n... o sicls 0005 Suecs 0.1 9%0a01
el fed 80 ¢ €8°C (O] 0x°Cs
ERERS: 000100

00:01:00 Y 40°¢
30}

40x

7 abra: Az szubletalis vizsgalatoknal alkalmazott RT-qPCR hémérsékleti ciklus

A kapott eredményeket az efla haztartasi gén kifejez6déséhez viszonyitottam és normalizalt
MRNS szinten fejeztem ki. A gén-ontoldgiai elemzés szamos, szignifikans mértékben gatolt, vagy
indukalt biologiai folyamathoz kapcsolodod géneket azonositott. A vizsgalt folyamatok soran a
teljes RNS-szekvenalas altal azonositott differencialtan expresszalt gének azonositasra keriiltek.
Ezt kovetden olyan gének keriiltek kivalasztasra, amelyek indukalodasa/represszalasa kiemelkedd
volt a kezelés hatdsara. Ezen gének vizsgalata egyrészt az eredmények validalasara szolgaltak,
masrészt a kivalasztott koncentracid tartomany hatasat vizsgaltam altaluk. A vizsgalt génekhez

tartozo6 primerek szekvenciait az 10. tablazat tartalmazza.

Primer szekvencia Human ortoldg gének
oxcl8b 1 F AAACGACAAGTACTCGGACTGAA CXCLS8 (C-X-C motif chemokine ligand
' R GACAAATCTGTCCTTTCTTAAGTGTG 8)
oxcl18b F AACAGCAGGGCCAATTACTG )
R TCTTCAGCGAGTCGGTGT TA
F
rho GTCTTCCAGCTCCGTGTCTC RHO (rhodopsin)
R GTCGCTGCTTCGAGAGTGT
F
desma GCAGTCCTTTTCATCCCTGA DES (desmin)
R AGCGTTGTGGTTGCTGCT
F
fnlb TCAGGGGTCAAGTGTAGATCC FN1 (fibronectin 1)
R GGTAGGAACGTGCGTTGAAT
hspb11 F  TCGGAAAGGAAGGAAGCCAT HSPB11 (heat shock protein family B
R TTCTTCTCCGTCTTTCCGCT (small) member 11).
F  ATGGCTCTAGGTCCTACAGG
opnimw2 -
R TTCCCATTGGCTTGCAAACC

10. tablazat: Az RT-qPCR altal vizsgalt génekhez tartozo primer szekvenciak.
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3.6.7 Szovettani vizsgalat

96 oras bendiocarb expoziciot kovetden mintat vettem szdvettani vizsgalatokhoz. A szdvettani
metszetek elkészitése és elemzése Allatorvos-Tudoményi Egyetem Patologiai Tanszékén tortént.
A 8%-os pufferolt formaldehidben rogzitett halakat felszallo alkoholsorban, majd abszolut
etanolban tortént viztelenités utan xilollal impregnaltuk 56 °C-on. A mintakat ezt kovetben
Paraplast-ba agyaztuk, majd szankamikrotommal metszeteket készitettiink. A metszeteket kétszer
valtott xilolban deparafinaltuk, majd leszall6 alkoholsorozatban (abszolut etanol, 96 %, 90%, 80%,
70%, 50%-o0s etanol) tortént mosast kovetden, desztillalt vizzel mostuk. Végiil hematoxilinnel és

eozinnal festettiink a késébbi mikroszkopos vizsgalatokhoz.

3.6.8 Nitrogén-monoxid termelédés mérése, in Vivo

A nitrogén-monoxid larvakon beliili termelddését a diaminofluoreszcein-FM diacetat (DAF-
FM-DA) fluoreszcens proba felhasznaldsaval értékeltem és Lepiller et al. (2007) protokolljat
vettem alapul. A 96 6ras bendiocarbos kezelést kovetéen a larvakat egyenként egy 96 lyuku
szOvettenyésztd lemezre helyeztem at. A mikrolemez véjataiba elézetesen 200 pl 5 uM DAF-FM-
DA oldat volt pipettazva. Az inkubalast (25,5 °C, 1 6ra, sotét) kovetden a larvakat rendszervizzel
atmostam ¢s elaltattam trikain-metanszulfonat oldat hozzaadasaval (MS222, 168 mg/1). Az altatas
utan a larvakat laterdlisan pozicionaltam és a Leica M205 FA sztereomikroszkép alatt (LAS X
szoftver, zoom 3X) GFP sziir6vel fotoztam. A fluoreszcens intenzitiast a larvak notochord

crcr

termel6dés mértéke egyenesen aranyos a fluoreszcencia intenzitasaval (Lepiller et al. 2007).

3.6.9 A neutrofil granulocita sejtszam és eloszlas meghatarozasa

A Tg(mpx:EGFP) transzgénikus zebradanié vonal utddai keriiltek a vizsgalat soran
felhasznalasra, mert alkalmasak a neutrofil granulocitdk szamszerisitésére, eloszlas vizsgalatara.
A Debreceni Egyetem Immunologiai Intézetében végeztiik a teljes larvakra vetitett neutrofil
granulocita sejtszam meghatarozast, fluoreszcencia aktivalt sejtvalogatdssal (Fuorescence
Activated Cell Sorting, FACS). A mintak két fliggetlen kisérletbdl szarmaztak, csoportonként
harom ismétlésben. Ismétlésenként 15 larva keriilt jeges vizzel lehlitott mikrocentrifuga-csovekbe.
Ezutan a larvakat Ringer-oldatban atmostuk, majd 0,25 % -0s Tripszin-EDTA hozzaadasaval
emésztettiik. Az emésztés ledllitdsa magzati szarvasmarha szérum (FBS, fetal bovine serum) és
kalcium-klorid hozzaadasaval tortént. Centrifugalast (400 G, 5 min) kdvetéen a mintak

reszuszpendalasa 5 %-0s FBS/PBS-ben tortént és 40 um porusmeéretii sejtsziiré kosarakkal sziirtiik
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at 6ket. NovoCyte Flow Cytometer késziilék hasznalataval hataroztuk meg az EGFP+ sejtek
gyakorisagat, 10° sejtre vonatkozoan.

A larvakon beliili neutrofil granulocita eloszlas megallapitdsdhoz lateralis orientacioval, GFP
szlir6vel fényképeket (Leica M205 FA, LAS X, zoom:3X) készitettem a larvakrél, a bendiocarb
kezelés végén. A fényképezés eldtt a larvakat elaltattam trikain-metanszulfonattal (MS222, 168
mg/l). A neutrofil granulocita eloszlast az elkésziilt fényképek alapjan értékeltem, majd a
notochord régidban talalhato6 EGFP+ sejteket az Image J szoftver segitségével Osszesitettem

(Rasban 2020).

3.6.10Farokuszo6 sebzésén alapuld elvaltozasok

A farokusz6 metszés Cheng et al. (2020) modszere alapjan végeztem kisebb maddositasokkal
(8. abra). A bendiocarb kezelést kovetden a 84 hpf Tg(mpx:EGFP) larvakat érzéstelenitettem
trikain-metanszulfonattal (MS222, 168 mg/l) majd a notochord és a farokvég kozott, egy egyenes
vonal mentén farokmetszést végeztem steril borotvapengével. Ezt kovetéen a larvakat friss
rendszervizet tartalmazo6 24 lyuku sejttenyésztd lemezekbe helyeztem. A sériilés helyére torténd
neutrofil vandorlast GFP sziirével felszerelt Leica M205 FA sztereomikroszkop (LAS X szoftver)
segitségével rogzitettem, a sériilést kovetden 4 és 12 oraval. A seb kornyékén megjelend

neutrofilek szamat az Image J szoftver segitségével szamoltam (Rasban 2020).

8. abra: Farokuszo sebzés sematikus abraja. A piros vonal jel6li a metszés helyét. A piros téglalappal jelolt rész
pedig a neutrofil vandorlas soran vizsgalt teriiletet.

3.7 Statisztikai értékelés

Az akut embrionalis teszt sordan kapott adatokat a Prism 6.0 (6.01 for Windows) statisztikai
szoftvercsomaggal elemeztem (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA). Nem lineéris
regresszidt alkalmaztam, az elemzések soran és 95 %-os konfidencia intervallumot hasznaltam.

A szubletalis vizsgalatok soran kapott eredmények normalitds-vizsgéalatat Shapiro-Wilk és
Kolmogorov-Smirnov probaval végeztem. A csoportok kozotti statisztikai kiillonbségeket a
normalitas-vizsgalattol fliggéen egyszempontos nem-paraméteres ANOVA-val (Kruskal-Wallis
teszt és Dunn-féle post hoc teszt) vagy egyszempontos paraméteres ANOVA-val és Dunnett-féle

post hoc testtel értékeltem. A kapott eredményeket atlag + szords formaban abrazoltam.
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Az enzimaktivitas vizsgalatok soran kapott adatokat az OriginPro (2019-es verzio, OriginLab
Corporation, Northampton, MA, USA) szoftvercsomag segitségével elemeztem. A biokémiai
marker aktivitdsok koncentraciofiiggésének kimutatasara nemlinearis regressziot alkalmaztam (a
dozis-hatas gorbe illesztése valtozo Hill meredekséggel, amelyet a ,,p”” paraméter adja, a gorbék
konfidencia szintje: 95%). A kiilonboz6 bendiocarb koncentraciok és az expozicios id6 biokémiai
markerekre gyakorolt interaktiv hatasanak vizsgalatara kétiranyu varianciaanalizist (ANOVA)
alkalmaztam, ahol az id6 (t =48; t =72 és t = 96 hpf), a kezelés (kontroll, DMSO, 3, 1,5, 0,75, 0,4
¢és 0,07 mg/l), és ezek kolcsonhatasa kategorikus prediktor faktor volt, mig a mért biomarkereket
fliggé valtozonak tekintettiik. Amikor a bendiocarb koncentracié és az expozicios idd
kolcsonhatasat észleltem, egyiranyt ANOVA-t végeztem, hogy megvizsgaljam az egyik fo
tényezO hatasat a masik 6 tényezd meghatarozott szintjén. A szignifikdnsnak talalt tényezoket
tovabb elemeztem post-hoc Tukey-teszttel. A statisztikai elemzések el6tt a nyers adatokat az
eloszlas normalitasa és a variancia homogenitasa tekintetében Kolmogorov-Smirnov teszttel,
illetve Levene’s teszttel elemeztem.

A transzkriptom analizis soran korrigalt T-proba (Moderated T-test) és Benjamini-Hochberg
FDR korrekcio keriilt alkalmazésra.

A vizsgalatok elemzése soran, ha a p értéke kisebb volt 0,05-nél, akkor statisztikailag

szignifikansnak tekintettem a kapott eredményeket.
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4. Eredmények

4.1 A halembri6 toxicitas teszt eredményei

A 96 o6ras bendiocarb kezelést kovetden kiszamoltam az LC/ECy, 10, 50, 0-es értékeket (11.
tablazat). A mortalitasi adatok alapjan a bendiocarb fél-halalos koncentracidja 96 oraval a

termékenytilés utan 32,52 mg/1 (9. A. dbra).

LC/EC értékek (mg/L)
90 50 10 1
Mortalitas 42,73 32,52 24,74 18,36

11. tablazat: Az akut vizsgalatok LC/ECy, 10, 50, 90 eredményei 96 6ras bendiocarb expoziciot kovetden.

A Dbendiocarb embriokra gyakorolt hatasanak vizsgalatakor kiilonb6z6 deformitasokat
tapasztaltam, melyek megjelenése dozis-hatas Osszefiiggést mutatott. Ezen deformitasok alapjan
szamitott ECsp 2,30 mg/1 volt 96 0ras kitettség esetében (9. B. dbra). A legjellemzébb megfigyelt
deformitasok a 3,12 mg/| feletti koncentraciok esetében a farokfejlédési rendellenességek voltak
¢s a 0,39 mg/l feletti kezeléseknél a larvék testhossza csokkent. Ezeken kiviil megfigyelhetdek
voltak egyéb fejlodési rendellenességek (deformalodott szikholyag, rovidebb test, perikardialis
0déma, kissé szabalytalan szomita hatarok, mérsékelt, szabalytalan €l{i has-és farokuszo) a 96 6ras
kezelés soran és a melanocitak szama, mérete, elhelyezkedése is jelentdsen valtozott a kontroll
(negativ, olddszeres) csoportokhoz képest. 25 mg/l és feletti kezelések esetében azonban nem
voltak lathatéak melanocitdk (9. C. dbra). Ilyen elvaltozdsokat sem a negativ, sem pedig az

oldoszeres kontroll csoportban nem talaltam.
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500 pm

deformitasai 96 oras teszt soran. A hibasavok a tényleges végpont szorasat jelzik. (C) Néhany észlelt rendellenesség
(jd: nem j6l azonosithaté allkapcsok; yd: a szikholyag alakja deformalddott; sb: rovidebb test; pe: perikardidlis 6déma;
mm: a szabdlytalan melanocitdk szama és mérete; ie.. has- és farokaszd mérsékelt, szabalytalan élekkel; pdn: a
notochord egy része nehezen meghatarozhatd szerkezetil; is: szomita hatarok kissé szabalytalanok) a 96 6ras kezelés
soran. Méretskala: 1 mm és 500 um.

4.2 A szubletalis bendiocarb expozicio karos hatasainak feltérképezésére

iranyul6 embrionalis vizsgalatok eredményei

4.2.1 A morfoldgiai vizsgalatok eredményei

Az akut embrionalis kisérletek eredményei alapjan egy sziikebb koncentracid tartomanyban
folytattam a tovabbi vizsgalatokat. A kapott eredmények alapjan megvizsgaltam, hogy a

bendiocarb kitettség hogyan befolyasolja a teljes testhossz és notochord régio fejlédését. Ezen
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végpontokat célzo vizsgalatok soran egy transzgenikus vonallal (Tg(shh:GFP)) dolgoztam. Ez a
vonal alkalmas a gerincvel6 fenéklemez, valamint az idegrendszer fejlodésének vizsgalatara is.
Az eredmények tiikrozték a kordbbi megfigyeléseimet. Szignifikdnsan csokkent a teljes
testhossz és a notochord hossz is a 0,75 mg/l, és az az feletti koncentraciok esetében a negativ és
az olddszeres kontroll csoportokhoz képest (p<0,05; N=60). Egyéb elvaltozasokat nem

tapasztaltam a kisérlet soran (10. A-C. abra).
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kitettséget kovetden. Az adatok két ismételt teszt atlagos SD-jét jelentik. A * jeloli a szignifikanciat (az egyiranya
ANOVA, majd a post-hoc Tukey-féle teszt; N=30; ***p < 0.001). Méretskala: 500 pm.

4.2.2 Az acetilkolin-észteraz aktivitas, a pulzusszam értékelése és a hspb 11 gén

kifejezOdésének valtozasa

Hasonloan mas karbamatokhoz a bendiocarb reverziblis AChE inhibitor, igy megvizsgaltam,

az AChE aktivitas alakulasat a larvak fejlédése soran, allandé bendiocarb kitettség mellett.
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Az AChE aktivitasa szignifikans cs6kkenést mutatott (11. dbra), mind a harom vizsgalati
fazisban (48 hpf, 72 hpf, 96 hpf). A kivaltott gatlas a vizsgalt idépontokban koncentraciofiiggdnek
- 48 h (p = 0,0086) EC10 = 0,22 = 0.026 mg/L, ECs0 = 5,9 £ 0,23 mg/L; 72 h (p = 0,0087) EC10 =
0,084 + 0,011 mg/L, ECs0=1,1+0,099 mg/L; 96 h (p = 0,0019) EC10 = 0,076 = 0,081 mg/L, ECso
=0,9+0,057 mg/L; N = 18) — és id6fiiggének (p = 0,02495, two-way ANOVA) bizonyult.
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11. abra: A bendiocarb expozicio hatasa az AChE aktivitas 48, 72 és 96 oras korban. Kiilonb6z6 kisbetiik jelzik a
szignifikans kiilonbségeket a koncentraciok kozott, az egyes idépontokon beliil (one-way, ANOVA, majd post-hoc
Tukey’s teszt; p < 0,05, N = 42). A kiilonb6z6 nagybetiik jelentds kiilonbségeket jeleznek az egyes koncentracidkon
beliili id6pontok kozott (Tukey’s teszt, one-way ANOVA,; p < 0,05).

A hoésokk-fehérjék (HSP) azonnali valaszreakciot adnak a kiilonféle kémiai stresszorokkal
szemben. A bendiocarb kezelés a hspb 11 gén szignifikans mértékli, koncentracio-fiiggd
indukalasat vonta maga utan, a 0,75-3 mg/I tartomanyban (12. A. abra).

Azonban a pulzusszam vizsgalat soran ellentétes eredményt kaptam. Szignifikans novekedés
volt megfigyelhetd a 0,4-3 mg/l-es koncentracio tartomanyban a kontroll csoportokhoz képest (12.
B. abra).
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atlagos pulzusszamara. Az adatok két ismételt teszt atlagos £ SD-jét jelentik. (A) A hspb 11 gén indukalddasa a

bendiocarb kezelés hatasara 96 oras larvakban. *: statisztikailag igazolt kiillonbség az olddszeres kontrollhoz (DMSO)

srr

pulzusszamara 48 oras korban. A csillagok szignifikans kiilonbségeket jelentenek a kontroll értékekhez képest

(Tukey’s teszt, one-way ANOVA; * p < 0,05, ** p < 0,01 és *** p < 0,001

Osszegezve a kapott eredményeket, a szubletalis bendiocarb expozicié csdkkenti az AChE

aktivitasat, ezzel ellentétben emeli a hspb 11 gén kifejez6dését és a fejlodoé embridk pulzusszamat.

4.2.3 Az enzimaktivitds meghatarozasa zebradanio larvakban

A bendiocarb altal kivaltott karos hatasok tovabbi jellemzésére megmértem, hogy hogyan
valtozik néhany stressz marker aktivitasa a zebradani6 embridgenezise soran. A mérések soran
vizsgaltam a SOD, CAT, GST, GPxTOT ¢és LPO aktivitdsat, amelyek a kiilonbozo
A méréseim azt mutattak, a SOD esetében (13. A. abra), hogy szignifikans koncentraciofiiggd
gatlas (48 h (p = 0,03605) EC10 = 0,62 = 0,094 mg/l, ECso = 0,79 + 0,084 mg/L) alakul ki a 48 hpf
id0s larvakban a bendiocarb kezelés soran. Ezzel ellentétes eredményt kaptam a 72 hpf-es
fazisban, ugyanis a SOD aktivitas szignifikansan emelkedett a 0,07; 1,5 és a 3 mg/l-es bendiocarb
kezelés soran. A CAT enzim aktivitasa nem mutatott szignifikans valtozast a bendiocarb kezelést
kovetd 48 hpf és 72 hpf korban. Szignifikans novekedés a 0,4 mg/1 kezelési csoportban volt csak
megfigyelheté 96 oOrdval a termékenytilést kovetden, szignifikans csokkenést pedig a 3 mg/l
bendiocarb kezelési koncentracionak kitett larvak esetében tapasztaltam (13. B. abra). A
bendiocarb kezelés hatasara a GST aktivitasa koncentracio- és id6fliggéséget mutatott a 48 hpf és
a 72 hpf fejlédési fazisban (48 h (p < 0,04317) EC10 = 6,76 + 0,36 mg/l, ECso = 6,92 + 0,13 mg/I;
72 h (p < 0,001) EC1w0 = 2,38 + 0,088 mg/l, ECso = 2,7 + 0,046 mg/l). A GST aktivitasa
szignifikansan novekedett a 48 hpf korban, 3 mg/l bendiocarb kezelést kdvetden, 72 éras fazisban
pedig szintén szignifikans novekedés volt megfigyelhetd mar a 0,4 mg/l-es bendiocarb
kezelésekt6l (13. C. abra). Erdekes médon a CAT és a GST aktivitasa a 0,4 mg/l-es bendiocarb
kezelést kovetden a 96 hpf fazisban mutatta a legmagasabb aktivitast, de ennek a trendnek az
ellenére szignifikans kiilonbség (p < 0,05) és koncentracio-fiiggés csak a CAT esetében volt

kimutathat6 (13. B és C abra).
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13. abra: (A) SOD aktivitasra, (B) CAT aktivitasra és (C) GST aktivitasa 48, 72 és 96 oras tesztben. Az adatok két
ismételt kisérlet atlagos + SD-jét jeldlik. A kiilonbozd kisbetiik szignifikans kiilonbségeket jeleznek a koncentraciok
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kozott az egyes idopontokon beliil (p < 0,05; N = 42). A kiilonb6z6 nagybetiik szignifikans kiilonbségeket jeleznek
az egyes koncentraciokon beliili iddpontok koz6tt (p < 0,05).

A teljes glutation-peroxidaz (GPxTOT) és a Se-fiiggd glutation-peroxidaz (GPx-Se) aktivitasa
hasonl6 mintat kovetett. A kontroll csoportokhoz képest szignifikdns novekedést csak a GPx-Se
esetében mértem, a 48 hpf fazisban, 0,75 mg/l koncentracidju bendiocarbbal kezelt embrioknal,
illetve a 3 mg/l-es koncentracio esetében 72 oras korban (14. A-B. ébra). Mind a GPXTOT, mind
a GPx-Se aktivitasa fokozatosan csokkent 96 6ras kezelési fazisban, de ezt a koncentraciofiiggd

tendenciat statisztikai elemzés nem tamasztotta ala.
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72 és 96 oras tesztben. Az adatok két ismételt kisérlet atlagos + SD-jét jeldlik. A kiilonbdzd kisbetiik szignifikans
kiilonbségeket jeleznek a koncentraciok kozott az egyes idépontokon beliil (p < 0,05; N = 42).

A lipidperoxidéci6 (LPO) szintek nem mutattak szignifikdns valtozéast sem a 48 hpf, sem a 72
hpf fazisban bendiocarb expoziciot kdvetéen. Azonban szignifikans novekedés volt tapasztalhato

a 96 oraval a termékenyiilést kovetden, a 0,4 mg/l bendiocarb koncentracioval kezeltek
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csoportoknal (15. abra). Ez az emelkedés ugyanazt a trendet mutatta, mint a GST ¢és a CAT

aktivitasnal is megfigyeltem. A tobbi kezelési csoportndl nem volt statisztikailag igazolhatd

valtozas.
0 20
@ 7 48 h 72 h 96 h
-
[17) B
Y—
D 15| B b
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15. abra: A bendiocarb expozicié hatasa TBARS-ben kifejezett LPO-szintekre 48, 72 és 96 oras tesztben. Az adatok
két ismételt kisérlet atlagos + SD-jét jelolik. A kiilonbozé kisbetliik szignifikans kiilonbségeket jeleznek a
koncentraciok kozott az egyes idépontokon beliill (p < 0,05; N = 42). A kiilonb6zé nagybetiik szignifikans
kiilonbségeket jeleznek az egyes koncentraciokon beliili idépontok kozott (p < 0,05).

Osszegezve a fenti eredményeket, a szubletalis bendiocarb expozicié befolyasolja a ROS

termelddését a fejlodé embridkban.

4.2.4 A szubletalis bendiocarb expozicio a larvak viselkedésére gyakorolt hatasai

A viselkedéssel kapcsolatos oOkotoxikologiai kutatasok igen népszerliek, mivel érzékeny
végpontnak tekintheté és laboratoriumi koriilmények kozott is felhasznalhaté. A bendiocarb
reverzibilis kolinészteraz-gatld, ezért a viselkedésre gyakorolt hatasainak vizsgélatara
fokuszaltam, fotoperiddus stimulélast kdvetden.

A larvak mozgasanak percenkénti feljegyzései azt jelezték, hogy a bendiocarb expozicio
csokkentette a mozgassal osszefliggd viselkedést, kiilondsen a magasabb koncentraciok esetén (16.
A. dbra). A zebradadnio larvéak a fejlédés kezdeti szakaszaban magasabb aktivitast mutatnak a sotét
ciklusokban, igy a vizsgalat soran is ezt a periodust vizsgaltam alaposabban. Az atlagos tszasi
tavolsag folyamatos, percenként rogzitett valtozasai is jol mutatjak (16. B. abra), hogy a sotét fazis
alatt a larvak aktivitasa ntt a vilagos fazisokhoz képest, azonban a magasabb koncentraciok esetén

ez a valtozas alacsonyabb volt.
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16. abra: A bendiocarb expozicié hatasa a larvak viselkedésére. (A) A larvak mozgasanak percenkénti rogzitett képe.
A fekete szin jeloli a <4 mm/sec, a z6ld szin a 4-20 mm/sec, a piros szin >20 mm/sec gyorsasagi mozgasokat. (B) Az
atlagos uszasi tavolsag percenként rogzitett alakulasa.

A 17. A-B. abran lathatd, hogy a sotét fazis alatt, hogyan véltozott a larvdk altal nagy
mozdulatokkal megtett teljes tavolsag (A) és az id6, amelyet ezen mozgasformaval tolt (B).
Mindkét esetben megfigyelhetd egy szignifikans csokkenés a 0,75 mg/l-es koncentraciotol felfele
a kontroll csoporthoz képest. A 17. C-D. 4bra szemlélteti a sotét ciklus sordn hogyan alakul a
larvak kis mozgasformaval toltott ideje (D) és a tdvolsagot, amelyet ezen kis mozdulatokkal tesz
meg (C). Hasonl¢ trend figyelheté meg, mint a nagy mozdulatok soran, azonban a koncentracio

fliggd gatlas mar a 0,4-3 mg/l tartomanyban Kialakul.
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17. abra: A bendiocarb expozici6 hatasa a larvak viselkedésére. (A) A larvéak altal nagy mozdulatokkal megtett teljes
tavolsag a sotét ciklus alatt. (B) Az id6, amit a 1arvak a nagy mozgasformakkal toltott a s6tét fazis alatt. (C) A larvak
altal kis mozdulatokkal megtett teljes tavolsag a sotét ciklus alatt. (D) A larvak kis mozgas formaval t6ltott ideje a
sotét ciklus alatt. Az adatok a két ismételt teszt atlagos + SD-jét jelentik. A csillagok szignifikans kiilonbségeket
jelentenek a kontroll értékekhez képest (* p < 0,05, **p < 0,01 és *** p < 0,001

A larvak mozgasi aktivitasat tovabb értékeltem, a fény inger kozvetlen jelentkezése eldtt és utan
(18. A.). Kivancsi voltam, hogy a morfoldgiai eltérések tiikkrében hogyan alakul az allatok mozgasa
¢és a fény érzékelése a kiilonbozd csoportok esetében. JOl lathato, hogy az allatok reagalnak a
fotoperiodus valtozésara a magasabb kezelési koncentraciok esetében is. A sotét fazis soran
megfigyelt trendek azonban a percenkénti valtozasok alatt is megfigyelhet6ek voltak, mind a nagy

mozgassal mind a kis mozgassal megtett taivolsagok esetén (18. B-C. abra).
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18. abra: A bendiocarb expozicio hatasa a larvak viselkedésére. (A) A larvak mozgasanak percenkénti rogzitett képe
kozvetleniil fény stimulacio el6tt és utan. (B) A larvak altal nagy mozdulatokkal megtett teljes tavolsag kdzvetleniil a
sOtét fazis megkezdését kovetden. (C) A larvak altal kis mozdulatokkal megtett teljes tavolsag kozvetleniil a sotét
fazis megkezdését kovetden. Az adatok a két ismételt teszt atlagos = SD-jét jelentik. A csillagok szignifikans

kiilonbségeket jelentenek a kontroll értékekhez képest (* p < 0,05, ** p < 0,01 és *** p < 0,001

Kozvetlentil a sotét fazis bedllta utan (600 sec) mar mérhetd egy szignifikans csokkenés a kontroll
csoporthoz képest a 0,75 mg/l-es koncentraciotol felfelé. A kovetkezd két percben azonban a
szignifikans gatlas csak a 1,5-3 mg/l tartomanyban volt kimutathato. A kis mozdulatokkal végzett
mozgas soran a sotét fazis alatt is megemelkedtek a kiilonb6zo csoportok mozgas aktivitasa. Jol
lathato a korabban is megfigyelhet6 trend, miszerint szignifikansan csokkent a 0,75 mg/l-es
koncentraciotol felfelé a larvak mozgés aktivitasa.
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A viselkedést célzo vizsgalatok eredményei alapjan megallapithatd, hogy a szubletalis bendiocarb

expozicid csokkenti a fejlodésben 1évo larvak mozgas intenzitasat.

4.2.5 A szubletalis bendiocarb expozicid larvak teljes transzkriptomra gyakorolt

hatasai

A teljes RNS szekvenalas és transzkriptom analizis segitségével mélyebb betekintést nyertem
a larvak bendiocarb altal befolyasolt kiilonb6z6é biologiai folyamataiba. Megfigyeltem, hogy a
kezelés hatasara 2694 gén mRNS szintii kifejezodése valtozott meg szignifikans mértékben (19.
abra). Ezen differencialtan expresszalt gének koziil 1806 fokozott, mig 884 csokkent kifejezddést
mutatott a bendiocarbbal kezelt larvakban. 0,4 mg/l bendiocarb expozicié esetén a gatolt gének
szamalO volt. Ezzel szemben a feliilreprezentalt gének szama 64. A 3 mg/l-es koncentracio esetén
az alulexpresszalodd gének szama 857, az indukalédott gének szama pedig 1644. A 0.4 és a 3
mg/l-es bendiocarb expoziciot kovetden egyarant indukalodott gének szama 98 és 17 gén mutatott
csokkent kifejezodést mindkét kezelési csoportndl. Egy gén mutatott 0,4 mg/l-nél csokkent
kifejezddést, ezzel szemben ez a gén a 3 mg/l-es koncentracid esetében feliilreprezentalt volt.
Harom gén azonban a 0,4 mg/l-es kezelés esetében mutatott fokozott kifejezodést és 3 mg/l-es

bendiocarb kezelést kdvetden alulreprezentalodott.

Felulexp,resszélc')dc’) Felilexpresszalodo
gének gének

Alulexpresszalodd
genek
0.4 mg/L

Alulexpresszalodo
genek
3 mg/L

19. abra: Venn-diagram: a bendiocarb expozicio gének kifejez6désére gyakorolt hatasa

A gén-ontoldgiai elemzés szdmos, szignifikdns mértékben gatolt, vagy indukalt bioldgiai
folyamatot azonositott (20. abra). A gatolt gének esetén szignifikdnsabb mértékben a sejtciklust
érint6 folyamatok, a vizualis észleléssel, az érzékszervi fejlodéssel és az idegrendszer fejlodésével
kapcsolatos gének érintettsége mutatkozott meg a 3 mg/l-es koncentracio esetén. A 0,4 mg/l-es
bendiocarb koncentraciéval kezelt larvaknal az indukalt gének kozott szamos anyagcsere
folyamatokban kulcsszerepet jatszé géncsoportok feliilreprezentaltsaga volt megfigyelhetd. A 3
mg/l-es bendiocarb koncentracional indukalodott folyamatok kozott kiemelkedik az
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izomszovethez, izomrendszerhez kapcsolodd folyamatok és az immunrendszerhez-kapcsolt

folyamatok. Mind a 3 mg/l-es és a 0,4 m/l-es koncentracio esetében indukalodnak kiilonb6zo

anyagcsere folyamatok, az izommiikddésben és az immunrendszerhez-kapcsolt folyamatokban

résztvevo gének.

% csoportonként

Indukalt folyamatok (3 mg/L)

monoatomic ion homeosztazis (0,69%)  integrin altal kizvetitett

a neuron projekcié fejlddésének jelatviteli utvonal (0,69%)

pozitiv szabalyozasa (0,69%)

kollagén bioszintetikus folyamat (0,69%)
fehérje Ujratekeredés (0,69%)

makromolekula modifikécié (0,69%)

prosztaglandin anyagcsere
folyamat (1,38%)

szoveti regeneracié (2,07%)

neutrofil migracié (2,07%)

sejt-szubsztrat adhézio (2,07%)

membranfehérje proteolizis (2,07%)

extracellularis matrix:

szervezédeés (2,07%)

notochord fejlédés (0,69%)

izomszovet fejlédése
(21,38%)

makromolekula
anyagcsere folyamat
(16,55%)

szerves anyagok
katabolikus
glukéz anyagcsere folyamat (3,45%) folyamata (9,65%)
sebgyogyulas (4,83%)
tobbsejtl
szervezet fejlédése -
keringési rendszer
(4,83%)
. folyamatai
védekezb valasz (g 20%)
(5.52%)

lipid homeosztazis
(8,27%)

Represszalt folyamatok (3 mg/L)

sejtkomponens szervezédés (1,21%)

P N
monokarbonsav anyagcsere folyamat (2,41%), mikrotubulus depolimerizacis (1,21%)

citozin C-5 metilezése (2,41%)

kromoszéma szegregacié
(24,1%)

mRNA splicing, via spliceosome (3,61%)
regeneracié (3,61%)

extracellularis méatrix szervezédés
(3.61%)

(7,23%) A4
pirimidin tartalmd vegyulet
anyagcsere folyamat /
(7,23%)

érzékszervi fejlodés
(7,23%)

idegrendszer fejloédése
(15,66%)

citoszkeleton szervezédés

vizualis észlelés (12,05%)

(8,43%)

Indukalt folyamatok (0.4 mg/L)

celluléris aldehid
anyagcsere folyamat
(5,56%)

koleszterin homeosztazis
(11,11%)

a fehérje
depolimerizacié
negativ szabalyozasa
(38,89%)

xenobiotikus
anyagcsere folyamat
(11,11%)

szerin csalad
aminosav katabolikus
folyamata (11,11%)

lipoprotein transzport (22,22%)

Indukalt folyamatok 3 mg/L és 0.4 mg/L

hosszu lancl zsirsav
anyagcsere folyamat (2,71%)  szarkomer szervezédés (2,71%)

szirsav transzport (2,71%)

antibiotikumra adott

valasz (2,71%) mozgasszervi ritmus

(13,51%)
nukleobézis )
anyagcsere folyamat foszfagén
(5.41%) anyagcsere folyamat
(13,51%)

miozin filamentum )
szervezodés (8,11%) amin
anyagcsere folyamat

(10,81%)

kitin anyagcsere
folyamat (8,11%)

xenobiotikus atrioventricularis billentyl
anyagcsere folyamat morfogenezis
(8,11%) piruvat anyagcsere (10,81%)

folyamat (10,81%)

20. abra: A bendiocarb expozicio teljes transzkiptomra gyakorolt hatasai 96 6ras zebradanio larvakban. (A) A 3 mg/1-

es bendiocarb koncentracié altal szignifikins mértékben indukalt (B) a 0,4 mg/l-es bendiocarb koncentracio altal

szignifikdnsabb mértékben indukalt (C) a 3 mg/l-es bendiocarb koncentracié altal legszignifikansabb mértékben

represszalt biologiai folyamatok. (D) A 3 mg/l-es és a 0,4 mg/l-es bendiocarb koncentraciok altal legszignifikansabb

mértékben indukalt folyamatok. Az abra nagyitott képét az 1. és a 2. melléklet tartalmazza.

A gén-ontologiai elemzés soran

azonositott

folyamatokbol megvizsgaltam az

immunrendszerhez, az izomrendszerhez és a latashoz kapcsolodo gének kifejezodését. A vizualis

észleléssel, az érzékszervi fejlédéssel kapcsolatban 62 gén mutatott csokkent kifejezddést a 3 mg/1-

es bendiocarb kezelés hatasara. Az immunrendszerhez kapcsolodo gének koziil 100 gén

indukalodott, az izomrendszerhez kapcsolhatd gének koziil 132 gén mutatott represszalodast a 3

mg/l-es bendiocarb expoziciot kovetden (21. abra).
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21. abra: A szubletalis embrionalis bendiocarb expozicié immunrendszert, izomrendszert és latast érinté génekre
gyakorolt hatdsa a 96 6ras zebradanio larvakban. A teljes RNS-szekvenalas altal azonositott differencidltan expresszalt

gének , hétérképe”.

Osszességében elmondhatd, hogy a bendiocarb teljes transzkriptom szinti valtozasokat

eredményezett az embrionalis fejlddés végére a zebradanid larvakban.

4.2.6 A szubletalis bendiocarb expozicid larvak vizualis érzékelésére gyakorolt

hatasai

A teljes transzkriptom analizis soran sziiletett eredmények alapjan az embrionalis bendiocarb
expozicio vizualis észlelésére gyakorolt hatasat vizsgaltam (22. abra). Ennek érdekében elséként
két, a fény érzékelésben ¢€s a fototranszdukcidoban szerepet jatszo gén (rodopszin, rho; opsin 1
(cone/tolesér pigmentek), kozepes hullam érzékelés 2, opnlmw?2) kifejezédését vizsgaltam RT-
qPCR segitségével. A bendiocarb kezelés a kivalasztott markergének szignifikans represszalasat

vonta maga utan (23. A-B. abra).
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22. abra: Teljes RNS-szekvenalas altal azonositott differencialtan expresszalt vizualis észlelés asszocialt gének

,h6térképe”. A piros téglalapok jellik az RT-gPCR-hez kivalasztott géneket.

A kapott eredmények tiikrében a szdvettani vizsgalatok soran tobbek kdzott a zebradanid larvak
szemét ért valtozasokra koncentraltam. A Kkorszovettani elemzések soran a 3 mg/l-es
koncentracioval kezelt egyedek esetében talaltam eltérést (23. C. abra). A larvak szemének retina

rétegei kozott vakuolizacio alakult ki. Az alacsonyabb bendiocarb kezelési csoportok esetében ez

az eltérés nem volt kimutathato.
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23. abra: A bendiocarb expozicidé hatdsa két a fény érzékelésben és a fototranszdukcioban szerepet jatszo gén
kifejezGdésére, illetve a 96 oras zebradanio larvak szemének szovettani metszete. (A) A rho gén és a (B) opnlmw2
gén represszaltsiga a bendiocarb kezelés hatasara. Az adatok két ismételt kisérlet atlagos = SD-jét jelolik. *:
statisztikailag igazolt kiilonbség az olddszeres kontrollhoz (DMSO) viszonyitva (p < 0,05). (C) Az olddszeres kontroll
és 3 mg/l-es bendiocarb koncentracioval kezelt zebradanié larva szemének szovettani metszete. H&E festés.

Meéretskala:300 um. A fekete haromszog a tapasztalt elvaltozasokat mutatja. A : vakuolizacid.

A kapott eredmények tiikrében elmondhatd, hogy a bendiocarb expozicidé negativ iranyba

befolyésolja a fejlddé embridk vizualis észlelését.

4.2.7 A szubletalis bendiocarb expozicio larvak izom szovetére gyakorolt hatasai

A doktori munka kapcsan az AChE-gatlo bendiocarbra adott toxikogenomikus valaszt

vizsgaltam, zebradanio embridkat hasznalva. A teljes transzkriptom analizis megmutatta, hogy az
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izomszovethez, izomrendszerhez kapcsolodod folyamatokban szerepet jatszo gének indukalddtak
(24. abra).
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24. abra: Teljes RNS-szekvenalas altal azonositott differencialtan expresszalt harantcsikolt izom 6sszehtizodasban és

az izomfejlédésben szerepet jatszo asszocialt gének ,hétérképe”. A piros téglalapok jelolik az RT-gPCR-hez
kivalasztott géneket.

Kivancsi voltam, hogy a gerincesekben megtalalhat6 két izomspecifikus gén (dezmin a, desma;
fibronectin 1b, fnlb) kifejez6dése hogyan valtozik a bendiocarb expoziciot kovetéen. A
bendiocarb kezelés a desma gén jelentés mértékii, koncentracio-fiiggd indukalasat vonta maga
utan a 0,75-3 mg/l-es koncentraci6 tartomanyban (25. A. abra). A bendiocarb kezelés az fnlb gén
jelentds mértéki, koncentracio-fliggd indukalasat vonta maga utan az 1,5-3 mg/l-es koncentracio
tartoméanyban (25. B. 4bra).

A korszovettani vizsgalatok soran a 0,75 mg/l bendiocarb expozici6 esetén nem tapasztaltam
szoveti eltéréseket a kontroll csoporthoz képest. Azonban a 1,5 mg/l esetében mar enyhe mag- és
sarcoplasma elvaltozasokat (vizenyd, vakuolizacio) tapasztaltam. A 3 mg/l-es koncentracio esetén

ezek az elvaltozasok stlyosbodtak discoid elfajulas is megfigyelhet6 volt (25. C. dbra).
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25. abra: A bendiocarb expozici6 hatasa két izom specifikus gén kifejez6désére, illetve a a 96 oras zebradanio larvak
izomszovetének korszovettani metszete. (A) A desma gén és a (B) fnlb gén indukalodasa a bendiocarb kezelés
hatasara. Az adatok két ismételt kisérlet atlagos + SD-jét jelolik. *: statisztikailag igazolt kiilonbség az olddszeres
kontrollhoz (DMSO) viszonyitva (p < 0,05). (C) Az olddszeres kontroll, 1,5 mg/l-es és a 3 mg/l-es bendiocarb
koncentracioval kezelt zebradanié larva izomszovetének korszovettani metszete. H&E festés. Méretskala:150 um. A
fekete haromszogek a tapasztalt elvaltozasokat mutatjak. A: intercellularis vizeny6, P vakuolizacio, V¥ : discoid

elfajulas.

Osszegezve a kapott eredményeket, a szubletalis bendiocarb expozicio hatast gyakorol a

fejlodé embridk izomsejtjeire.
4.2.8 A szubletalis bendiocarb expozicio a larvak immunrendszerével kapcsolatos
hatasai

A teljes transzkriptom analizis soran kapott eredmények alapjan (26. abra) megvizsgaltam az
embrionalis bendiocarb expozicié immunrendszerre és a gyulladasos folyamatokra gyakorolt

hatésat.
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26. abra: Teljes RNS-szekvenalas altal azonositott differencialtan expresszalt immun- és gyulladas asszocialt gének

,hotérképe”. A piros téglalapban talalhaté a RT-gPCR-hez kivalasztott gének.

Ennek érdekében elészor két immunvalasz-asszocialt gén (kemokin (C-X-C motivum) ligand 18
b, cxcl18b; kemokin (C-X-C motivum) ligand 8b 1, cxcl8b.1) kifejezddését vizsgaltam RT-qPCR
segitségével. A kivalasztott markergének jelentés mértékii koncentracio-fliggd indukaldsa volt

megfigyelhet6 az 1,5 mg/l és a 3 mg/l-es bendiocarb expozici6 esetében (27. A-B. abra).
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27. abra: A bendiocarb expozici6 hatasa két immunvalasz-asszocialt gén kifejez6désére. (A) A cxcll8b gén és a (B)
cxcl8b.1 gén indukalodasa a bendiocarb kezelés hatasara. Az adatok két ismételt kisérlet atlagos + SD-jét jelolik. *:

statisztikailag igazolt kiilonbség az oldoszeres kontrollhoz (DMSO) viszonyitva (p < 0,05).

A cxcl18b és a cxcl8b.1 gén tobbek kozott neutrofil granulocita kemoattraktans faktor, igy a
szignifikans indukciojuk alapjan feltételezhetévé valt, hogy a bendiocarb terhelés modulalhatja
granulocitdk eloszlasat, mennyiségét viselkedését. Ezen feltételezést tovabb erdsitette, hogy a
teljes transzkriptom analizis alapjan, a neutrofil sejtek migricigjaért felelés gének kifejez6dése is
indukalodott, igy a rendelkezésiinkre 4ll6 neutrofil granulocita specifikus transzgénikus
zebradanio vonal bevonasaval folytattam kutatasaimat. A 96 oras larvakrol késziilt felvételek

alapjan megfigyelhetdvé valt, hogy a bendiocarb kezelés megvaltoztatja a neutrofil granulocitak
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eloszlasat a larvakon beliil (28. A. abra). Fokozott felhalmozodast figyeltem meg az oldalvonal
mentén. Eldszor megvizsgaltam, hogy a teljes neutrofil granulocita sejtszam véltozik-e a
bendiocarb kezelés hatasara. A fluoreszcencia aktivalt sejtvalogatas segitségével megallapitottam,
hogy az EGFP* sejtek meghatarozott gyakorisaga nem mutat szignifikans eltérést (28. B. abra).
Ezt kovetéen az oldalvonal mentén tapasztalt felhalmoz6das miatt Gsszesitettem a granulocita

sejtek szamat, amely 0,75-3 mg/1 tartomanyban szignifikans névekedést mutatott (28. C. abra).
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28. abra: Szubletalis, bendiocarb expozicié neutrofil granulocitak eloszlasara és mennyiségére gyakorolt hatasa a 96
oras zebradanio larvakban. (A) A Tg(mpx:EGFP) larvakrol lateralis orientacioval késziilt felvételek bendiocarb
kezelést kovetden. (B) A bendiocarb hatisa a neutrofil granulocitik teljes larvakon beliili gyakorisagara. (C) A
bendiocarb hatéasa a neutrofil granulocitak felhalmozodasara, az oldalvonal teriiletén. Az adatok két ismételt kisérlet

atlagos = SD-jét jelolik. *: statisztikailag igazolt kiilonbség az olddszeres kontrollhoz (DMSO) viszonyitva (p < 0,05).

A neutrofil granulocita kemoattraktans faktorok és az fnlb szignifikans indukcioja és a neutrofil
granulocitak eloszldsdnak valtozasa indokolttd tette, hogy tovabb vizsgédljam a granulocitdk
valaszreakciojat farokuszo-sebzésen alapul6 helyi, steril gyulladdsos modell felhasznalasaval. Az
»Anyag ¢és Modszer” fejezetben ismertetett kisérleti rendszer eredményei egy szignifikans,
koncentracio-fliggd csokkenést mutattak a bendiocarbbal kezelt larvak esetében. A sebzést kovetd
4. Oraban a sériilés teriiletére vandorld granulocitdk mennyisége csokkent a 0,75-3 mg/l

tartomanyban (29. A-B. abra).
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29. abra: Szubletalis, bendiocarb expozicié hatasa a neutrofil granulocitak lokalis gyulladasra adott valaszara a 96
oras zebradanio larvakban. (A) A Tg(mpx:EGFP) larvak faroktszojardl lateralis orientacioval késziilt felvételek a
bendiocarb kezelést és sebzést kovetden. (B) A bendiocarb hatasa a neutrofil granulocitiak sebzés teriiletén torténd
felhalmozddasara. Az adatok két ismételt kisérlet atlagos + SD-jét jelolik. *: statisztikailag igazolt kiilonbség az

oldészeres kontrollhoz (DMSO) viszonyitva (p < 0,05).

Ezt kovetéen a NO termelddésének vizsgalatara kertilt sor. A 96 oras larvakban fluoreszcens proba
segitségével torténd NO termelés tanulméanyozasakor koncentracio-fiiggd ndovekedés volt tapasztalhatd
a bendiocarb hatasara. A NO produkcié novekedést mutatott a larvak oldalvonala, a notochord régio
mentén (30. A-B. abra). A megfigyelt trend hasonloképpen alakult, mint a neutrofil-granulocitak

eloszlasanal.
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30. abra: Szubletalis, bendiocarb expozicio hatasa a NO termelédésére a 96 oras zebradanio larvakban. (A) A larvakrol
lateralis orientacioval késziilt felvételek a bendiocarb kezelést és NO-proba alkalmazasat kovetden. (B) A bendiocarb
hatasa a NO termel6désre az oldalvonal teriiletén. Az adatok két ismételt kisérlet atlagos + SD-jét jelolik. *:

statisztikailag igazolt kiilonbség az oldoszeres kontrollhoz (DMSO) viszonyitva (p < 0,05).

Osszegezve a kapott eredményeket, a szubletalis bendiocarb expozicié immunmodulans
potenciallal rendelkezik. Egyrészt egy szignifikans mértékli lokalis gyulladast indukal fejlédd
embriokban, amely egyiitt jar a neutrofil granulocitak eloszlasanak megvaltozasaval, fokozva a
NO termelddését, masrészt pedig befolyasolja az immunsejtek egy indukalt, lokalis gyulladasra

adott valaszreakciojat.
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5. Kovetkeztetések és javaslatok

Szamos novényvédoszerrel kapcsolatosan megallapitottak, hogy Osszefiiggésbe hozhatod
egészségiigyi és kornyezeti problémakkal (Nicolopoulou-Stamati et al. 2016). A névényvéddszer
expozicié lehet akut, szubkronikus, kronikus (Roberts et al. 2012) és az egészségre gyakorolt
hatasuk fligg a peszticid tipusatol, illetve tovabbi befolyasold tényezd lehet a ndvényvéddszer
toxicitasa, veszélyessége ¢és az expozicid hossza. Az ismétlodo, alacsony esetleg kombinalt
peszticid kitettség tovabbi egészségkarositd hatasokat rejthet magaban (Tagne-Fotso et al. 2023).
Bizonyos novényvéddszerek, mint pl. a szerves foszforsav-észterek, az inszekticid karbamatok
befolyasolhatjak az idegrendszer fejlédését, miikodését (Petrovova et al. 2011). Mas peszticidek
irritalhatjdk a bort vagy akar a szemet, lehetnek mutagének ¢és befolyasolhatjak a szervezet
endokrin rendszerét (Tagne-Fotso et al. 2023). Az epidemiologiai vizsgalatok kimutattak, hogy
egyes peszticideknek vald kitettség bizonyos betegségek (non-Hodgkin limfoma, prosztata rak,
Parkinson kér, mieloma multiplex) kialakulasaval szoros kapcsolatot mutatnak ¢és ez kiilondsen
igaz, azoknal az embereknél, akik a foglalkozasukbdl adddoan rendszeresen érintkeznek az
anyagokkal (Luo et al. 2016, Wiklund et al. 1987, Brouwer et al. 2017, Wang et al. 2014, Freire
et al. 2013, Mazur et al. 2015). Megallapitottak tovabba azt is, hogy a gyermekeknél az akut
limfoid (vagy limfoblasztos) leukémia kialakulasa 6sszefiiggésbe hozhat6 az anyak terhesség alatti
peszticid hasznalataval (Tagne-Fotso et al. 2023). A gyermekeket ért kronikus névényvéddszer
expoziciobdl kovetkezd egészségiigyi hatasok valtozatosak, tiikrozve ezen vegyi anyagok
toxikologiai tulajdonsagainak sokféleségét (Roberts et al. 2012). Az évek soran betiltasra keriilo
peszticidekkel kapcsolatos rendeletek nem sziintetik meg azonnal a ndvényvéddszer expoziciot,
kiilondsen a perzisztens anyagok esetében (Tagne-Fotso et al. 2023).

A bendiocarb a karbamatok csoportjaba tartozd rovardlé szer, mely eredményesen
felhasznalhato napjainkban is a malaria elleni védekezés soran (Holovska et al. 2014, Pollakova
et al. 2012, Sadasivaiah et al. 2007). Népszeriiségébdl adodoan vilagszerte kimutathatova valt
kiilonféle vizekben és alkalmazasabol fakadoan pl. a terhes anyak vérébol is, ami komoly
kockazatot jelenthet a sziiletendé gyermekek szamara (Whyatt et al. 2003, Whyatt et al. 2007,
Berman et al. 2011, Barr et al. 2002, Tatarazako & Iguchi 2012, El-Saeid et al. 2011). A
bendiocarb expoziciéo okozta esetleges hatasokrol azonban limitalt mennyiségli eredmény all
rendelkezésiinkre, éppen ezért egészségkarositd hatasanak, hatdsmechanizmusanak nem minden
részlete ismert. Emiatt olyan vizsgélatok elvégzésére van sziikség, amelyek részletesebb mddon
hozzajarulnak a bendiocarb kitettség bioldgiai kovetkezményeinek megismeréséhez.

A zebradani6 egy széles korben elterjedt és alkalmazott gerinces modellszervezet a bioldgiai

kutatasokban. A felhasznalhatdé modellek ko6zott alkalmas alternativat nyujt a bendiocarb

66



embrionalis kitettségének komplex feltarasahoz, hiszen a direkt hatasok jol nyomon kovethetéek
a segitségiikkel (Nagel 2002, Sipes et al. 2011, Geisler et al. 2016). Jelen doktori munka a
szubletalis bendiocarb atfogo, tobbek kozott morfoldgiai, kardiotoxikologiai, enzimaktivitasi,
molekuléris biologiai és immunolodgiai tanulmanyozasat végezte el.

A Kkisérletek soran megallapitottam, hogy a bendiocarb LCso értéke 96 oraval a
megtermékenyiilés utan 32,52 mg/l a zebradani6 embridk esetében. Ez az érték jelentdsen
magasabbnak bizonyult, mint amit korabban a szakirodalmakban (Cyprinodon variagatus: 0,86
mg/l, szivarvanyos pisztrang: 0,87-1,55 mg/l, kékkopoltyus naphal: 0,47-1,65 mg/l) azonositottak
mas halfajoknal (Hayes & Lawes 1990, Bendiocarb-Technical Fact Sheet 2002), viszont
hasonlésagot mutat Visser és Linders (1999) altal feljegyzett LCsg értékekkel (32-150 mg/l) a nagy
vizibolha (Daphnia magna) esetében.

A szubletalis bendiocarb expozicio kiilonféle embrionalis rendellenességeket (farokfejlodési
rendellenességek, csokkentett testhossz, eltérés a melanocitak szamaban, méretében, eloszlasaban)
eredményezett az embridk/larvak kezelési idoszaka alatt. A magasabb koncentracioknal (25 mg/1
felett) azonositott pigmenthidnyhoz hasonld tiinetleirasokat a physostigmine terhelés vagy a
szintén kolinészteraz-gatlok csoportjdba tartozd szerves foszforsav-észter metabolitok kapcsan
talalunk (Fischer et al. 2015). Ugyanakkor a melanocitak szamaval, méretével, eloszlasaval,
hianyéval kapcsolatos eredmények nem korlatozddnak a kolinészteraz-gatlok csoportjara. Szamos
egyéb xenobiotikum, mint példaul a fungicid csoporthoz tartozé boscalid, vagy olddszerként
hasznalatos etanol esetében leirtak mar hasonld tiineteket (Qian et al. 2019). A kapott eredmények
arra engednek kovetkeztetni, hogy a melanocitdk szdma, mérete, eloszlasa, esetleges hidnya
érzékeny a kolinészteraz-gatlok csoportjaba tartoz6 anyagokra, de a pontos molekularis hattér még
bizonytalan. A bendiocarb kitettség okozta redukalt testhossz jol korrelal mas karbamat
vegyiiletek altal okozott testméret csokkenéssel, amit japan medaka, zebradanid, nilusi tilapia
esetében figyeltek meg (Kashiwada et al 2008, Mensah et al. 2012, Meng et al. 2014a) a kutatok.

A bendiocarb hatas mechanizmusat tekintve az idegmérgek csoportjaba tartozik. Gatolja az
AChE aktivitasat reverzibilis karbamoilizacio altal. A folyamat az ACh felhalmozodasahoz vezet
a szinaptikus hasadékban és a tulzott mértékl receptor stimulalas kdvetkeztében neurotoxikus
tiinetek alakulnak ki (Jin et al 2004, Yi et al. 2006, Lehel & Laczay 2011, Korockova et al. 2012,
Holovska et al. 2014, Apaydin et al. 2018). A bendiocarb expozicio a varakozasnak megfeleléen
koncentracio- és idofiiggd gatlast okozott az AChE aktivitasdban. Van den Beukel és munkatarsai
(1998) leirtak, hogy az inszekticid karbamatok eltér6 hatast gyakorolhatnak a NAChR-ra. Smulders
¢s munkatarsai (2003) 6sszehasonlitd vizsgélatot végeztek, melynek sordn megéllapitottak, hogy
a o4p4 nAChR-ra gyakorolt hatasok kapcsan egy sorrendiség figyelheté meg a vizsgalt

karbamatok esetében, mely az alabbi mdodon alakult a Dél-afrikai karmosbéka (Xenopus laevis)
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petesejtjeiben: fenoxycarb > EPTC (S-ethyl N,N dipropylthiocarbamate) > carbaryl, bendiocarb
> propoxur > aldicarb. Ezzel szemben a patkanyagyon végzett AChE aktivitas vizsgalatok soran
kapott sorrend: physostigmine, bendiocarb > propoxur, aldicarb > carbaryl >> EPTC, fenoxycarb.
A kapott eredmények alapjan megfigyelhetd, hogy a nAChR-rel erdsebb kolcsonhatast mutatd
vegyliletek kevésbé gatoljak az AChE miikddését. A kutatok, a kapott eredmények alapjan arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy a karbamatok nAChR-ra gyakorolt hatdsa eltérd toxicitast
eredményezhet (Smulders et al. 2003, Gupta 2017). A hésokk fehérjék kozé tartozo hspbll gén
jelen van a zebradanio izomszdvetében, specifikusan reagal az izomhiperaktivitasra, kozvetve
szabalyozzédk az intracellularis kalciumszintek és a hdsokk kozvetleniill nem indukélja a
kifejezddését. Expresszioja osszefliggést mutat a nAChR aktivitasaval (Shahid et al. 2016., Kliiver
et al. 2011). A nAChR funkcidjat tekintve a kozponti és a periférias idegrendszer valtozatos
mikodésében tolt be szerepet. Az ACh kotddése a posztszinaptikus nAChR komplexhez gyors
depolarizéciot eredményez az izomvégi lemezek membranjdban. Ez a depolarizacié aktival egy
csoport, fesziiltség-vezérelt natriumcsatornat a neuromuszkularis kotdhelyeken, atalakitja a helyi
lemezdepolarizaciot akcios potencialla. Ez egy tovabbi eseménysorozatot indit el, melynek soran
1izomosszehtzodas alakul ki, a szarkoplazmas retikulum kalciumionok atmeneti felszabaduldsan
keresztiil (Shahid et al. 2016.,). A bendiocarb kezelés a hspb 11 gén jelent6s mértéki,
koncentracio-fliggé indukalasat vonta maga utan, a 0,75-3 mg/l tartomanyban. Az AChE gatlasa
kihatassal van a szivritmusra is (Watson et al. 2014). A fejlédésben 1év6 zebradanio embrio elsé
szivverései szabalytalansagot, aritmiat mutatnak, de a termékenyiilést kovetd 36. orara, ahogy
fokozatosan beindul a keringés, szabalyozodik (Kimmel et al. 1995, Barrionuevo & Burggren
1999). A zebradanidoban a muszkarin M2 ACh receptor (mAChR) 1étfontossagu szerepet tolt be a
szivverés szabalyozasaban és a fejlodési fazis ezen szakaszaban mar teljesen mitkodéképes (Hsieh
& Liao 2002). Mint ismeretes az ACh felhalmozdodasa az M2 ACh receptor tilzott stimulalasa
révén alacsony pulzusszamot, tgynevezett bradycardiat okoz (Hsieh & Liao 2002, Li et al 2007,
Watson et al. 2014), ugyanakkor a nikotin receptorok ingerlése szapora szivmiikodéshez
(tachycardia) vezethet (Kiister & Altenburger 2007). A muszkarinszer( tiinetek megjelenése el6tt
ugyancsak tapasztalhaté egy megemelkedett pulzusszam (Ecobichon 2001b). A bendiocarb
expozicid a 48 Oras zebraddnid embridk esetében 0,4-3 mg/l tartomanyban a pulzusszam
szignifikans fokozodéasat eredményezte. Kiister és Altenburger (2007) munkaja nagyon hasonlo
eredményeket k6z061 az aldicarb és metabolitja (aldicarb-szulfoxid) kapcsan. Zebradanion végzett
vizsgalatuk soran megfigyelték, hogy az aldicarb-szulfoxid alacsonyabb kezelési koncentracioi
szignifikans pulzusszam ndvekedést indukdlnak, azonban a magasabb koncentracidknal
szignifikans csokkenés alakul ki. A karbamatok szivritmusra gyakorolt hatdsa valtozatos ¢és a

tachycardia ugyanolyan gyakran el6fordulhat, mint a hatasmechanizmus alapjan a
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valdsziniisitheté bradycardia (Vale & Lotti 2015). A kapott eredményeim arra engednek
kovetkeztetni, hogy a vizsgalt bendiocarb koncentracidtartomany tachycardia kialakulasat
okozza. Ezt a kovetkeztetést tovabb erdsiti, hogy a nAChR aktivitassal 6sszefliggést mutatod hspb
11 gén kifejez6dése megemelkedett, igy feltételezhetd, hogy a nikotinreceptorokhoz kapcsolddo
hatdsok (remegés, izomrangasok, gorcsok, izomgyengeség, bénulds, altalanos gyengeség,
csokkent bél perisztaltika, magas vérnyomas, megvaltozott mentalis allapot, mydriasis,
tachycardia, hiperglikémia) érvényesiilnek (Gupta 2017, Vale & Lotti 2015, Lehel & Laczay
2011, Petrovova et al. 2011).

Ahogy fentebb is emlitésre keriilt a szervezetet ért toxikus kitettség szamos fiziologiai €s
biokémiai reakciot valthat ki a ROS termelddésével (Nishida, 2011), igy vizsgalatuk
elengedhetetlen a szervezetet ¢ért stresszor-indukalta valaszok feltérképezésében, a
kornyezetszennyezés értékelésében. Segitenek tobblet informaciot szerezni a megvaltozott szervi
funkciokrol és megbecsiilni a szervezetet ért karosodds szintjét. Korabban kimutattak, hogy a
karbamatok oxidativ stresszt valtanak ki, ami karositja a mitokondrialis funkcidkat. Ezen feliil
koros elvaltozasokat okoznak az idegrendszerben és a hormonrendszerben is (Filho 1996). A
korabban végzett tanulmanyok arr6l szamoltak be, hogy a bendiocarb modositja az antioxidans és
méregtelenitd enzimaktivitast az emlésokben (Lahr et al 2000, Flesarova et al. 2007, Capcarova
et al 2010, Karami-Mohajeri & Abdollahi 2011, Apaydin et al 2017). A termékenytilést kveto 48
oraban a larvak SOD-aktivitasa jelentdsen csokkent a 3 mg/l-es bendiocarb kezelés hatasara.
Azonban a késébbi expozicios ablakokban nem volt tapasztalhato ez a gatlas. Valoszintsithet6leg
a fejlédés elérehaladtaval megndvekedett az enzimszintézis és a szervezet kompenzalta a SOD
aktivitasanak csokkenését. Meng és munkatarsai (2014Db) is hasonlo eredményre jutottak a nilusi
tilapia kapcsan, a methomyl kezelést kovetden, ami arra enged kdvetkeztetni, hogy a SOD gatlasa
jellemz6 lehet az inszektcid karbamatokra. Az embriondlis bendiocarb kezelés a CAT
miikddésében egy specialis mintazatot mutatott a 96 hpf expozicids ablakban. A 0,4 mg/l-es
kezelési csoport esetében mértiik a legmagasabb szignifikans CAT-aktivitast, ami a magasabb
koncentraci6 tartomanyokban jelentésen csokkent. Ugyancsak indukalodott a CAT aktivitasa
methomyl terhelés hatasara a nilusi tilapia maj mintaiban, valamint a carbaryl terhelés is emelte
ez enzim szintjét juveniliS szivarvanyos pisztrangoktdl szarmazé maj mintakban (Meng et al
2014b, Ferrari et al 2007). Ellentétben a rovid 24 és 48 oras carbaryl expozicio altal kivaltott
hepatikus CAT aktivitdssal, a 96 6rds kezelés csokkenti az enzim szintjét. Osszességében
megallapithatd, hogy a CAT enzim aktivitdsa Osszetett, koncentracid- és expozicids 1d6 fliggo.
Korabbi tanulmanyok beszamoltak arr6l, hogy a bendiocarb kezelés fokozhatja a maj és a vese
GST aktivitasat patkanyokban (Sobekova et al. 2009). A kapott eredményeim hasonloan alakultak

a termékenyiilést kovetd 48. és 72. ordban, koncentracid fiiggden fokozodott a GST enzim
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aktivitasa. Az inszekticid karbamatok indukalhatjak a GST aktivitasat a halakban (Kimmel et al
1995, Li et al. 2008), viszont a 96 oras carbaryl expozicid csokkenti a maj GST aktivitasat fiatal
szivarvanyos pisztrangokban (Ferrari et al 2007). Ugyancsak csokkent enzim aktivitast talaltak 96
oras methomyl expoziciot kovetéen kinai razboran (Pseudorasbora parva) végzett vizsgalatok
soran és a 24 o6ras carbofuran kitettség is csokkentette a Jucatani gambuzia (Gambusia yucatana)
mé4janak GST aktivitasat (Rendon-von Osten et al. 2005, Li et al 2008). Osszegezve a kapott
eredményeket €s az irodalmi adatokat az ellentétes eredmények azt mutatjadk, hogy a GST
aktivitasa fligg a szennyezd vegyiilettdl, a halfajtol és az expozicids idotol. A lipidperoxidacid
szintje hasonlé trendet kovetett, mint a CAT enzim aktivitdsa. A legmagasabb LPO szintet 0,4
mg/l-es koncentraci6 esetében detektaltuk és a magasabb koncentracid tartomanyokban csokkent
a LPO. Herndndez-Moreno és munkatarsai (2010, 2011) hasonl6é jelenséget figyeltek meg a
carbofuran-nak kitett tengeri siigerek (Dicentrarchus labrax) esetében. A 31, 63, 125 és 250 ug/I
carbofuran expoziciét kovetéen az LPO szintek csak 63 ug/l koncentracional mutattak
szignifikans novekedést. Ezen eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a LPO hormetikus
valaszt mutat a karbamatokra a kiilonb6z6 halfajokban.

A viselkedésmodokkal kapcsolatos tanulmanyok fokozott népszeriiségnek drvendenek, mivel
érzékeny végpontnak tekinthetéek és jol beilleszthetéek a kiilonboz6 vizsgalatokba. A
kornyezetbe keriild kiilonb6zo xenobiotikumok befolyasoljak az él6lények természetes cirkadian
megallapithatd, hogy a szubletalis bendiocarb expozicio csokkenti a fejlédésben 1évé larvak
mozgas intenzitdsat a magasabb koncentracid tartomanyokban. Eredményeim parhuzamot
mutatnak szamos korabbi tanulmannyal, ahol kiilonb6z6 inszekticid karbamatok viselkedésre
gyakorolt hatasat vizsgaltak (Sousa & Nunes 2020., Jablonski et al. 2022., Liu et al. 2020., Wang
et al. 2022.). A vizi szervezetek neurotoxicitasat megvaltozott uszasi viselkedés is jellemzi (Little
& Finger 1990; Little & Brewer 2001), amely komoly 6kologiai jelentdséggel bir, hiszen karosan
befolyasolhatja a taplalkozast, a menekiilési reakciot €és a szocidlis viselkedést. A megvaltozott
mozgasszervi aktivitas jol tiikkrozi az idegrendszert ért véltozasokat. Osszességében elmondhatd,
hogy a bendiocarb képes megzavarni a viselkedést és valdszinisithetéleg az ACh felhalmozodasa,
a receptorok tilzott stimuldldsa okozhatja a neurotoxikus tiineteket. Az inszekticid karbamatok
hatasmechanizmusukat tekintve reverziblis AChE inhibitorok. Ett6l fiiggetleniil a korai kitettség
kiilonboz6 viselkedési valtozasokat indukalhatnak a felnétt kori szervezetben is, amelyek negativ
iranyba befolyasolhatjak a kifejlodott egyedek tulélését (Correia et al. 2019).

A szubletalis bendiocarb expoziciot kovetden teljes transzkriptom szinten is jelentds eltéréseket
talaltam, tobb, mint 2694 gén kifejezddését befolyasolta szignifikans mértékben. A represszalt

gének kozott szignifikansan feldusultak azok a gén csoportok, amelyek az érzékszervi fejlédésben
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¢s a vizualis észlelésben jatszanak fontos szerepet. A névényvédo szerek, beleértve az inszekticid
karbamatokat is, befolydsolhatjak a halak retindjanak fejlodését, késdbbi funkcidjat, miikodését és
larvak szemméretét (Jablonski et al. 2022). Pessoa és munkatarsai (2011) megallapitottak, hogy a
carbofuran expozicio jelentdsen csokkentette a nilusi tilapa latasélességét. Korabban Petrovova és
munkatarsai (2009) vizsgaltak a bendiocarb embrio toxicitasast csirkeembriokon. Enyhe, de nem
szignifikans novekedést figyeltek meg az embridk szemében az apoptotikus sejtek szamat illetden,
azonban nem talaltak specifikus rendellenességeket, amelyek arra engedtek volna kovetkeztetni,
hogy a bendiocarb potencialis teratogén hatassal rendelkezne a madar embriok esetében. Az
embrionalis bendiocarb kitettség a fény érzékelésben és a fototranszdukcidban szerepet jatszo két
markergén (rho, opnlmw?2) szignifikans represszalasat vonta maga utan. A legmagasabb
koncentracioval kezelt egyedek szemének a retina rétegei kozott vakuolizacio alakult ki.
Valoszintsithetéleg a bendiocarb, hasonléan mas inszekticid karbamatokhoz, befolyasolja a retina
fejlodését. A viselkedés vizsgalatok eredményei kapcsan azonban megallapithatd, hogy a
kezelésen atesett larvak érzékelik a sotét-fény ciklus valtozasat.

Az embrionalis bendiocarb expozicié teljes transzkriptom analizise soran megallapitottam,
hogy a fokozott kifejez0dést mutatd gének kozott kiemelkedtek az izomszovethez,
izomrendszerhez kapcsolodo folyamatokban szerepet jatszo géncsoportok. Az acetilkolin gatlasan
alapul6 rovarito szerek az ideg- €s izomszovetekben valtozasokat indukéalhatnak, ami a kiilonb6z6
fiziologiai folyamatok zavardhoz vezethet. A gerincesek embriondlis fejlédés soran az idegi
aktivitas és az intracellularis downstream folyamatok kritikusak az izomrostképzddés
szabalyozasaban. Az ACh inhibitorok hatasara talzott stimulalas alakul ki, megfigyelhetd
1izomhiperaktivitas, myopathiahoz hasonl6 fenotipusok, gorcsok, befolyasolhatjdk az ion csatornak
mitkodését, az izomspecifikus (desma, fnlb, pdlim3b, pckl, xirpl) gének kifejez6dését (Kliiver et
al. 2011, Otten et al. 2012, Shahid et al. 2016). Az embrionalis bendiocarb expozici6 hatasara a
két izomspecifikus gén (desma, fnlb) kifejez6dése indukalodott, illetve a korszovettani
vizsgalatok szoveti eltéréseket mutattak a két legmagasabb koncentracié esetében. A bendiocarb
kitettség hasonl6 tiineteket eredményez, mint amit az AChE gatlok kapcsan korabbi tanulmanyok
emlitenek.

A teljes transzkriptom analizis elemzése soran arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy az izomhoz
kapcsolt géncsoportok mellet az immunrendszerhez- kapcsolt folyamatokban kozremiikddo
géncsoportok kifejezddése is megemelkedett. Ez egyiitt jart két immunvalasz-asszocidlt gén
(cxcl18b, cxcl8b.1) koncentracio-fliggd indukalasaval, a neutrofil granulocitadk megvaltozott
eloszlasaval, emelkedett nitrogén-monoxid termelddéssel, amely az oldalvonal mentén kiilondsen

intenzivnek bizonyult. A lokalis gyulladason (farokuszo sebzés) alapuldé modellben csokkentette
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a neutrofil granulocitak felhalmozodasat a sebzés teriiletén. A kapott eredmények alapjan a
bendiocarb kitettség immunmodulans hatasokat eredményezhet és valdszinisithetéleg a
bendiocarb kezelés egy szisztémas jellegli gyulladasos reakciot indit el a fejlodésben 1€vo
larvakban. Az immunrendszer kdlcsonhatasban 1évo sejtek rendkiviil dsszetett halozatabol all €s
feloszthatd velesziiletett (nem antigén specifikus), ¢és adaptiv (antigén specifikus)
immunrendszerekre vagy humoralis immunitasra és sejtkozvetitett immunitasra (Dhouib et al.
2016, Lee & Choi 2020). F6 feladata, hogy megvédje a szervezetet a behatold korokozoktol,
ideértve a fert6zo agenseket, a rosszindulata sejteket, valamint az eloregedett vagy genotipusosan
megvaltozott sejteket (Dhouib et al. 2016). Az immunrendszert alkotd6 immunsejteket
fehérvérsejteknek vagy leukocitaknak is nevezik. A leukocitak tovabb oszthatok neutrofilekre,
eozinofilekre, bazofilekre, limfocitdkra és monocitdkra. Minden immunsejttipusnak sajat
funkciondlis jellemz6i vannak, ¢és az immunrendszerben meghatdrozott modon 1épnek
kolcsonhatasba egymassal (Lee & Choi 2020). A karbamatok hatdsmechanizmusa az AChE
gatlason alapul és a szerin primer alkoholos hidroxilcsoportjaval 1épnek reakcioba. Azonban a
szerin-hidrolaz aktivitasa valdszintsithet6leg tobb immunfunkciohoz is kapcsolodik (Fukuto
1990, Vaknine & Soreq 2020). Banks & Lein (2012), kimutattak, hogy a karbamat peszticidek az
AChE gatlasan keresztiil megvaltoztathatjak a limfocita kolinerg jelatvitelt, az immunocitak
sejtmembranjdhoz kapcsolédd észteraz-aktivitasokat. Ezenkivil a gatlas strukturalis és
funkciondlis valtozasokhoz vezethet az immunocitdkban, modosithatja a jelatviteli utakat,
funkciojat (Chambers & Oppenheimer 2004). Tovabba valdszinisithetd, hogy a karbamatok altal
generdlt szabad oxigéngyokok gatoljak a T-sejtek miikodését a membran lipidperoxidacidjan
keresztiil (Gao et al. 2015), azonban az inszekticid karbamatok specifikus hatasai az
immunrendszer mitkodésére tovabbra is kevéssé ismertek (Dhouib et al. 2016). A legtobb in vivo
vizsgalat a karbamatokat immunmodulatorként mutatja be, miszerint zavart okozhatnak a
velesziiletett  immunrendszerben,  kronikus  gyulladasok  kialakulasahoz  vezethetnek,
immunvaltozast indukalhatnak azaltal, hogy megvaltoztatjak a tumorantigénekre, az allergénekre,
a sajat antigénekre és mikrobialis antigénekre adott szabalyozott immunvalaszokat (Dhouib et al.
2016, Vaknine & Soreq 2020) Az in vitro és in vivo vizsgalatok soran kapott eredmények altalaban
megegyeznek és jol extrapoldlhatd informécidkat szolgaltatnak a human immunoldgia szamara.
azonban tovabbi munkalatok sziikségesek a kisérleti adatok és az emberi immuntoxicitas
kockézata kozotti tavolsag csokkentéséhez.

A prenatalis fejlodés alatt a gerinces embriodk kiilondsen érzékenyek azon anyagokra, amelyek
befolyasoljak a kolinerg-receptorok vagy a AChE miikodését. A neurotranszmitterek a fejlodo

szovetekben novekedésszabalyzo és morfogenetikai funkciokat latnak el (Petrovova et al. 2011).
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Részt vesznek az ontogenezis szakaszaiban és alapvetd szerepet jatszanak az agy sejt- és szerkezeti
fejlodésében (Whitaker-Azmitia, 1984, Buznikov et al. 1996, Slotkin 1999). A fejlodési
idészakban a kolinerg receptorok stimuldldsa szabdlyozza a sejtek replikacidjat,
differencialodasat. A receptorstimulacié egyedi modon kommunikadl a sejtdifferencialodast
szabalyozo génekkel, befolyasolva a sejt végsod sorsat (replikacid, differencialodas, ndovekedés,
apoptézis). Az esetleges stimulacio valtozads (idozités, intenzitds) azonban befolyasolhatja az
idegrendszer fejlodését (Petrovova et al. 2011). A fejlédé neurotranszmitter-rendszer kiillondsen
sebezhetd pl. a szerves foszforsav-észterek és a karbamat peszticidek akut kolinerg toxicitasara,
amelyeket gy terveztek, hogy hatast gyakoroljanak a receptorokra. A fejlddésben 1€vo
szervezetek érzékenyebbek az ilyen tipusu toxicitasra és ha az idegrendszer fejlédésének kritikus
iddszakaiban torténik az expozicid modosulhat az AChE nem-kolinerg szerepe (Bigbee et al.,
1999). A doktori munka soran betekintést nyertem az LCyo alatti bendiocarb koncentraciok okozta
tiinetekbe, korai életszakaszban. A vizsgalatok a humén betegség modellezésben és a prekilinikai
gyogyszer tesztelésben is hasznalatos modellszervezeten, a zebradanié embridkon torténtek. Az
egymast kiegészité toxikologiai, morfologiai, enzimaktivitasi, viselkedési, transzkriptomikai,
hisztopatoldgiai, immunologiai vizsgalatok egymassal és a szakirodalommal Gsszhangban 1év6
eredményeket szolgaltattak. Osszességében elmondhaté, hogy az embrionélis bendiocarb kitettség
az AChE gatlasan keresztlil szamos bioldgiai folyamatra hatast gyakorolt, amelyek jelentds
mértékben meghatarozhatjak a fejlodo szervezet késébbi életfolyamatait. A bendiocarb a rovarok
idegrendszerét célozza, azonban a neurokémiai folyamatok hasonldsdga miatt valosziniisithetleg
neurotoxikus lehet az emberre is. Szamos gén kifejezddésében okozott valtozast a bendiocarb
kezelés, olyanokban is, amelyek rendelkeznek human ortolog génnel. Ugyanakkor a kapott
eredmények fejlettebb gerincesek iranyéaba torténd extrapolalasakor koriiltekintden kell eljarni és
tovabbi vizsgalatok elvégzése sziikséges, azonban a zebradanidé embrion kapott eredmények jo

alapot szolgaltathatnak.
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6. Javaslatok

A doktori munka soran kapott eredmények alapjan érdemes a kronikus kitettség vizsgalatok
elvégzése, az embrionalis/adult kori, akar generacidkon ativeld hatdsdnak megismerése, a hosszu
tava kovetkezmények feltérképezése. A legtobb tobbgeneracios vizsgalat fontos végpontja, a halak
szaporodasbioldgiai paraméterinek vizsgalata, hiszen jol mutatja populacid szinten torténd
hatasokat. Az inszekticid karbamatok befolyasolhatjak az endokrin rendszer mikodését, amely
kihatassal lehet a szaporodasra is. igy javasolt az esetleges hormonmodulans hatas feltérképezése.
Reprodukcios képességet vizsgald toxikoldgiai tesztek elvégzése.

Munkdm soran kapott eredmények tiikrében érdemes lenne a tovabbi kardiotoxicités
vizsgalatok elvégzése, kiegészitve sziv-regeneraciés modell hasznalataval. A teljes transzkriptom
analizis soran kapott eredmények alapjan a bendiocab kezelés befolydsolhatja a szoveti
illetve az immunmodulans hatas tovabbi feltarasa, akar egy makrofag-specifikus transzgenikus
zebradanio6 vonal bevondsaval.

A természetben el6forduld szennyezok értékelése azon alapul, hogy a kiilonb6zo szervezeteket
egyedi peszticid szennyezésnek teszik ki, azonban a valésagban a novényvédd szerek ritkan

fordulnak el6 dnmagukban, igy javasolt a keverék vizsgalatok elvégzése

74



7. Uj tudomanyos eredmények

1.

Elsoként vizsgaltam akut toxicitasi tesztek segitségével a bendiocarb fél-letalis és effektiv
32,52 mg/l. Megallapitottam, hogy a bendiocarb expozicié a 3,12 mg/l feletti

koncentraciok esetében jelentdsen befolyasolja a larvak fejlodését.

Els6ként mutattam ki, hogy a szubletdlis koncentraciokkal torténd embrionalis
bendiocarb expozicié hatdsdra a pulzusszdm és mozgésintenzitas csokken, az AChE,
SOD, CAT, GST ¢és GPxSe aktivitasa ¢s a LPO szintje csokken 96 oras zebradanio

larvakban a 0,4-3 mg/l-es koncentraci6 tartomanyban.

Elsoként irtam le a szubletdlis koncentracidokkal torténd embriondlis bendiocarb
expozici6 teljes RNS szekvenalason alapuld, teljes transzkriptomra gyakorolt hatasait 96
ords zebraddnié larvakban. A 3 mg/l-es bendiocarb expozicid indukalta az
izomrendszerhez és az immunrendszerhez kapcsolodd folyamatokban szerepet jatszo
gének, illetve csokkentette a vizudlis észleléssel, az érzékszervi fejlodéssel és az

idegrendszer fejlddésével kapcsolatos gének kifejezddését.

Megallapitottam, hogy a bendiocarb negativ iranyba befolydsolja a fejlddé embriok
vizualis észlelését és 3 mg/l-es koncentracid tartomanyban, korszovettani eltéréseket
eredményez a szemben, de fokozza a fejlddé embridk izom miikddését, és korszovettani

elvaltozasokat okoz a szoveten beliil.

Elséként szamoltam be arrdl, hogy a szubletalis koncentracidkkal torténd embriondlis
bendiocarb kitettség megvaltoztatja a neutrofil granulocitdk eloszlasat a zebradaniod
larvakban és csokkenti a gyulladdsokra adott valaszreakcidjukat. Megallapitottam
tovabba, hogy a bendiocarb noveli a nitrogén-monoxid produkciot a larvak oldalvonala

mentén.
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8. Osszefoglalas

Napjainkra a kiilonb6z6é novényvédd szerek a mindennapjaink természetes része, hiszen
meghataroz6 szerepet toltenek be a mezdgazdasdgban, a koz-, és dallategészségiigyben, az
¢lelmezésben és szerepet jatszanak a jobb életmindség fenntartdsdban. Intenziv felhasznalasuknak
koszonhetéen fokozodik a koérnyezetben, az élelmiszerekben, a ndvényi-, allati-, human eredetii
mintdkban valé megjelenése. Ezek a vegyiiletek sok esetben igen erételjes biologia hatéassal
rendelkeznek, ezért elengedhetetlen a jelenlétiikb6l fakaddo kovetkezmények feltarasa,
megismerése.

A bendiocarb a karbamatok csoportjaba tartozd széles spektrumi rovar6lé, amely hatas
mechanizmusat tekintve kolinészteraz-gatlok kozé tartozik. Egyike WHO altal manapsag is
ajanlott vegyiileteknek, amelyek segitik a sziinyogok szamnak kontrollalasat igy az érintett
teriileteken a maldria terjedésének csokkenését. Elterjedt hasznalata ellenére csekély szamu
eredmény all rendelkezésre a bendiocarb terhelés okozta biologiai hatasokrol. Emiatt a jelen
doktori munka elsddleges céljat az alacsony, szubletdlis koncentraciokkal torténd embrionalis
bendiocarb expozicio komplex hatasvizsgalata képezte zebradanié embriokon, larvakon. A
zebradanio kozkedvelt gerinces modellszervezet, mely szamos eldnyds tulajdonsaggal rendelkezik
igy részletes €s extrapolalhat6 informaciok nyerhetdek a felhasznaldsaval.

A szubletalis, embrionalis bendiocarb expozicio fél- halalos koncentracidja (LCso) 96 oraval a
termékenyiilés utan 32,52 mg/l a zebradanio embriok esetében. A bendiocarb kitettség kiilonféle
embrionalis rendellenességeket (farokfejlodési rendellenességek, csokkentett testhossz, eltérés a
melanocitdk  szamaban, méretében, eloszlasdban, pigmenthiany) eredményezett az
embriokban/larvakban. A magasabb koncentraci6 tartomanyokban (25 mg/1 felett) pigmenthiany
alakult ki. A vegyiilet elsddleges hatasa a kolinészteraz-gatlason alapul, ennek megfeleléen
koncentracio-, id6 fliggé gatlast okozott az AChE enzim aktivitasaban. Az igy kialakult
neurotoxikus tiinetek muszkarinszer(i, nikotinszerti, k6zponti idegrendszeri hatastiak lehetnek.
Valoszinisithetdleg a bendiocarb a vizsgalt koncentraciotartomanyban a szivmiikodés
tekintetében a nikotin receptorok stimulalasat okozta, ami tachycardia kialakulasahoz vezet. Ezen
tulmenden a szubletalis bendiocarb expozicid befolyasolja a reaktiv oxigénmolekulak (ROS)
termelodését a fejlédé embriokban/larvakban, mindemellett igen jelentds, teljes transzkriptom
szintll eltérések mutatkoztak meg a kezelést kovetden. A represszalt gének kozott szignifikdnsan
feldusultak azok a gén csoportok, amelyek a vizualis észlelésben ¢€s az érzékszervi fejlodésben
jatszanak fontos szerepet. Az ilyen iranyu tovabbi vizsgalataim soran a fény érzékelésben és a
fototranszdukcidban szerepet jatszo két markergén (rho, opnlmwz2) erételjes gatlasa alakult ki a

bendiocarb kezelés hatasara, és korszovettani eltéreseket figyeltink meg a legmagasabb
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koncentracié esetében a zebradanio larvak retinajaban. Valdszintsitheté, hogy a bendiocarb
hasonldéan mas inszekticid karbamatokhoz befolyasolja a halak retina fejlédését. Azonban a
lokomotoros aktivitds eredményei arra engednek kovetkeztetni, hogy a vizudlis érzékelés
megtartott, csokken ugyan a kezelésen atesett larvak mozgasaktivitasa, de a kontroll csoporthoz
hasonldan a sotét fazis megkezdésével indukalodik a helyvaltoztatas és az ismételt fényciklus
bealltat kovetdéen redukalodik az aktivitds. Az embrionalis bendiocarb expozicid teljes
transzkriptom analizise azt mutatta, a vegyiilet fokozza az izomszovethez, izomrendszerhez
kapcsolodo folyamatokban szerepet jatszo géncsoportok kifejezodését. Korszovettani eltéréseket
okoz az izomszovetben, valamint a kivalasztott két izomspecifikus markergén (desma, fnlb)
kifejezddését szignifikdns mértékben indukalja. Ezen végpontok pedig parhuzamot mutattak a
transzkriptom analizis soran kapott eredményekkel. Az izomhoz kapcsolt géncsoportok mellet az
immunrendszerhez kapcsolt folyamatokban kozremiikodd géncsoportok kifejezddése is
indukalodott a teljes transzkriptom analizis soran. Ezenkiviil megfigyelheté volt a neutrofil
granulocitak larvakon beliili diffaz szorddasa, a nitrogén-monixid szint emelkedése, valamint a
két immunvalasz-asszocialt markergén (cxcl18b, cxcl8b.1) erételjes indukalasa. A bendiocarb
kezelés befolyasolta a neutrofil garnulocitak lokalis sebzésre adott valaszreakcigjat is. A kapott
eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a bendiocarb kezelés egy szisztémas gyulladast
okoz a zebradani6 larvakban és nem kizart az immunmodulans hatésa sem.

Osszefoglalva az eredményeket, jo1 1athaté, hogy a rovid bendiocarb kitettség is jelentds hatést
gyakorol az allatok embrionalis fejlédésére. Habar a kapott eredmények extrapolalasa soran
koriiltekintéen kell eljarni, bizunk abban, hogy a zebraddnion, mint elfogadott gerinces modell

szervezeten sziiletett eredmények jo alapot szolgaltatnak a tovabbi kutatdsokhoz.
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9. Summary

In today's world, various pesticides have become a natural part of our daily lives, as they play
a crucial role in agriculture, public and animal health, food production, and contribute to
maintaining a better quality of life. Due to their intensive use, their presence is increasing in the
environment, in food, and in samples of plant, animal, and human origin. These compounds often
possess powerful biological effects, which is why it is essential to explore and understand the
consequences arising from their presence.

Bendiocarb belongs to the group of carbamates, and it is a broad-spectrum insecticide with a
mechanism of action classified among cholinesterase inhibitors. It is one of the compounds
currently recommended by the World Health Organization (WHO) to assist in controlling the
mosquito population, thereby reducing the spread of malaria in affected areas. Despite its
widespread use, there is limited information available on the biological effects caused by
bendiocarb exposure. For this reason, the primary objective of this doctoral thesis was to conduct
a comprehensive impact assessment of embryonic bendiocarb exposure at low, sublethal
concentrations in zebrafish (Danio rerio) embryos and larvae. Zebrafish is a popular vertebrate
model organism with numerous advantageous properties, allowing for detailed and extrapolatable
information to be obtained through its utilization.

The sublethal embryonic exposure to bendiocarb resulted in a half-lethal concentration (LCso)
of 32.52 mg/l 96 hours after fertilization in zebrafish embryos. Bendiocarb exposure led to various
embryonic abnormalities, including tail developmental disorders, reduced body length, variations
in the number, size, distribution, and pigment deficiency of melanocytes in embryos/larvae.
Pigment deficiency occurred in the higher concentration range (above 25 mg/l). The primary effect
of the compound is based on cholinesterase inhibition, causing concentration- and time-dependent
inhibition of acetylcholinesterase (AChE) enzyme activity. The neurotoxic symptoms that ensued
could be like muscarinic, nicotinic, or central nervous system-related. Presumably, bendiocarb in
the examined concentration range stimulated nicotine receptors in terms of cardiac function,
leading to the development of tachycardia. Furthermore, sublethal bendiocarb exposure influenced
the production of reactive oxygen species (ROS) in developing embryos/larvae. In addition,
significant, whole-transcriptome-level differences were observed following treatment. Among the
repressed genes, gene groups significantly enriched in those involved in visual perception and
sensory development were identified. Further investigations revealed robust inhibition of two
marker genes (rho, opnlmwz2) involved in light perception and phototransduction upon bendiocarb
treatment. Histopathological alterations were observed in the retinas of zebrafish larvae at the

highest concentration. It is likely that bendiocarb, similar to other insecticidal carbamates, affects
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fish retina development. However, results of locomotor activity suggest that visual perception is
retained. Although the movement activity of treated larvae decreases, similar to the control group,
movement is induced with the onset of the dark phase, and activity is reduced after the
establishment of repeated light-dark cycles. The whole transcriptome analysis of embryonic
bendiocarb exposure indicated that the compound enhances the expression of gene groups
involved in processes related to muscle tissue and the musculoskeletal system. This leads to
histopathological changes in muscle tissue, and the expression of the selected two muscle-specific
marker genes (desma, fnlb) is significantly induced. These endpoints were parallel to the results
obtained during the transcriptome analysis. In addition to the muscle-associated gene groups, the
expression of gene groups involved in immune system processes was induced during the whole
transcriptome analysis. Furthermore, diffuse scattering of neutrophil granulocytes within larvae,
an increase in nitric oxide levels, and robust induction of two immune response-associated marker
genes (cxcl18b, cxcl8b.1) were observed. Bendiocarb treatment also affected the local response of
neutrophil granulocytes to injury. The results suggest that bendiocarb treatment induces a systemic
inflammation in zebrafish larvae, and its potential immunomodulatory effect is not excluded.

In summary, it is evident that even brief exposure to bendiocarb has a significant impact on the
embryonic development of animals. While caution must be exercised in extrapolating the results,
we are optimistic that the findings obtained in the accepted vertebrate model organism, zebrafish,
provide a solid foundation for further research.
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10. Mellékletek

1. melléklet: A 20. abra nagyitott képe. A bendiocarb expozicié teljes transzkiptomra gyakorolt
hatasai 96 6ras zebradanio larvakban. (A) A 3 mg/l-es bendiocarb koncentraci6 altal szignifikans

mértékben indukalt (B) a 4 mg/l-es bendiocarb koncentracio altal legszignifikansabb mértékben

indukalt folyamatok.

A
Indukalt folyamatok (3 mg/L)
monoatomic ion homeosztazis (0,69%)  integrin altal kozvetitett
a neuron projekcio fejlédéseének jelatviteli itvonal (0,69%)
pozitiv szabalyozasa (0,69%)
kollagén bioszintetikus folyamat (0,69%) notochord fejlédés (0,69%)
fehérje Ujratekeredés (0,69%)
makromolekula modifikacio (0,69%) izomszovet ffl'odﬁe
prosztaglandin anyagcsere (21,38%)
folyamat (1,38%)
szoveti regeneréacio (2,07%)
neutrofil migracié (2,07%) makromolekula
sejt-szubsztrat adhézioé (2,07%) anyagcsere folyamat
membranfehérje proteolizis (2,07%) (16,55%)
extracellularis matrix
szervezddes (2,07%)
izomrendszeri folyamatok (2,76%) szerves anyagok
. 0 katabolikus
glikéz anyagcsere folyamat (3,45%) folyamata (9,65%)
sebgyogyulas (4,83%)
tobbsejtll lipid homeosztazis
szervezet fejlédése S (8,27%)
o keringési rendszer
(4,83%) '
folyamatai
védekezd valasz (6,20%)
(5,52%)
B

Indukalt folyamatok (0.4 mg/L)

cellularis aldehid
anyagcsere folyamat
(5,56%)

koleszterin homeosztazis
(11,11%)

a fehérje
depolimerizacio
negativ szabalyozasa
(38,89%)

xenobiotikus
anyagcsere folyamat
(11,11%)

szerin csalad
aminosav katabolikus
folyamata (11,11%)

lipoprotein transzport (22,22%)
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2. melléklet: A 20. abra nagyitott képe. A bendiocarb expozicio teljes transzkiptomra gyakorolt
hatasai 96 Oras zebradanio larvakban. (C) a 3 mg/l-es bendiocarb koncentraci6 altal

legszignifikansabb mértékben represszalt bioldgiai folyamatok. (D) A 3 mg/l-es és a 4 mg/l-es

bendiocarb koncentraciok altal legszignifikansabb mértékben indukalt folyamatok.

Cc

Represszalt folyamatok (3 mg/L)

sejtkomponens szervezddés (1,21%)

) NP o

monokarbonsav anyagcsere folyamat (2,41%) mikrotubulus depolimerizacio (1,21%)

citozin C-5 metilezése (2,41%)

mRNA splicing, via spliceosome (3,61%) kromoszoma szegregacio
(24,1%)

regeneracio (3,61%)

extracellularis matrix szervezédés
(3,61%)
tobbsejtl szervezet fejlédése
(7,23%)

pirimidin tartalmu vegyulet
anyagcsere folyamat
(7,23%)
érzékszervi fejlédés
(7,23%)

idegrendszer fejlédése
(15,66%)

vizudlis észldlés citoszkeleton szervezédés
(12,05%)

(8,43%)

Indukalt folyamatok 3 mg/L és 0.4 mg/L

hosszu lancu zsirsav
anyagcsere folyamat (2,71%)
szarkomer szervezddes (2,71%)

szirsav transzport (2,71%)

antibiotikumra adott

valasz (2,71%) mozgasszervi ritmus

(13,51%)

nukleobazis i

anyagcsere folyamat foszfagén

(5,41%) anyagcsere folyamat
’ (13,51%)
miozin filamentum .

szervezddés (8,11%) amin

anyagcsere folyamat
(10,81%)

kitin anyagcsere
folyamat (8,11%)

xenobiotikus
anyagcsere folyamat
(8,11%)

atrioventricularis billentyl morfogenezis
(10,81%)

piruvat anyagcsere folyamat (10,81%)
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