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1. A munka elozményei, célkitiizések

A kiilénboz6 névényvédo szerek (peszticid) hasznalata ma mar a mindennapjaink
részévé valt. Segiti az intenziv gazdalkodast, hasznalatuk biztositja a fokozott
¢lelmiszertermelést, €s az ¢€lelmiszerellatas biztonsagat. Becslések szerint, a
peszticidek hasznalata nélkiil, a termés egyharmada elveszne. A peszticidek
folyamatos ¢és széleskori hasznalata, terhelheti az egyébként nem célzott
szervezeteket, a kornyezetet és a kijuttatds helyét6l tavolabbi teriileteken
jelenhetnek meg novényvéddszer-maradékként, koszonhetden a bioakkumulécios
¢s perzisztens tulajdonsagaiknak. Alkalmazasukbdl adédoan napjainkra tobbféle
¢lelmiszerben kimutathatok. A hatarérték feletti szermaradékot tartalmazo
¢lelmiszerek tartos fogyasztiasa pedig komoly egészségiigyi kovetkezményeket
okozhatnak. Az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO) a peszticid mérgezéseket
kozegészségiigyi problémaként azonositotta, amely vildgszerte jelentOs
morbiditast és halalozast okozhat. A felhasznalt novényvéddszerek 29,5%-a
rovarirtd szer (inszekticid) és mechanizmustol fiiggden tobb alcsoportja 1étezik a
csoportnak.

A bendiocarb a karbamatok csoportjaba tartozo széles spektrumu rovar6lo.

Napjainkban is egyike a WHO altal ajanlott anyagnak, amely hatasosan
felhasznalhat6 az IRS - Indoor Residual Spraying (beltéri permetezés) technika
soran eldsegitve a sziinyogok szdmanak kontrollalasat, a malaria terjedésének
csokkenését. Ennek ellenére nagyon korlatozott mennyiségli adat all
rendelkezésre a bendiocarb expozicié okozta biologiai hatasokrol. Elterjedt
alkalmazasa miatt, vildgszerte kimutathatova valt kiilonféle vizekben és az
otthoni felhasznalasbol adéddan emberi levegd és vérmintakbdl is. Az emberi
szervezetbe felszivodva 4tjut a placentdn ¢és megjelenhet a sziiletendd
csecsemOkben. Az embrionalis fejlodés iddszakaban torténd bendiocarb
kitettség, hasonloan mas xenobiotikumokhoz jelentds kovetkezményekkel jarhat
az ¢él6 szervezetre, mind a morbiditas mind a halalozas tekintetében. Ennek
kovetkeztében sziikségessé valt a részletesebb feltaro munkak elvégzése, amelyek
segitségével atfogobb képet kaphatunk az embrionalis bendiocarb kitettség
biologiai kovetkezményeirdl.
Az akvarisztikabol is jol ismert zebradani6 (Danio rerio) az egyik legelterjedtebb
gerinces modellszervezet szamos tudomanyteriileten és a fajrol rendelkezd
hattértudas pedig lehetOséget biztosit komplex modellrendszer kialakitasahoz,
ezaltal részletes és extrapolalhaté informaciok nyerhetdek a kiilonbozd
kornyezetbe keriild szennyezé anyagok hatasarol. A dolgozatomban ennek a
fajnak az embridit hasznaltam modellként.



Célkituzeések

A doktori munka soran a célom az embrionalis fejlodés id6szakaban bekdvetkezo
bendiocarb expozici6 hatasanak feltérképezése volt, zebradaniéo modellszervezet
felhasznéldsaval. Ezen beliil az alabbi alcélokat tiiztem ki
1. Avegyllet LCsp értékének megallapitasa, valamint az embriokra/larvakra
kiterjedd morfologiai elvaltozasok detektalasa.
2. Az anyag f6 hatdsmechanizmusaval szorosan Osszefiiggd vizsgalatok
elvégzése:
a. acetilkolinészteraz-gatlasanak vizsgalata
b. szivmikodés vizsgalata
C. az antioxidans rendszerben szerepet jatszo enzimek aktivitdsanak
feltérképezése
d. aviselkedésben megjelend eltérések feljegyzése
3. ateljes transzkriptom szinti valtozasok feltarasa, a bendiocarb expozicio
altal jelentésebb mértékben érintett bioldgiai Gitvonalak azonositdsa. A
kapott eredmények alapjan tovabb vizsgaltam:
a. a larvak vizudlis észleléséhez,
b. azizomszovethez, izomrendszerhez,
€. az immunrendszerhez kapcsolod6 folyamatokban bekdvetkezd
elvaltozasokat.



2. Anyag és modszer

2.1 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 zebradanio halfaj
AB vad tipusat és transzgenikus vonalait (2.2shh:gfp: ABC#15, Tg(mpx:EGFP))
hasznaltam. A halakat, allando6 vizmindségi paramétereken tartottam, a
folyamatos vizatfolyast biztosito recirkuldcids rendszerben (Zebtec, Tecniplast,
Buguggiate, Italy). Az allatok szamara a 14 6ras nappali megvilagitast és a 10
orés éjszakai idészakot 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 vizsgalatok sordn felhasznalt zebraddnid embriokat a felndtt egyedek
ivasabol nyertem. Az ivatdst kovetéen az ikrakat Osszegyljtottem ¢€s
szétvalogattam szteredmikroszkop (Leica M205 FA, Wetzlar, Germany) alatt. A
megtermékenyiilt ¢és normalis sejtosztoddst mutatd embriok kertiltek
kivalogatasra az OECD 236 szabvany ajanlasa alapjan.

Az elvégzett vizsgéalatok az Eurdpai Parlament és a Tanacs tudomanyos célra
felhasznalt allatok védelmérdl sz6l6 2010/63/EU iranyelveiben foglaltak szerint
zajlottak. A doktori munka sordn Onalloan nem taplalkozé stadiumban 1évo
zebradani6 embriok, larvak kertiltek felhasznalasra.

2.2 Akut embrio tesztek

A 96 6ras akut embrid toxicitasi vizsgéalatokat az OECD 236-os irdnymutatisa
alapjan terveztem. A tesztekhez sziikséges ikrdkat az anyahalak szinkronizalt
szaporitdsa utan Osszegylijtottem, szétvalogattam és a 8 sejtes allapotot
megeldzden a tesztedényekbe helyeztem. A teszt iddtartalma 96 ora volt, napi
oldatcserével biztositottam az 4allanddé koncentraciot. A teszteket 24-es
szovettenyészto lemezekben végeztem, minden koncentracio esetében 20 embriot
vizsgaltam, hdrom ismétlésben. A teszteket egymadstdl fiiggetlen idépontban
kétszer megismételtem. Negativ kontrollként rendszervizet hasznéltam és
olddszeres kontroll (0,026 v/iv% DMSO rendszervizben oldva) csoport is
beallitasra kertilt. Az akut embri6 toxicitas tesztelésekor 200 mg/L-es térzsoldatot
alkalmaztam, majd az alkalmazott koncentraciokat ezen torzsoldat higitasaval
allitottam el6, biztositva az egységes DMSO koncentraciot. A 96 oras akut embrid
toxicitasi vizsgalat soran meghataroztam a mortalitast és embrionalis fejlodési
rendellenességeket kerestem az OECD 236 irdnyelve alapjan. Vizualisan
Osszehasonlitottam a melanocitdk szamat és méretét a kontroll csoportokkal. 72
oraval a termékenyiilés utdn, a larvak kelését kovetden digitalis felvételeket
készitettem az embriokrol laterdlis orientdcidoval a Leica M205 FA
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sztereomikroszkop segitségével. A teszt végpontjaként kiszamoltam az LC/ECy,
10, 50, 90-€s értékeket probit-analizissel az OECD-iranyelv szerint.

2.3 A szubletalis bendiocarb expozicio karos hatasainak
feltérképezésére iranyulé embrionalis vizsgalatok

Az akut embrionalis vizsgalatok eredményei alapjan szubletalis bendiocarb
koncentraciokat (3, 1,5; 0,75; 0,4; 0,07) valasztottam ki, a bendiocarb expozicié
szubletalis  kovetkezményeinek meghatarozasara. Negativ  kontrollként
rendszervizet hasznaltam és oldoszeres kontroll (DMSO) csoport is beallitasra
kertilt. A DMSO-expozicié az OECD 236 iranyelve alapjan hatarérték alatt volt
(0,01 v/Iv%). A kisérleteket 10 cm-es Petri csészékben végeztem, napi oldatcsere
mellett. A szubletalis vizsgalatok soran 3 mg/L-es torzsoldatot alkalmaztam, majd
az alkalmazott koncentriciokat ezen torzsoldat higitdsaval Aallitottam eld,
biztositva az egységes DMSO koncentraciot. Minden vizsgalati koncentracid
esetében harom parhuzamos lett bedllitva és a tesztek egymastdl fliggetlen
idépontban kétszer megismétlésre keriiltek. A vizsgalati edényekbe 50 ml teszt-,
vagy kontrolloldat keriilt. A tesztek sordn felhasznalt ikrdk az anyahalak
szinkronizalt szaporitdsa utan, datvalogatast kovetéen (8 sejtes allapotot
megeldzden) keriiltek a Petri csészékbe. A tesztek hossza 96 ora volt, hasonléan
az akut teszthez és ezt kovetden torténtek a tovabbi vizsgalatokhoz sziikséges
mintavételek.

2.3.1 Morfologiai vizsgalatok

Az akut embrid toxicitdsi eredmények alapjan morfologiai vizsgalatot
végeztem, hogy megallapitsam a bendiocarb hatasat a teljes testhosszra és a
notochord régi6 hosszara. 96 oraval a termékenyiilés utan digitalis felvételeket
készitettem az embriokrol (2.2shh:gfp: ABC#15 transzgénikus vonalrol) lateralis
orientacioval a Leica M205 FA sztereomikroszkép alatt. Minden koncentracio
esetében 10 larvarol késziilt felvétel ismétlésenként. Az elkésziilt fényképeket az
Image J szoftver segitségével, méretskala alkalmazasaval elemeztem.

2.3.2 Pulzusszam mérés

A pulzusszam mérés 48 oraval a termékenyiilést kovetden tortént. Minden
kezelési parhuzamosban 10 larva szivmiikddése lett rogzitve (20 sec), lateralis
orientacioval, a Leica M 205 FA mikroszkoppal. Az elkésziilt felvételeket
lassitottam, majd manualisan leszdmoltam a larvak szivverését.

2.3.3 Enzimaktivitas vizsgalatok zebradanié embriékon

A termékenytilést kovetden 48, 72 és 96 Oraval mintat vettem a kezelésekbdl.
20 larvat helyeztem az Eppendorf- csdovekbe (két részminta, minden ismétléshez)
¢s homogenizaltam (TissueLyser LT, Qiagen, Germantown, MD, USA).
Ismétlésenként harom parhuzamosban értékeltem az enzimaktivitast 25 °C-on. A
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crcr

modszer segitségével (Bradford 1976), mikrolemezre (microplate) adaptalva.

Az AChE aktivitas meghatarozasat Ellman et al. 1961. szerint végeztem,
mikrolemezre adaptalva azt (Guilhermino et al. 1996). A katalaz (CAT) enzim
aktivitasat Aebi (1984) modszerét alkalmazva mértem. A glutation-S-transzferaz
(GST) aktivitast Habig et al. (1974) modszerével hataroztam meg, mikrolemezre
adaptalva. A glutation-peroxidaz aktivitas méréshez Paglia & Valentine (1967)
modszerét vettem alapul, Lawrence & Burk (1976) altali modositasokkal, amit 96
lyuku szovettenyészt lemezre adaptaltam (Faria et al. 2009). A teljes szuperoxid-
diszmutaz (SOD) aktivitast 3 parhuzamosban mértem a xantin-oxidaz/citokrém c
modszerrel (Crapo et al. 1978).

A lipid-peroxidaciét (LPO) a szdvet homogenizatumokban a malonaldehid
képzddése alapjan értékeltem a Wills (1987 a-b) altal kidolgozott tiobarbitursav
modszerrel. Az eredményeket a tiobarbitursav reaktansok (TBARS)
mikromoljaiban adtam meg, a homogenizalt fehérje milligrammjara
vonatkoztatva.

2.3.4 Viselkedés vizsgalatok

A 96 oras bendiocarb kitettséget kovetoen viselkedés vizsgalatokat végeztem.
A viselkedés vizsgélatok soran lapos alji 96 lyuka szdvettenyésztd lemezbe
helyeztem az allatokat. Minden koncentracid esetén 10 larvat vizsgaltam
ismétlésenként (1 larva/lyuk) a Zebrabox rendszer (ViewPoint Life Science,
Franciaorszag, 6. abra) segitségével. A vizsgalat soran a fotoperiddus stimulalas
érte a larvakat: 10 perc vilagos (nappali fény) szakasz, 20 perc sotét (éjszakai
fény) szakasz és 10 perc vilagos szakasz.

2.3.5 RNS szekvenalas és transzkriptom analizis

A Debreceni Egyetem Biokémiai és Molekuldris Bioldgiai Intézetében
végeztiik a teljes RNS szekvendlast és a késdbbi analizist is. A vizsgélat soran az
embrionalis bendiocarb expoziciot a szubletalis koncentracid sor egy
alacsonyabb (0,4 mg/l) és a legmagasabb (3 mg/l) koncentracidival végeztiik el.
A kezelés végén 4 ismétlésben, ismétlésenként 30 larva kertilt 200 pl Trizol
reagenst tartalmazo mikrocentrifuga-csébe. A mintak homogenizéalasat kvetden
400 pl-re kiegészitettiik ¢és -80 °C hdomérsekleten taroltuk. Az RNS izolalés
kloroformos elvélasztassal, izopropanolos precipitacioval és etalonos mosassal
végeztilk, majd az integritast Eukaryotic Total RNA Nano Kittel és Agilent
BioAnalyzer késziilékkel hataroztuk meg. Az Ultra II RNA Sample Prep Kit
felhasznalasaval késziilt az RNS konyvtar. Elsé 1épésben a poli(A)farokkal
rendelkez6 mRNS-t a magneses gyongyokkel konjugélt deoxitimin
szekvencidhoz kotottiik, majd elualtuk ¢és végiil fragmentaltuk. Reverz
transzkripcié és random primerek hasznalataval létrehoztuk a cDNS-eket. A
szekvenalast Illumina NextSeq500 késziilékkel végeztiik el, az adapter ligalasat
kovetden. A nyers adatokat HISAT2 algoritmus felhasznalasaval illesztettiik a
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zebradanional hasznalt referencia genomhoz (GRCzl1). StrandNGS szoftver
hasznalataval azonositottuk a differencidltan expresszalodd géneket. Végiil a
kapott eredményeket gén-ontologiai elemzéssel (Gene Ontology Enrichment
Analysis, GOEA) és a Cytoscape/ClueGo szoftver segitségével értékeltiik.

2.3.6 Génexpresszios szintek meghatarozasa

A transzkriptom analizis eredményei és a szakirodalmak alapjan kiillonb6z6
markergének keriiltek kivalasztasra. Kifejezddésiiket reverz transzkripcion
alapuld kvantitativ polimerdz lancreakcioval (RT-qPCR) mértem meg. A
bendiocarb expoziciot kovetéen csoportonként 5 ismétlésben, ismétlésenként 30
larvat 200 pl Trizol reagenst tartalmaz6 mikrocentrifuga-csdbe helyeztem, majd
homogenizaltam (30 larva/csd). A homogenizatumokat 400 pl-re kiegészitettem
és -80 °C homérsékleten taroltam. Az RNS izolalas, a korabbiakhoz hasonldan,
Kloroformos elvalasztassal, izopropanolos precipitacioval és etalnolos mosassal
végeztem. A nukleaz-mentes, izolalt vizben felvett RNS mennyiségét, mindségét
NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific, Madison, USA) spektrofotométerrel
értekeltem. A komplementer DNS-ek 1étrehozasahoz High Capacity ¢cDNA
Reverse Transcription kit keriilt alkalmazasra. A reakciokat LightCycler 480 11
(Roche) késziilékben, 5Sx HOT FIREPol EvaGreen qPCR Supermix hasznalataval
végeztem. A kapott eredményeket az efla haztartasi gén kifejez6déséhez
viszonyitottam és normalizalt mRNS szinten fejeztem ki.

2.3.7 Szovettani vizsgalat

96 oras bendiocarb expoziciot kovetden mintat vettem szdvettani
vizsgalatokhoz. A szovettani metszetek elkészitése és elemzése Allatorvos-
Tudomanyi Egyetem Patologiai Tanszékén tortént. A 8%-0s pufferolt
formaldehidben rogzitett halakat felszallo alkoholsorban, majd abszolut
etanolban tortént viztelenités utan xilollal impregnaltuk 56 °C-on. A mintakat ezt
kovetden Paraplast-ba agyaztuk, majd szédnkamikrotommal metszeteket
készitettiink. A metszeteket kétszer valtott xilolban deparafinaltuk, majd leszallo
alkoholsorozatban (abszolut etanol, 96 %, 90%, 80%, 70%, 50%-os etanol) tortént
mosast kovetden, desztillalt vizzel mostuk. Végiil hematoxilinnel és eozinnal
festettiink a késébbi mikroszkdopos vizsgalatokhoz.

2.3.8 Nitrogén-monoxid termelédés mérése, in vivo

A nitrogén-monoxid larvakon beliili termelddését a diaminofluoreszcein-FM
diacetdit (DAF-FM-DA) fluoreszcens proba felhasznalasaval értékeltem és
Lepiller et al. (2007) protokolljat vettem alapul. A 96 6ras bendiocarbos kezelést
kovetden a larvakat egyenként egy 96 lyukl szovettenyésztd lemezre helyeztem
at. A mikrolemez véjataiba el6zetesen 200 pl 5 uM DAF-FM-DA oldat volt
pipettdzva. Az inkubdlast (25,5 °C, 1 ora, sotét) kovetden a larvakat
rendszervizzel —atmostam és  elaltattam  trikain-metanszulfonat  oldat
hozzaadéasaval (MS222, 168 mg/l). Az altatds utan a larvakat laterdlisan
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poziciondltam és a Leica M205 FA sztereomikroszkép alatt, GFP sziirdvel

cres

szoftver segitségével mértem.

2.3.9 A neutrofil granulocita sejtszam és eloszlas meghatarozasa

A Tg(mpx:EGFP) transzgénikus zebradanio vonal utodai kertiltek a vizsgalat
soran felhasznalasra. A Debreceni Egyetem Immunologiai Intézetében végeztiik
a teljes larvakra vetitett neutrofil granulocita sejtszdm meghatarozast,
fluoreszcencia aktivalt sejtvalogatassal (Fuorescence Activated Cell Sorting,
FACS). A mintak két fiiggetlen kisérletbdl szarmaztak, csoportonként harom
ismétlésben. Ismétlésenként 15 larva kertiilt jeges vizzel lehiitott mikrocentrifuga-
csovekbe. Ezutan a larvakat Ringer-oldatban atmostuk, majd 0,25 % -os Tripszin-
EDTA hozzaadasaval emésztettiik. Az emésztés leallitdsa magzati szarvasmarha
szérum (FBS, fetal bovine serum) ¢és kélcium-klorid hozzdadasaval tortént.
Centrifugalast (400 G, 5 min) kovetéen a mintdk reszuszpendalasa 5 %-0S
FBS/PBS-ben tortént és 40 um porusméretii sejtsziiré kosarakkal sziirtiik at 6ket.
NovoCyte Flow Cytometer késziilék hasznalataval hataroztuk meg az EGFP+
sejtek gyakorisagat, 10° sejtre vonatkozoan.

A larvakon beliili neutrofil granulocita eloszlas megallapitasahoz lateralis
orientacioval, GFP sziir6vel fényképeket (Leica M205 FA) készitettem a
larvakrol, a bendiocarb kezelés végén. A fényképezés el6tt a larvakat elaltattam
trikain-metanszulfonattal (MS222, 168 mg/1). A neutrofil granulocita eloszlast az
elkésziilt fényképek alapjan értékeltem, majd a notochord régidban talalhatod
EGFP+ sejteket az Image J szoftver segitségével dsszesitettem.

2.3.10 Farokuszoé sebzésén alapul6 elvaltozasok

A farokuszo metszés Cheng et al. (2020) mddszere alapjan végeztem Kisebb
modositasokkal. 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 kovetden a larvakat friss rendszervizet
tartalmazo 24 lyukt sejttenyésztd lemezekbe helyeztem. A sériilés helyére torténd
neutrofil vandorlast GFP sziir6vel felszerelt Leica M205 FA sztereomikroszkdp
segitségével rogzitettem, a sériilést kovetden 4 €s 12 oraval. A seb kornyékén
megjelend neutrofilek szadmat az Image J szoftver segitségével szamoltam.

2.3.11 Statisztikai értékelés

Az akut embrionalis teszt soran kapott adatokat a Prism 6.0 (6.01 for
Windows) statisztikai szoftvercsomaggal elemeztem (GraphPad Software Inc.,).
Nem linearis regressziot alkalmaztam, az elemzések soran és 95 %-0s konfidencia
intervallumot hasznaltam.

A szubletalis vizsgalatok sordn kapott eredmények normalitas-vizsgalatat
Shapiro-Wilk és Kolmogorov-Smirnov probaval végeztem. A csoportok kozotti
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statisztikai kiilonbségeket a normalitas-vizsgalattol fiiggden 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 + szoras formaban dbrazoltam.

Az enzimaktivitas vizsgalatok soran kapott adatokat az OriginPro (2019-es
verzi6, OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA) szoftvercsomag
segitségével elemeztem. A biokémiai marker aktivitdsok koncentraciofiiggésének
kimutatasara nemlinearis regressziot alkalmaztam. A kiilonbozé bendiocarb
koncentraciok €s az expozicidés id0 biokémiai markerekre gyakorolt interaktiv
hatasanak vizsgalatara kétirdnyu varianciaanalizist (ANOVA) alkalmaztam, ahol
az 1do (t = 48; t =72 és t = 96 hpf), a kezelés (kontroll, DMSO, 3, 1,5, 0,75, 0,4
¢s 0,07 mg/1), és ezek kolcsonhatasa kategorikus prediktor faktor volt, mig a mért
biomarkereket fiiggd valtozonak tekintettiik. A statisztikai elemzések el6tt a nyers
adatokat az eloszlds normalitdsa és a variancia homogenitdsa tekintetében
Kolmogorov-Smirnov teszttel, illetve Levene’s teszttel elemeztem.

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

A vizsgalatok elemzése soran, ha a p értéke kisebb volt 0,05-nél, akkor
statisztikailag szignifikansnak tekintettem a kapott eredményeket.
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3. Eredmények

3.1 A halembri6 toxicitas teszt eredményei

A 96 6ras bendiocarb kezelést kovetden kiszamoltam az LC/EC1, 10 50, 90-€S
értékeket. A mortalitasi adatok alapjan a bendiocarb fél-halalos koncentracidja
96 oraval a termékenyiilés utan 32,52 mg/l. A bendiocarb embridkra gyakorolt
hatdsanak vizsgélatakor kiilonb6zé deformitdsokat tapasztaltam, melyek
megjelenése dozis-hatds Osszefiiggést mutatott. Ezen deformitasok alapjan
szamitott ECso 2,30 mg/l volt 96 orés kitettség esetében. A legjellemzdébb
megfigyelt deformitasok a 3,12 mg/l feletti koncentraciok esetében a
farokfejlédési rendellenességek voltak és a 0,39 mg/1 feletti kezeléseknél a larvak
testhossza csokkent. Ezeken kiviil megfigyelhetéek voltak egyéb fejlddési
rendellenességek is a 96 oras kezelés soran.

3.2 A szubletalis bendiocarb expozicio karos hatasainak
feltérképezésére iranyulo embrionalis vizsgalatok
eredményei

3.2.1 A morfologiai vizsgalatok eredményei

Az akut embrionalis kisérletek eredményei alapjan egy szlikebb koncentracio
tartomanyban folytattam a tovabbi vizsgalatokat egy transzgenikus vonallal
(Tg(shh:GFP)). Az eredmények tiikrozték a korabbi megfigyeléseimet.
Szignifikansan csokkent a teljes testhossz és a notochord hossz is a 0,75 mg/1, és
az az feletti koncentraciok esetében a negativ és az olddszeres kontroll
csoportokhoz képest (p<0,05; N=60). Egyéb elvaltozdsokat nem tapasztaltam a
kisérlet soran.

3.2.2 Az acetilkolin-észteraz aktivitas, a pulzusszam értékelése és a hspb 11
gén Kkifejezédésének valtozasa

Az AChE aktivitasa a larvak fejlddése soran, allando bendiocarb kitettség
mellett szignifikans csokkenést mutatott, mind a harom vizsgalati fazisban (48
hpf, 72 hpf, 96 hpf). A kivéltott gatlds a vizsgalt idépontokban
koncentraciofiiggének és idofiiggének bizonyult. A bendiocarb kezelés a hspb 11
gén szignifikdns mértékii, koncentracio-fiiggd indukalasat vonta maga utan, a
0,75-3 mg/l tartomanyban. Azonban a pulzusszam vizsgalat soran Szignifikans
novekedés volt megfigyelhetd a 0,4-3 mg/l-es koncentracid tartomanyban a
kontroll csoportokhoz képest.

3.2.3 Az enzimaktivitas meghatarozasa zebradanio larvakban

Az enzimaktivitas vizsgalatok soran a méréseim azt mutattak, a SOD esetében,
hogy szignifikans koncentraciofiiggd gatlas alakul ki a 48 hpf id6s larvakban a
bendiocarb kezelés soran. Ezzel ellentétes eredményt kaptam a 72 hpf-es
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fazisban, ugyanis a SOD aktivitas szignifikdnsan emelkedett a 0,07; 1,5 és a 3
mg/l-es bendiocarb kezelés soran. A CAT enzim aktivitdsa nem mutatott
szignifikans valtozast a bendiocarb kezelést koveté 48 hpf és 72 hpf korban.
Szignifikdns novekedés a 0,4 mg/l kezelési csoportban volt csak megfigyelhetd
96 oraval a termékenyiilést kovetden, szignifikdns csokkenést pedig a 3 mg/l
bendiocarb kezelési koncentracionak kitett larvak esetében tapasztaltam. A
bendiocarb kezelés hatasara a GST aktivitasa koncentracio- és idofliggdséget
mutatott a 48 hpf és a 72 hpf fejlodési fazisban. A GST aktivitasa szignifikansan
novekedett a 48 hpf korban, 3 mg/l bendiocarb kezelést kovetéen, 72 Oras
fazisban pedig szintén szignifikans novekedés volt megfigyelheté mar a 0,4 mg/I1-
es bendiocarb kezelésekt6l. Erdekes modon a CAT és a GST aktivitasa a 0,4 mg/1-
es bendiocarb kezelést kovetéen a 96 hpf fazisban mutatta a legmagasabb
aktivitdst, de ennek a trendnek az ellenére szignifikans kiillonbség ¢és
koncentracio-fiiggés csak a CAT esetében volt kimutathato. A teljes glutation-
peroxidaz (GPxTOT) és a Se-fiiggd glutation-peroxidaz (GPx-Se) aktivitasa
hasonl6 mintat kdvetett. A kontroll csoportokhoz képest szignifikans 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. Mind a GPxTOT, mind a GPx-Se aktivitasa fokozatosan csokkent
96 oras kezelési fazisban, de ezt a koncentraciofiiggd tendenciat statisztikai
elemzés nem tamasztotta ala.

A lipidperoxidacié (LPO) szintek nem mutattak szignifikans valtozast sem a
48 hpf, sem a 72 hpf fazisban bendiocarb expoziciét kovetdéen. Azonban
szignifikans novekedés volt tapasztalhato a 96 oraval a termékenyiilést kovetden,
a 0,4 mg/l bendiocarb koncentracioval kezeltek csoportoknal.

3.2.4 A szubletalis bendiocarb expozicio a larvak viselkedésére gyakorolt
hatasai

A larvak mozgasanak percenkénti feljegyzései azt jelezték, hogy a bendiocarb
expozicid csokkentette a mozgassal Osszefliggd viselkedést, kiilondsen a
magasabb koncentraciok esetén. A sotét fazis alatt a larvak altal nagy
mozdulatokkal megtett teljes tavolsag és az 1dd, amelyet ezen mozgasformaval
tolt, egy szignifikans csokkenést mutatott a 0,75 mg/l-es koncentraciotol felfelé a
kontroll csoporthoz képest. A sotét ciklus soran a larvék kis mozgasforméval
toltott ideje és a tavolsag, amelyet ezen kis mozdulatokkal tesz meg a korabbi
eredményekhez hasonlo trendet kovetett, azonban a koncentracié fiiggd gatlas
mar a 0,4-3 mg/l tartomanyban kialakult. A larvak mozgasi aktivitasa a fény inger
kozvetlen jelentkezése eldtt és utan azt mutatta, hogy az allatok reagalnak a
fotoperiodus valtozasara a magasabb kezelési koncentraciok esetében is.
Kozvetleniil a sotét fazis beallta utan mar mérhet6 egy szignifikans csékkenés a
larvak kis és nagy mozgésaban a kontroll csoporthoz képest.
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3.2.5 A szubletalis bendiocarb expozicié larvak teljes transzkriptomra
gyakorolt hatasai

A teljes RNS szekvenalas és transzkriptom analizis segitségével
megfigyeltem, hogy a bendiocarb kezelés hatasara 2694 gén mRNS szintii
kifejez6dése valtozott meg szignifikans mértékben. Ezen differencialtan
expresszalt gének koziil 1806 fokozott, mig 884 csokkent kifejezddést mutatott a
bendiocarbbal kezelt larvakban. 0,4 mg/l bendiocarb expozicio esetén a gatolt
gének szamalO volt. Ezzel szemben a feliilreprezentalt gének szdma 64. A 3 mg/1-
es koncentracio esetén az alulexpresszalodo gének szdma 857, az indukalodott
gének szama pedig 1644. A 0,4 és a 3 mg/l-es bendiocarb expoziciot kdvetden
egyarant indukalodott gének szama 98 ¢és 17 gén mutatott csokkent kifejezodést
mindkét kezelési csoportnal. Egy gén mutatott 0,4 mg/1-nél csokkent kifejezddést,
ezzel szemben ez a gén a 3 mg/l-es koncentracio esetében feliilreprezentalt volt.
Hérom gén azonban a 0,4 mg/l-es kezelés esetében mutatott fokozott kifejezodést
¢és 3 mg/l-es bendiocarb kezelést kovetden alulreprezentalodott.

A gén-ontologiai elemzés soran azonositott folyamatokbol a vizualis
észleléssel, az érzékszervi fejléddéssel kapcsolatban 62 gén mutatott csokkent
kifejezodést a 3 mg/l-es bendiocarb kezelés hatasara. Az immunrendszerhez
kapcsolodo gének koziil 100 gén indukélodott, az izomrendszerhez kapcsolhato
gének koziil 132 gén mutatott feliilrepresszalodast a 3 mg/l-es bendiocarb
expoziciot kovetoen.

3.2.6 A szubletilis bendiocarb expozicié larvak vizualis érzékelésére
gyakorolt hatasai

Megvizsgaltam két, a fény érzékelésben és a fototranszdukcidoban szerepet
jatszo gén (rho, opnlmw?2) kifejez6dését RT-qPCR segitségével. A bendiocarb
kezelés a kivalasztott markergének szignifikans represszalasat vonta maga utan.
A larvak szemét ért valtozasokra koncentralt korszovettani elemzések soran a 3
mg/l-es koncentracioval kezelt egyedek esetében talaltam eltérést. A larvak
szemének retina rétegei kozott vakuolizacio alakult ki.

3.2.7 A szubletalis bendiocarb expozicié larvak izom szovetére gyakorolt
hatasai

A gerincesekben megtalalhatd két izomspecifikus gén (desma, fnlb)
kifejezodése szignifikans mértékben valtozott a bendiocarb expoziciot kdvetden.
A bendiocarb kezelés a desma gén jelentds mértékii, koncentracio-fiiggd
indukalasat vonta maga utan a 0,75-3 mg/l-es koncentracio tartomanyban. A
bendiocarb kezelés az fnlb gén jelentds mértékii, koncentracio-fiiggd indukalasat
vonta maga utan az 1,5-3 mg/l-es koncentracié tartomanyban. Az izomszovetet
vizsgalatat célz6 korszovettani vizsgalatok soran a 1,5 mg/1 esetében enyhe mag-
¢s sarcoplasma elvaltozasokat (vizenyd, vakuolizacio) tapasztaltam. A 3 mg/l-es
koncentracié esetén ezen az elvaltozasok sulyosbodasat, discoid elfajulés is
megfigyeltem.
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3.2.8 A szubletalis bendiocarb expozici6 a larvak immunrendszerével
kapcsolatos hatasai

Els6 Iépésként két immunvalasz-asszocialt gén (cxcll8b, cxcl8b.1)
kifejezddését vizsgéaltam RT-qPCR segitségével. A kivélasztott markergének
jelentds mértékii koncentracio-fiiggd indukalasa volt megfigyelhetd az 1,5 mg/l
¢és a 3 mg/l-es bendiocarb expozicio esetében. Ezen gének tobbek kozott neutrofil
granulocita kemoattraktans faktorok, igy a szignifikans indukciojuk alapjan
feltételezhetové valt, hogy a bendiocarb terhelés modulalhatja granulocitak
eloszlasat, mennyiségét, viselkedését. A 96 oras larvakrol (Tg(mpx:EGFP))
késziilt felvételek alapjan megfigyelhetdvé valt, hogy a bendiocarb kezelés
megvaltoztatja a neutrofil granulocitak eloszlasat a larvakon beliil, fokozott
felhalmozddas alakul ki az oldalvonal mentén. Azonban a fluoreszcencia aktivalt
sejtvalogatds soran megallapitottam, hogy az EGFP* sejtek meghatarozott
gyakorisdga nem mutat szignifikans eltérést. Ezt kovetéen megvizsgaltam a
granulocitak vélaszreakcidjat faroktiszo-sebzésen alapul6 helyi, steril gyulladasos
modell felhasznalasaval.  Szignifikdns, koncentracio-fiiggd  csokkenést
tapasztaltam a bendiocarbbal kezelt larvak esetében, a sebzést kovetd 4. draban.
Ezt kovetéen a NO termelddésének vizsgalatara keriilt sor, melynek soran
megallapitottam, fluoreszcens proba segitségével, hogy a 96 oras larvakban a NO
produkci6 novekedést mutatt a larvak oldalvonala, a notochord régié mentén.
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4, Kovetkeztetések és a javaslatok

Szamos  novényvéddszerrel — kapcsolatosan ~ megallapitottdk,  hogy
Osszefliggésbe hozhato egészségiigyi és kdrnyezeti problémakkal. A bendiocarb
felhasznalasabol adoddan vilagszerte kimutathatova valt kiilonféle viztestekben
¢és pl. a terhes anyak vérébdl is, ami komoly kockdzatot jelenthet a sziiletendd
gyermekek szamara. A bendiocarb expozicido okozta esetleges hatasokrol
azonban limitdlt mennyiségli eredmény all rendelkezésiinkre, éppen ezért
egészségkarositd hatdsanak, hatdismechanizmusanak nem minden részlete ismert.
Emiatt olyan vizsgélatok elvégzésére van sziikség, amelyek részletesebb mdodon
hozzajarulnak a  bendiocarb  Kkitettség  biologiai  kdvetkezményeinek
megismeréséhez.

Az elvégzett vizsgalatok soran megallapitottam, hogy a bendiocarb LCsg
értéke 96 oraval a megtermékenyiilés utdn 32,52 mg/l a zebradani6 embridok
esetében. Ez az érték jelentésen magasabbnak bizonyult, mint amit kordbban a
szakirodalmakban azonositottak mas halfajoknal, viszont hasonl6ésagot mutat a
nagy vizibolha (Daphnia magna) esetében feljegyzett LCso értékekkel (32-150
mg/l).

A bendiocarb hatas mechanizmusat tekintve az idegmérgek csoportjaba
tartozik és a varakozasnak megfeleléen koncentracio- és id6fiiggd gatlast okozott
az AChE aktivitasaban. A bendiocarb kezelés a hspb 11 gén jelentés mértéka,
koncentracio-fliggd indukalasat vonta maga utan, a 0,75-3 mg/l tartomanyban. A
bendiocarb expozici6 a 48 oOras zebradani6 embriok esetében 0,4-3 mg/l
tartomanyban a pulzusszam szignifikdns fokozddasat eredményezte. A
karbamatok szivritmusra gyakorolt hatasa valtozatos és a tachycardia ugyanolyan
gyakran el6fordulhat, mint a hatdsmechanizmus alapjan a valdsziniisithetd
bradycardia. A kapott eredményeim arra engednek kdvetkeztetni, hogy a vizsgalt
bendiocarb koncentracidtartomany tachycardia kialakulasat okozza. Ezt a
kovetkeztetést tovabb erdsiti, hogy a nAChR aktivitassal Osszefliggést mutatd
hspb 11 gén kifejez6dése megemelkedett, igy feltételezheté, hogy a
nikotinreceptorokhoz kapcsolddo hatasok érvényesiilnek.

Korabban kimutattak, hogy a karbamatok oxidativ stresszt valtanak ki. A
kozelmultban végzett tanulmanyok arrdl szamoltak be, hogy a bendiocarb
modositja az antioxidans és méregtelenitd enzimaktivitdst az emlésokben. A
termékenytilést kovetd 48 ordban a larvak SOD-aktivitasa jelentdsen csokkent a
3 mg/l-es bendiocarb kezelés hatasara. Az embrionalis bendiocarb kezelés a CAT
miikddésében egy specidlis mintdzatot mutatott a 96 hpf expozicids ablakban. A
0,4 mg/l-es kezelési csoport esetében mértem a legmagasabb szignifikans CAT-
aktivitast, ami a magasabb koncentracié tartomanyokban jelentdsen csokkent.
Korabbi tanulmanyok beszamoltak arr6l, hogy a bendiocarb kezelés fokozhatja a
m4j ¢és a vese GST aktivitasat patkdnyokban. A kapott eredményeim hasonloan
alakultak a termékenyiilést kovetd 48. és 72. oradban, koncentracid fliggden
fokozoédott a GST enzim aktivitdsa. A lipidperoxidacié szintje hasonlo trendet
kovetett, mint a CAT enzim aktivitdsa. A legmagasabb LPO szintet 0,4 mg/1-es
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koncentracio esetében detektaltam és a magasabb koncentracio tartomanyokban
csokkent a LPO szintje. A szakirodalommal Osszevetett eredmények arra
engednek kovetkeztetni, hogy a LPO hormetikus valaszt mutat a karbamatokra a
kiilonboz6 halfajokban.

A kornyezetbe keriil6 kiilonb6z6 xenobiotikumok befolyasoljak az éldlények
vizsgalatai alapjan megallapithaté, hogy a szubletalis bendiocarb expozicid
csokkenti a fejlddésben 1évo larvak mozgas intenzitasat a magasabb koncentracid
tartomanyokban. Eredményeim parhuzamot mutatnak szamos korabbi
tanulmannyal, ahol kiilonb6z6 inszekticid karbamatok viselkedésre gyakorolt
hatasat vizsgaltdk. Osszességében elmondhatd, hogy a bendiocarb képes
megzavarni a viselkedést és valoszinisithetdleg az ACh felhalmozodasa, a
receptorok tulzott stimulaladsa okozhatja a neurotoxikus tlineteket.

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 feldtisultak
azok a gén csoportok, amelyek az érzékszervi fejlédésben és a vizudlis
észlelésben jatszanak fontos szerepet. A novényvédd szerek, beleértve az
inszekticid karbamatokat is, befolyasolhatjdk a halak retindjanak fejlodését,
kitettség a fény érzékelésben és a fototranszdukcidoban szerepet jatszo két
markergén (rho, opnlmw2) szignifikans represszalasat vonta maga utan. A
legmagasabb koncentracioval kezelt egyedek szemének a retina rétegei kozott
vakuolizacio alakult ki. Valosziniisithetdleg a bendiocarb, hasonléan mas
inszekticid karbamatokhoz, befolyasolja a retina fejléddését. A viselkedés
vizsgalatok eredményei kapcsan azonban megallapithato, hogy a kezelésen atesett
larvak érzékelik a sotét-fény ciklus valtozasat.

Az embrionalis bendiocarb expozicid teljes transzkriptom analizise soran
megallapitottam, hogy a fokozott kifejez6dést mutatd gének kozott kiemelkedtek
az izomszovethez, izomrendszerhez kapcsolodd folyamatokban szerepet jatszo
géncsoportok. Az embrionalis bendiocarb expozicid hatasara a két
izomspecifikus gén (desma, fnlb) kifejezédése indukalodott, illetve a
korszovettani vizsgalatok szoveti eltéréseket mutattak a két legmagasabb
koncentracio esetében. A bendiocarb kitettség hasonlé tiineteket eredményez,
mint amit az AChE gatlok kapcsan korabbi tanulmanyok emlitenek.

A teljes transzkriptom analizis elemzése soran arra a kovetkeztetésre jutottam,
hogy az immunrendszerhez- kapcsolt folyamatokban kdzremiikodé géncsoportok
kifejez6dése is megemelkedett. Ez egyiitt jart két immunvalasz-asszocialt gén
(cxcl18b, cxcl8b.1) koncentracio-fiiggd indukalasaval, a neutrofil granulocitak
megvaltozott eloszlasaval, emelkedett nitrogén-monoxid termelddéssel, amely az
oldalvonal mentén kiilondsen intenzivnek bizonyult. A lokalis gyulladdson
(farokuszd sebzés) alapulé modellben csokkentette a neutrofil granulocitdk
felhalmozodasat a sebzés teriiletén. A kapott eredmények alapjan a bendiocarb
kitettség immunmoduldns hatdsokat eredményezhet és valosziniisithetdleg a
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bendiocarb kezelés egy szisztémas jellegii gyulladasos reakciot indit el a
fejlédésben 1évo larvakban. A karbamatok hatdsmechanizmusa az AChE gatlason
alapul ¢és a szerin primer alkoholos hidroxilcsoportjaval 1épnek reakcioba.
Azonban a szerin-hidrolaz aktivitasa valdsziniisithet6leg tobb immunfunkciohoz
is kapcsolodik. Korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy a karbamat peszticidek az
AChE gatlasan keresztiil megvaltoztathatjak a limfocita kolinerg jelatvitelt, az
immunocitdk sejtmembranjahoz kapcsolodd észteraz-aktivitasokat. Ezenkiviil a
gatlas strukturalis €s funkciondlis valtozdsokhoz vezethet az immunocitdkban,
modosithatja a jelatviteli utakat, gatolhatja vagy éppen stimulalhatja az
valoszinlsithetd, hogy a karbamatok altal generalt szabad oxigéngyokok gatoljak
a T-sejtek milkodését a membran lipidperoxidacidjan keresztiil, azonban az
inszekticid karbamatok specifikus hatdsai az immunrendszer milkddésére
tovabbra is kevéssé ismertek.

A prenatalis fejlodés alatt a gerinces embriok kiilondsen érzékenyek azon
anyagokra, amelyek befolyasoljak a kolinerg-receptorok vagy a AChE
miikodését. A neurotranszmitterek a fejlodd szovetekben novekedésszabalyzo és
morfogenetikai funkciokat latnak el. A fejlédé neurotranszmitter-rendszer
kiilonosen sebezhetd pl. a szerves foszforsav-észterek és a karbamat peszticidek
akut kolinerg toxicitasara, amelyeket ugy terveztek, hogy hatast gyakoroljanak a
receptorokra. A doktori munka soran betekintést nyertem az LCjyo alatti
bendiocarb koncentraciok okozta tiinetekbe, korai ¢letszakaszban. A vizsgalatok
a human betegség modellezésben ¢s a prekilinikai gyogyszer tesztelésben is
hasznalatos modellszervezeten, a zebraddnid6 embridkon torténtek. Az egymast
kiegészitd toxikoldgiai, morfoldgiai, enzimaktivitasi, viselkedési,
transzkriptomikai, hisztopatologiai, immunologiai vizsgalatok egymassal és a
szakirodalommal 8sszhangban 1évé eredményeket szolgaltattak. Osszességében
elmondhato, hogy az embrionalis bendiocarb kitettség az AChE gatlasan
keresztlil szdmos biologiai folyamatra hatdst gyakorolt, amelyek jelentds
mértékben meghatarozhatjak a fejlodé szervezet késobbi életfolyamatait.
Ugyanakkor a kapott eredmények fejlettebb gerincesek irdnyaba torténd
extrapolalasakor koriiltekintden kell eljarni €s tovabbi munkalatok elvégzése
sziikséges, azonban a zebradanid6 embrion kapott eredmények jo alapot
szolgéaltathatnak.

Javaslatok

A doktori munka sordn kapott eredmények alapjdn az alabbi vizsgélatok
javasolhatok a jovOben:

1. Kronikus kitettség vizsgalatok elvégzése, az embrionalis/adult kori, akar
generaciokon  ativeld  hatasok megismerése, a hosszi  tava
kovetkezmények feltarasa

e azesetleges hormonmodulans hatas feltérképezése
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e reprodukcios képességet vizsgalod toxikologiai tesztek elvégzése.
2. A Kapott eredmények tiikkrében tovabbi kardiotoxicitds vizsgalatok
elvégzése kiegészitve sziv-regeneraciés modell hasznalataval.
3. Az immunmodulans hatas tovabbi feltarasa, akar egy makrofag-specifikus
transzgenikus zebradanio vonal bevonasaval.
4. Keverék vizsgalatok elvégzése.
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5. Uj tudomanyos eredmények

1.

Els6ként vizsgaltam akut toxicitasi tesztek segitségével a bendiocarb fél-
mellett. A 96 oras LCso érték 32,52 mg/l. Megallapitottam, hogy a
bendiocarb expozici6 a 3,12 mg/l feletti koncentraciok esetében
jelentdsen befolyasolja a larvak fejlodését.

Els6ként mutattam ki, hogy a szubletdlis koncentraciokkal torténd
embrionalis bendiocarb expozici6 hatasara a pulzusszdm és
mozgasintenzitds csokken, az AChE, SOD, CAT, GST ¢és GPxSe
aktivitasa és a LPO szintje csokken 96 oras zebradani6 larvakban a 0,4-3
mg/l-es koncentracio tartomanyban.

Els6ként irtam le a szubletdlis koncentraciokkal torténd embriondlis
bendiocarb expozicid teljes RNS szekvenalason alapulo, teljes
transzkriptomra gyakorolt hatasait 96 oras zebradanio larvakban. A 3
mg/l-es bendiocarb expozici6 indukalta az izomrendszerhez és az
immunrendszerhez kapcsoldodod folyamatokban szerepet jatszd gének,
illetve csokkentette a vizualis észleléssel, az érzékszervi fejlédéssel és az
idegrendszer fejlddésével kapcsolatos gének kifejezddését.

Megallapitottam, hogy a bendiocarb negativ iranyba befolyasolja a
fejlodé embriok vizudlis észlelését és 3 mg/l-es koncentraciod
tartomanyban, korszovettani eltéréseket eredményez a Sszemben, de
fokozza a fejl6dé0 embriok izom miuikodését, ¢és korszovettani
elvaltozasokat okoz a szdveten beliil.

Els6ként szamoltam be arrdl, hogy a szubletalis koncentraciokkal torténd
embrionalis bendiocarb kitettség megvaltoztatja a neutrofil granulocitak
eloszlasat a zebradanio larvakban és csokkenti a gyulladidsokra adott
valaszreakciojukat. Megallapitottam tovabba, hogy a bendiocarb néveli a
nitrogén-monoxid produkciot a larvak oldalvonala mentén.
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