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ROVIDITESEK JEGYZEKE

CuSO04: réz-szulfat

LTB4: leukotrién B4

haila: hepatocita ndvekedési faktor aktivator inhibitor 1a gén

cdipt: cdp-diacilglicerol-inozitol 3-foszfatidiltranszferaz gén

ER: endoplazmatikus retikulum

per 0s: szajon &t

LD50-érték: letalis dozis 50% (egy adott anyag azon mennyisége, amely a vizsgalt populacio
50%-anal halalt okozott)

PCB: poliklérozott bifenilek

PAH: policiklusos aroméas szénhidrogének

hpf: termékenyiilést kvetd orak szama (hours post fertilisation)

3R: replacement (helyettesités), reduction (csokkentes), refinement (finomhangolas)
RT-gPCR: reverz transzkripcion alapuld kvantitativ polimerdz lancreakcioé (quantitative
reverse transcription polymerase chain reaction)

ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay

EGFP: enhanced green fluorescent protein

ZEBRA: Zebrafish Enrtapment by Restriction Array



1. BEVEZETES

Az immunrendszer alapvet6 feladata a kiilonboz6é patogén dgensekkel szembeni védekezés
a sajat és nem sajat strukturak kozotti kulonbségtétel altal [1]. Ennek az érzékenyen
szabalyozott védelmi rendszernek a megzavarasa komoly szintli rovid- és hosszutava
bioldgiai kdvetkezmeényeket vonhat maga utan. Az immunrendszer szamos esetben egy
kiemelt jelentdségli tamadéaspontot képez a kdrnyezetiinkben jelen 1évé xenobiotikumok
szdmara, széles-korii egészségiigyi problémakat eredményezve [2-4]. Kiléndsen nagy
jelentéséggel bir az embrionalis fejlédés idészakaban bekovetkezé xenobiotikum-Kitettseg.
A fejlédé embrié immunrendszerének befolydsolasa nem csupan akut problémakat
eredményezhet, hanem adott esetben késébbi betegségek kialakulasat vagy egyes
betegségekre valo fogékonysag megndvekedését vonhatja maga utan [4]. A xenobiotikumok
immunotoxikus potencialjanak egyik gyakori elemét, illetve kbvetkezményét a gyulladasos
folyamatok indukalasa képezi. Habar a gyulladas egy egészséges szervezetben egy elonyos
védekez6 mechanizmusként szolgal, a folyamat rendellenesé valasa szdmos kronikus
betegség kialakuldséban jatszik szerepet [5-9]. Ezért a kornyezetiinkben jelen 1évo
xenobiotikumok embrionalis immunrendszerre gyakorolt hatasainak feltérképezése kiemelt
fontossaggal bir.

A fejlédésbiologiaban modellallataként megjelend zebradanio szamos elonyods tulajdonsaga
miatt széles korben elterjedt gerinces modellszervezetévé valt a kiilonbozd bioldgiai
kutatasoknak, kulonds tekintettel a toxikoldgiai és 6kotoxikoldgiai vizsgalatokra [10-15]. A
zebradanié-embriok hematopoézise és velesziiletett immunrendszerének miikodése szintén
intenziven kutatott teriiletté valt. A termékenyiilést kovetd 2. napra az embridok mar
funkciondlis makrofagokkal és neutrofil granulocitadkkal rendelkeznek [16—19]. Kiilonb6z6
transzgénikus vonalak létrehozasaval és a megfelelé mikroszkopos technologia
parositasaval ezek az immunsejtek in vivo nyomon kovethetové valtak a teljes embridkon és
larvakon beliil. A zebradanié velesziiletett immunrendszerérdl szerzett novekvo
hattértudasunk es a fajra adaptalhato kiilonb6z6 vizsgalomodszerek parositasa lehet6veé teszi
olyan modellek kialakitasat, amelyek egyrészt képet adhatnak a vizsgalati anyag gyulladas
indukalo potencialjarol. Mindemellett, lokalis és szisztémas gyulladas indukalasan keresztil
informaciot kaphatunk arrél, hogy milyen Kkihatassal van a vizsgalati anyag az
immunrendszernek egyes sejtes és humoralis elemeire, illetve, hogy milyen mértékben képes
megkizdeni a xenobiotikum-expozicion atesett egyed velesziletett immunrendszere az

adott, pl. szoveti seriilés vagy szisztémas gyulladas jelentette kihivassal [14, 20, 21].
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A diplomadolgozat célja, hogy attekintést adjon a zebradanio-embriokon kialakithato
legjelentdsebb gyulladdsos modellekrdl, kiemelve azok toxikoldgiai kutatdsokban vald
alkalmazasi lehetéségeit, valamint egy karbamat inszekticid, a bendiokarb velesziiletett
immunrendszerre gyakorolt hatadsanak vizsgalata ezen modelleken keresztil. A tobbek
kdzott maléria elleni védekezésben alkalmazott acetilkolin-észterdz gatlo bendiokarb nem-
célszervezetekre gyakorolt részletesebb bioldgiai hatdsairdol — kiilonds tekintettel az
embrionalis fejlodésre ¢és immunrendszerre — viszonylag még kevés informacio all
rendelkezésilinkre. Egy kdzelmdltban publikalt kutatomunka 6sszefiiggésbe hozza az anyai
bendiokarb-expoziciét a magzat immunrendszerének kéarosodasdval és a vakcinacio
hatékonysaganak csokkenésével [4]. Mindez jelent6s mértékli egészségiligyi kockazatokra
hivja fel a figyelmet és ravilagit a bendiokarb immunoldgiai hatasait vizsgalo tovabbi,

részletesebb kutatasok szlikségességére.

CELKITUZESEK

A diplomadolgozat célja a zebradanio-embridkon kialakithatd legfontosabb gyulladéasos
modellek bemutatasa, illetve egy karbamat inszekticid, a bendiokarb immunolégiai
hatasainak vizsgalata ezen modelleken keresztil, az alabbiak szerint.
Szubletalis, embrionalis bendiokarb-expoziciot kovetéen
a) a neutrofil granulocitdk embrion beluli eloszlaséra és mennyiségére gyakorolt
hatasok vizsgalata neutrofil granulocita-specifikus transzgenikus zebradanié vonal
segitségével
b) egy gyulladdsos mediator a nitrogén-monoxid in vivo termelédésére és annak
eloszlasara gyakorolt hatasok vizsgalata az embriokon belil
c) immun- eés gyulladas-asszocialt markergének kifejez6désére gyakorolt hatasok
vizsgalata
d) szoveti sérulésre adott valaszreakciora gyakorolt hatasok vizsgalata farokiszé
sebzésén alapuld lokalis gyulladdsos modellben — neutrofil granulocitak
vandorlasanak monitorozasa
e) szisztémas, LPS kezelés alapl gyulladasra adott valaszreakcidra gyakorolt hatasok

vizsgalata — neutrofil granulocita sejtszam valtozasanak monitorozasa.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 IMMUNTOXIKOLOGIAI VIZSGALATOK

Az immunrendszer az €16 szervezetben talalhatd komplex bioldgiai strukturdkbol és
folyamatokbol all6 rendszer, amelynek f6 feladata a kiilonb6z6 fert6zések elleni védelem, a
sajat, illetve nem sajat szervezetbdl szarmazd anyagok megkiilonboztetése, valamint a
testidegen anyagok és organizmusok elpusztitasa révén. A gerinces immunrendszer két,
egymassal szoros egyiittmiikodésben all6 részre a velesziiletett, és az adaptiv
immunrendszerre kiilonithet6. A velesziletett immunrendszer nagymeértékben konzervalt a
kiilonb6z6 gerinces fajok kozott, feladata az azonnali, nem-specifikus védekezés a
kiilonboz6 patogének ellen. Az adaptiv immunrendszer a velesziletett immunrendszerrel
egytuttmiikodve aktivalddik, lassabb, de specifikus immunvélasz kialakitaséara képes, amely
klonalis szelekcion alapulé immunolédgiai memdriaval rendelkezik, ezaltal képes a korabban
talalkozott patogének ellen hatékonyabb és gyorsabb, specifikus védekezést biztositani [22].
A kornyezetiinkben fellelhetd szennyezd anyagok egyre nagyobb problémat okoznak, mind
a kiilonboz6 kornyezeti elemekre, mind pedig az ember egészségére nézve. Ezek kozil
szamos anyag esetében kimutattak immunotoxikus hatasokat. Immunotoxicitast mutattak ki
egyes femek, mint példaul az aluminium vagy arzén esetén, illetve immunmodulans hatast
tapasztaltak egyes perfluorozott anyagok és nem utols6 sorban egyes peszticidek, koztik a
bendiokarb esetében is [4]. Az aluminium csokkentette az immunvalasz szabalyozasaért
felelds interleukin-2 (IL-2) termelddését és csokkentette a makrofagok funkcigjat [23]. Az
arzén, illetve szerves foszfat peszticidek esetében is kimutattak altalanos immunszupressziv
hatast, azonban a pontos hatasmechanizmust még nem siker(lt Kideriteni [24, 25]. A
perfluorozott anyagok antigén-specifikus immunvalasz csokkent6 hatasat mutattak ki egerek
esetében, illetve a gyulladas-specifikus jelatviteli utak modosulasat is megfigyelték [26]. A
kdrnyezetben talalhaté xenobiotikumoknak valé embriondlis expoziciot dsszefliggésbe
hoztak mar az asztma kockazatanak novekedésével, illetve kimutattdk egy xenobiotikum
receptor szerepét az emberi gyulladasos bélbetegseg kialakulasaban is [27, 28]. A kdrnyezeti
xenobiotikum-expozicio az autoimmun betegségek kialakulasaban is fontos szerepet jatszhat
[29].

Az immunrendszer kérosodasa jelentds problémakat okozhat a haszonallat tartasban is. A
kiilonb6zé kornyezeti stresszhatasok és idegen anyagok okozta immunkarosodast, igy a

fertézésekre, kiilonb6zo gyulladdsos ¢s daganatos betegségekre vald fogékonysag
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novekedéset szamos kutatas kimutatta, mind szarvasmarha, mind sertések esetén [30-38].
Szarvasmarha vakcinacid hatékonysaganak hdéstressz, illetve mikotoxinok okozta
csokkentését is kimutattak [39, 40]. A haszonallatok egészségének romlasa a termelés
csokkenéséhez vezethet, ezaltal akar komoly gazdasagi karokat eredményezve, valamint az
allatok jolléte is jelentdsen romolhat [35-38, 41]. Mindez ravildgit az immunotoxikoldgiai
kutatasok novekvo fontossagara.

Az immunotoxikologia kiilonb6z6 xenobiotikumoknak immunrendszerre gyakorolt hatasait
vizsgalja [42]. Az egyik ide vonatkozo vizsgalt paraméter az immunszuppresszio mérteke,
amely tobbek kozott kilonbozo fertézésekre valdo novekvo fogékonysagban és virus
indukalta rosszindulat elvaltozasokban nyilvanulhat meg. Az immunrendszerre gyakorolt
hatdsok  kdvetkezményeként immunstimulacié is megjelenhet, amely tdbbféle
kdvetkezménnyel jarhat. Az immunstimulacio legfontosabb és az esetek tébbségében a
legsulyosabb kdvetkezménye lehet kiillénféle autoimmun betegségek kialakuldsa, amikor az
immunrendszer sajat és nem sajat kozotti kiilonbségtétételének képessége séril, a szervezet
sajat sejtjeit is megtamadja. Az immunotoxikoldgia hataskorébe tartozik az immunrendszer
kdzvetitette hiperszenzitivitasi reakciok vizsgalata is, amelyeknek oka a szervezet koros
specifikus immunvalasza olyan anyagok felé, amelyek normal esetben nem véaltananak Ki
jelentés mértékli immunvalaszt [43].

A xenobiotikumok okozta immunotoxicitas egyik tovabbi fontos kovetkezménye a
gyulladasos folyamatok indukalasa. Ennek altalanos kdvetkezménye egyrészt a reaktiv
szabadgyOk-képzodés, masrészt pedig a gyulladasos citokinek aktivalodasa, illetve egyéb
gyulladdsos mediatorok termelddése, amely normalis esetben hozzdjarul a gyulladas
megfeleld lezajlasdhoz, a szoveti integritas helyreallitdsahoz, azonban az immunrendszert
érd kornyezeti stressz (pl. xenobiotikum expozicid) kdzvetlen vagy kozvetett eredményeként
megjelend tulzott mértékii gyulladasos reakcio mar koros kovetkezményekkel jarhat [44].
Az immunotoxikoldgiai vizsgalatokra szamos in vivo és in vitro modszer all rendelkezeésre,
sok tesztben a kettd kombinacidjat alkalmazzak. A legtObb standardizalt
immunotoxikolégiai vizsgalat az immunszuppresszidra koncentral. llyen mddszerek kozé
tartozik a nyirokszervek, foként a csecsemémirigy, 1ép, csontveld, nyirokcsomok és Peyer
plakkok szdvettani vizsgalata. Az immunrendszer mikkodésének vizsgalatara alkalmasak az
immunfunkcios prébak is, mint példaul a T-dependens antigen valasz préba, melynek soran
rdgcsalokba juh vorosvértesteket injektalnak, majd 5 nap madlva a ragesalé le6lését kovetden
eltavolitott Iépet juh eritrocitakat tartalmazé szuszpenzidba helyezik és vizsgaljak a lépben

valé anti-eritrocita antitestek termelésének meértékét. Gyakrabban alkalmazott
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immunfunkcioés prébdk még a limfocitak gyakorisaganak szamszeriisitése aramlasos
citometria segitsegével, a természetes 616sejtek (Natural Killer, NK sejtek) aktivitasanak és
a limfocitak proliferacios képességenek merése (az utébbi in vitro is mérhetd), késoi tipusu
hiperszenzitivitasi reakciora alapuld prébak, citotoxikus T-sejt aktivitasi probak, citokinek
koncentracidjanak meérése, illetve makrofagok és neutrofil granulocitdk funkcidjanak
meérése. Az utobbi tesztek soran féként a neutrofil granulocitak kemotaktikus aktivitasat,
illetve a neutrofilek és makrofagok fagocitotikus aktivitasat és az fagocitozis soran torténd
oxidativ ,,burst” intenzitasat vizsgaljak. Az immunfunkcid vizsgalatara egyes esetekben az
teljes gazdaszervezet fertézésekkel szemben valo rezisztenciajat mérik fel [43].

A halakban végzett immunotoxikoldgiai vizsgélatok sorén a fent emlitett mechanizmusok
kozil jelenleg még csak az immunszuppressziot és immunmodulaciot vizsgald kutatasok
léteznek. A halaknal hasznalt egyik leggyakoribb immunotoxikoldgiai modszer az dn.
»challenge induced mortality test”, amelynek soran az immunrendszert valamilyen kihivas
elé allitjak. Ezen teszt sorén a halakat a xenobiotikum szubletélis koncentracioival kezelik,
és ezt kovetéen (vagy esetenként ko-expozicioban) egy kontroll kortlmények kozott
alacsony vagy kozepes mortalitassal jaré akut fertézést okozo patogént juttatnak a
szervezetikbe. A patogénnel és a xenobiotikummal valé kezelést kilon-kilon is
végrehajtjak. A mortalitas emelkedése az elézetesen xenobiotikum expozicion atesett
csoportokban a patogénnel torténd kezelés soran a vizsgalt anyag immunkompromitald
hatasara utal [42].

Az immunmodulans hatas vizsgalatara a halaknal leggyakrabban vizsgalt paraméterek a
fagocitotikus aktivitas, az oxidativ ,,burst” és a lizozim aktivitas, illetve immun-specifikus
gének, foként egyes citokinek expresszidja. Az utobbit altaldban reverz transzkripcion
alapulé kvantitativ polimeraz lancreakcié (quantitative reverse transcription polymerase
chain reaction, RT-gPCR) alkalmazasaval vizsgaljak. A potencidlisan immuntoxikus
anyagok vizsgalatara in vitro halteszteket is végeznek, foként in vivo Kisérletekkel
kombinacidban, de az elvégzett in vitro tesztek kis szama miatt még nincsenek standardizalt
maodszerek [42].

Az immunotoxikoldgiai tesztrendszereknek elengedhetetlen részét képezik a molekularis
biologiai vizsgalatok. Az immunrendszer mikodésével és a gyulladasos folyamatokkal
kapcsolatban allé gének meghatarozasara tobbféle modszer all rendelkezésiinkre. Az egyik
gyakran alkalmazott vizsgalat a fentebb mar emlitésre kerullt RT-gPCR, amely napjainkban
mar alapvetd részét képezi a legtobb toxikoldgia modellrendszernek. Mig a korabbi

molekularis biologiai kutatdsok korlatozott mértékben voltak képesek az egyes biologiai
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folyamatokhoz tarsuld gének vizsgalatara, a microarray tipusu tesztek mar lehet6vé teszik a
részleges, Uj generéacids szekvendlasi eljarasok pedig a teljes transzkriptdm-szintii
elemzéseket. A relative magas koltségekkel jaro szekvenalas alapu transzkriptom-analizis és
az ehhez képest alacsonyabb koltségii, amplifikalas alapit RT-gPCR egymast kiegészitve
alapot szolgaltatnak az adott vizsgalati anyag komplex hatasvizsgélatdhoz, az érintett
biologiai utvonalak, azon belul pedig az immunrendszer érintettségenek részletesebb
megismerésehez [45].

Az immunrendszer molekularis bioldgiai vizsgalatanak egyik kiemelten fontos modszere a
tobbféle gyulladasos jelenség szabalyozasaért is felel6s szignal-molekulak, példaul az egyes
citokinek analizise. A bioldgiailag aktiv citokinek vizsgalatara a génexpresszios mérések
mellett a fehérje-szint mérését szoktak alkalmazni, ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay) segitségével [46]. Ezen mérés soran szolid fazishoz kotott antitestek segitsegével
kivonjak a vizsgalt citokint az adott anyagbdl. Ezt kovetéen egy masodik fajta antitestet
adnak hozza, amely egy kiilonb6z6 antigénre specifikus. Ez az antitest egy olyan enzimmel
van parositva, amely a vizsgalt citokint egy kolorimetrids méréssel vizsgalhat6 végtermékké
alakitja, igy megallapithatd az adott citokin mennyisége [46].

Az immuntoxikologiai vizsgalatokban kiemelt jelent0ségli a xenobiotikumok fejl6do
immunrendszerre gyakorolt hatasanak vizsgalata. Az embrionalis fejlddés soran az embriot
éré stresszhatasok komoly kovetkezményekkel jarhatnak az embrio, majd az Gjszulétt, a
késobbiekben pedig a feln6tt egészségére nézve [30, 47-49]. A fejlodés korai szakaszaiban
a stresszhatasok egészségiigyi kockézata joval magasabb a felndtt korhoz képest, mivel az
embrionalis fejlédés soran bizonyos idopontokban a magzat kifejezett érzékenységet mutat
a kornyezeti stresszel, pl. kiilonb6z6 kémiai anyagokkal szemben [30, 47-52]. A magzatot
ért kiilonbozd stresszhatdsok hosszi tavi egészségiigyi kovetkezményekkel jarhatnak,
amelyek sok esetben felndtt kori betegségekben, az azokra valo fogékonysag novekedésében
is megnyilvanulhatnak [50, 53].

Az embriot €r6 stresszhatdsok egyik leghangsulyosabb kdvetkezményei k6z¢ tartoznak az
immunrendszer fejlédését negativan befolyasold hatasok. A fejlédési immunotoxikoldgia,
amely kiilonb6zé anyagok és fiziologiai hatdsok fejlédé immunrendszerre vald hatdsat
vizsgéalja, egyre nagyobb hangsulyt kap, mivel sok, egyre stiribben megjelendé kronikus
betegség hatterében az immunrendszer miikodésének diszfunkciojat allapitottak meg. Az
immunrendszer az embrionalis fejlodés soran rengeteg kulcsfontossagu fejlodési 1épésen
esik at, amelyek szabalyos és zavartalan véghezvitele nélkiilozhetetlenck a késobbi életben

valé betegségek elleni védekezesben. Emiatt az embrié immunrendszere Kkifejezetten
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érzékeny a kiilonb6zd toxinok hatdsaival szemben, a negativ hatdsok az immunrendszer
¢letre sz616 rendellenes mitkkodéséhez vezethetnek [53].

Az embriot éré stresszhatasok kovetkezménye jelentésen fiigg a stresszhatas embrionalis
fejlodésen beliili idejétdl is, a kiilonbozo fejlodési szakaszokban jelentkezd stresszhatasok
teljesen eltérd egészségligyi kovetkezményekkel jarhatnak. Ezek alapjan lathato, hogy a
feln6tt szervezeteknél megéllapitott toxikus anyagokra vonatkozé biztonsagi elirasok nem
vonatkoztathatok az embriora, a fejlédé embriok esetéen kilon immunotoxikologiai
kutatasokra ¢és eltérd biztonsagi eldirdsok megallapitdsara van sziikség. A fejlodési
immunotoxicitas a legtébb gyermekkori kréonikus betegséggel is dsszefiiggésbe hozhat
[53]. Az embriot érd stresszhatasok vizsgalata kiemelten fontos haszonallatok esetén is,
példaul az immunrendszer megfeleld embriondlis fejlddésének kifejezett szerepe van a
vakcinacio megfelel6 hatékonysagaban szarvasmarhak esetében [54]. A kiilonb6z6
hatasokra val6 érzékenység embrionalis fejlédés soran vald valtozadsanak minél alaposabb
megismerése jelentds termékenység, illetve termelékenység ndvekedést, ezaltal gazdasagi
hasznot eredményezhet [30]. A fenti okokbdl lathatdo tehat, hogy az embrionalis
immunotoxikolégiai  vizsgalatok  kiemelt  fontossaguak, mind a gyermekek
egészségvédelme, mind pedig a felndtt-kori kronikus betegségek megel6zése
szempontjabol, illetve jelentés szerepiuk van a haszonallattartds hatékonysaganak és az
allatok jollétének fejlesztésében is [30, 53, 55].

A fejlodo szervezetet ért immunotoxikus hatés sokféle formaban megnyilvanulhat, ilyenek
az allergias reakciok, rendellenes gyulladas, immunszuppresszid és autoimmunitas [53]. Az
immunrendszer egészséges fejlodése létfontossagh a sajat és nem sajat helyes
megkulonboztetésének kialakuldsa szempontjabol. Ennek kovetkeztében az embrionalis
korban torténé immunotoxikus hatés a patogének elleni védekezoképesség csokkenésehez,
vagy akar a szervezet sajat anyagi ellen torténd immunvélaszhoz, autoimmunitdshoz
vezethet. Az immunrendszer kozvetlen hatasa nehezebben megallapithatd, de ugyanolyan
fontos kovetkezmény a szervek és szovetek miikodésének sériilése. Mivel az immunrendszer
a szervek és szovetek homeosztatikus szabalyozaséért is felel, a fejlédé immunrendszert ért
toxikus hatds kilonbozé szervi diszfunkciokhoz is vezethet kozvetleniil. Immunologiai
eredetli allergids megbetegedésekben €s a magzatban jelentkezd rendellenes gyulladasban
fontos szerepét allapitottak meg a magzati kérnyezet immundiszrupcios hatasanak [53].

A fejlodé szervezetet ért kornyezeti toxikus hatasok ndvelhetik a tumoros megbetegedések,
koztik a gyermekkori leukémia kockézatat, illetve kiillonbozd fertdzé betegségekre valo

fogékonysagot, mint példaul az influenza, neonatélis szepszis vagy a kodzépfilgyulladas
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[53]. Kimutattdk tumoros megbetegedésekre vald fogékonysadg novekedését kornyezeti
toxinok hatasara haszonallatokban is, példaul a saspafrany novelte a tumorképzddésre valo
hajlamot szarvasmarha esetében [31]. Fejlédési immunotoxikoldgiai hatasokat hoztak
kapcsolatba az atopids dermatitisz, asztma, rhinitis €s egyéb 1égzdszervi betegségek
kialakuldsdval is. Az immunologiai eredeti autoimmun betegségek tobb formaban
nyilvdnulhatnak meg. A betegség lehet szisztémas, mint példaul a szisztémas lupus
erythematosus, autoimmun betegseég kialakulhat az endokrin szervekben (peldaul
pajzsmirigy), az emésztorendszerben (colidkia), idegrendszerben (szklerdzis multiplex),
majban (autoimmun hepatitisz), keringesi rendszerben (autoimmun myocarditis) és a
hasnyalmirigyben (egyes tipusu diabétesz). Szamtalan kognitiv diszfunkcidval jard
betegséget is kapcsolatban hoztak a fejlédési immunotoxikoldgiai hatdsokkal, mint példaul
az autizmus, 1Q deficit és skizofrénia. Id6sebb korban kialakuld betegségek, mint a
Parkinson és az Alzheimer kor, illetve a gyulladasos bélbetegség és az atherosclerosis esetén
is megéllapitottak a prenatalis kori immunotoxikus hatisok szerepét [53].

2.2 INSZEKTICID KARBAMATOK

Az inszekticid karbaméatok a kolinészteraz-bénitd rovardlé szerek csoportjaba tartoznak.
Novényvédelmi felhasznalasuk méar az 1950-es években elkezdddott, azota sokféle
szarmazekat allitottak eld €s hasznaljdk, mind novényvédelmi szerként, mind pedig a
maréria ellen vald védekezésre a fejl6dé orszagokban [56, 57] Az inszekticid karbaméatok
akaricid, molluskicid és herbicid hatassal is rendelkeznek, rovar6l6 hatasuk mellett [57].
Az mérgezés leggyakoribb oka az inszekticid karbamat készitmények hasznélata soran a
hasznalatra vonatkozo utasitdsok be nem tartdsa. Permetezés soran a megfeleld hatarérték
tullépése vagy a varakozasi id6 figyelmen kiviil hagyasa a névényevé allatok mérgezesehez
vezethet, illetve a méhekre is fokozott veszélyt jelent. A takarmany helytelen raktarozasa is
mérgezést okozhat. Fontos mérgezési forras még mind allatok, mind pedig a fejlédd
orszagokban emberek esetén a rovarirtd szerek nem megfeleld hasznalata. Az inszekticid
karbamatok a vizi ¢€ldvilagra is fokozott veszélyt jelenthetnek a novényvédd szerek
hasznalatat kvetd nagyobb esdzések esetén, illetve, ha a vizi éldvilag védelmére vonatkozo
eléirasokat nem tartjak be [57].

A karbamatok toxicitasa vegylletenként jelentdsen eltér, a per os LDso-érték altalaban 1-
500mg/kg kozott helyezkedik el. Szajon at vald felszivodasuk jo, boron at azonban

jelentésen rosszabbul szivodnak fel, igy a dermalis letalis dozis az oralis dozis sokszorosa.
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A mérgezésre a fiatal &llatok érzékenyebbek. A méreganyag szervezetben valé megoszlasa
viszonylag egyenletes, az anyag metabolizacidja gyorsan megtorténik, kevéshbé toxikus
bomlastermékek keletkezésével, amelyek a vizelettel és emldsdk esetén a tejjel is iiriilnek.
Kumulacio nem jellemz6 [57].

Hatasukat az acetilkolin-észterdz enzimmel karbamoilaciojan keresztul fejtik ki. Az igy
1étrejott karbamoiladlt enzim miikodése jelentdsen lassabb, mint a normdl enzimé, ami
acetilkolin felhalmozodashoz vezet. Az utobbi anyag felhalmozodasa okozza a tlineteket. A
karbamoilacié mindig reverzibilis, a mérgezés lefolyasa gyors [57].

A mérgezés a gyors Uriilés miatt mindig heveny, a Klinikai tlnetek 5-30 perc mulva
jelentkeznek, a bevitt toxikus anyag mennyiségétdl és mindségétdl fliggden. A tiineteket
harom kiilénb6z6 csoportba soroljuk. A muszkarinszer(i hatds kovetkeztében fokozodik a
simaizmok ¢és a mirigyek mitkddése, ami élénk bélmozgasok, hasmenés, émelygés, nyalzas
és pupillaszikiilet, dyspnoe és tiidoodéma képében nyilvanul meg. A kozponti
idegrendszerre kifejtett hatas miatt kezdetekben izgatottsdg, izomremegés, gorcsok
jelentkeznek, majd a stilyosabb esetben koma 1ép fel. A nikotinszerii hatds a harantcsikolt
izmokban jelentkezik, izomrangasok, izomgyengeség, végul bénulas kdvetkezik be. A halal
oka legtobbszor a 1égz6izmok bénulasa okozta fulladasos halal, amelyhez a gyakran fellép6
tiidéodéma 1is hozzajarul. Halalt okozhatnak a kialakulé szivmiikddési zavarok

(kamrafibrillacio, aritmia) is [57].

2.2.1 Bendiokarb

A bendiokarb az inszekticid karbaméatok kdzé tartozo acetilkolin-észteraz inhibitor. A hatésa
a legtobb karbamattal ellentétben irreverzibilis, a rovarok kdzponti idegrendszerére hat.
Noha a bendiokarb forgalmazasa az USA-ban és EU-ban maér kivezetésre kerilt, szamos
fejlodo, afrikai és azsiai orszag terlletén nagy mennyisegben alkalmazzak. Jelenleg foként
a maléria terjedésének csokkentése celjabdl, inszekticidkéent hasznaljak, illetve a
mez6gazdasagban novényveédo szerként [56, 58]. A bendiokarb neurotoxikus hatasat mar
emlésokben is kimutattdk, illetve a karbaméatok oxidativ stressz okozo hatésa is kimutatasra
kertilt. Tobb mérgezéses eset is eldfordult emberek esetében is és megfigyelték, hogy a
karbamatokra a gyermekek a felnbtteknél joval érzékenyebbek [58]. A bendiokarb
embriotoxikus hatasat is kimutattak mar csirkeembrio esetén, illetve teratogén hatést
figyeltek meg patkéanyokndl, egy bizonyos dozis felett [59].

A kozelmultban hatalmas mennyiségli vegyianyag keriilt a természetes kdrnyezetiinkbe,

amely mar mostanra rengeteg kart okozott az ¢lovilagban, a jovobeli, hosszutava
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kovetkezmenyek pedig még nagyobb veszélyeket rejtenek magunkban. A novényvédo
szerek, koztiik a karbamatok jelent6s kornyezetkarositd hatasa és vizi élovilagra vald
veszélye egyre nagyobb kockazatot jelent, a bendiokarb vizi él6lényekre vald hatasat
azonban idaig még nem vizsgaltak. A bendiokarb kockézatai koziil azonban a legjelentésebb
az emberi egészégre kifejtett karos hatasa. Ezen novényvéddszer egészségiigyi hatasait
emberekben még alig vizsgaltak, viszont mar kimutattdk a huméan embriokban okozott
immunrendszer karosito hatasat és a vakcinacio hatékonysaganak negativ befolyasolasat [4].
Mindez felhivja a figyelmet a bendiokarb hatasait vizsgalé immuntoxikologiai kutatasok

kiemelt fontosséagara.

2.3 A ZEBRADANIO-EMBRIO, MINT TOXIKOLOGIAI MODELL

A zebradaniok modellallatként vald hasznéalata az embriondlis fejlddés vizsgalatat célzo
kutatdsokkal kezdddott. Hamar kideriilt azonban, hogy a gyors fejlédés, konnyli
tenyészthet6ség, kis méret, illetve a larvak és embriok atlatszosaga miatt kivald kutatasi
modellt biztositanak a tudomany egyéb teriletein is [60].

A zebradaniok eredeti él6helylket tekintve szubtropusi halak, a laboratoriumi
korilményekhez kivaléan adaptalodnak, mivel kdnnyen létre lehet hozni szdmukra a
természetes életkdrilményeikhez hasonl6 kornyezetet, 25-28,5 °C kozott tarthatok [61].
Szaporodasuk reggel, sekély vizben torténik, ezen korilményeket konnyen lehet
rekonstrudlni a laboratériumban, a megvilagitas €s a homérséklet valtoztatasaval, illetve a
halak sekély viz{i medencébe vald helyezésével [61].

Mivel a zebradaniok szaporodasa kiilsé termékenyiilés altal torténik, valamint az
embriok/larvak gyengén pigmentaltak, illetve depigmentalhatdk, ezért fejlodésiik konnyen
megfigyelhetd, illetve kisérletileg manipulalhatdé. A zebraddanié minddssze 120 oOra alatt
végigmegy az embrionalis fejlédési ciklusan, amelynek 1épései mara mar rendkivil
pontosan dokumentaltak [15, 17]. A zebradanio-embridk gyengén pigmentaltak, illetve
mikroszkop alatt konnyen kezelhetdk és manipulalhatok. Szadmos fluoreszcens jelet
kibocsatd transzgenikus vonal érhetd el, amelyek nagyban megkonnyitik a kiilonb6zo
bioldgiai jelenségek in vivo vizudlis vizsgalatat [16, 17, 19, 62, 63]. Az embriok és larvak
kis mérete lehetdvé teszi a relative kis térfogatban torténd expoziciot, igy a vizsgalati anyag
koltséghatékonyabb tesztelését [60]. Ezen tulajdonsagok és modszerek integralasa hatékony
modon lehetdvé teszi a gyulladasos reakciok, abban résztvevo egyes sejtek és gyulladasos

mediatorok nyomon kdvetését.
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A zebradani6 modellallatként vald alkalmazasanak nagy elénye, hogy nagyban hozzajarul a
3R szabaly (replacement, reduction, refinement), minél hatékonyabb megvaldsitdsdhoz. Az
Europai Uni6o altal meghatarozott rendelet alapjan a még 0Onalléan nem taplalkozo
stadiumban 1év6 zebradaniokon végzett kutatas nem mindsiil allatkisérletnek [64, 65]. Ennek
kdvetkeztében kivalo alternativat biztositanak az allatokon végzett kisérletekkel szemben,
megvalositva ezzel a ,replacement”, azaz helyettesités elvét. A zebradanio-embridkon
végzett kutatas a ,,reduction”, azaz a csokkentés elvét is segiti, hiszen a segitségiikkel
végrehajthato kutatasok csokkentik a magasabb rendii él61ényeken végrehajtando kisérletek
szamat. Gyors szaporodasuk ¢€s kis helyigényiik, illetve konnyt kezelhetdségiik hozzajarul
a ,refinement”, tehat a finomhangolas elvéhez, amely a kisérleti modellek hatékonysaganak
novelését hangsulyozza, az allatok szenvedésének minimalizalasat elétérbe helyezve.

A zebradanio modellként valo hasznalatanak maésik nagy elénye, hogy sok konzervativ
jeggyel rendelkezik, az eml6sok és a zebradanid kozott szamos molekularis sejt és szerv
szinti hasonldsdg mutatkozik meg. A human fehérje kddold genek korlbeltl 70%-a
rendelkezik legaldbb egy zebradanié ortologgal [66]. Human betegségeket is modelleznek
zebradaniokkal, példaul tébb emberi idegrendszeri betegseg kutatasat is végezték mar rajtuk,
mivel a zebradanié neuronjainak strukturalis elrendez6dése nagymértékben hasonlit az
emlésokéhez [62]. A gyogyszerek toxicitasanak zebradaniokon val6 vizsgalatdhoz mér
standardizalt tesztek is elérhetdk, mint példaul a ,, Fish Embryo Acute Toxicity Test” (FET)
[67]. Emellett egyéb, specifikusabb standardizalt tesztek is elérhetdk, példaul a
hepatotoxicitas vagy kardiotoxicitas vizsgélatara [60].

A zebradanio velesziletett immunrendszerének sejtes, illetve humorélis elemei is szdmos
hasonlésagot mutatnak az emlésok vagy akar az ember immunrendszerével [60]. A halak
immunsejtjei morfoldgiailag és funkcionalisan is sok hasonldsdgot mutatnak az eml6s
immunsejtekkel, illetve a halaknal is jellemzé humoralis, sejt kdzvetitett és velesziiletett
immunvalasz is. Az els6dleges és masodlagos nyirokszovet funkcioja is megegyezik a halak
és az emlbsok kozott [68]. A zebradanid neutrofil granulocitai a human neutrofilekhez
hasonléan myeloperoxidazt termelnek, illetve granulumokat tartalmaznak és a magjuk
szegmentalt [69]. A termékenyiilést kovetd 2. napra az embriok mar funkcionalis
makrofagokkal és neutrofil granulocitakkal rendelkeznek [16-19].

Az zebradanié adaptiv immunrendszere a termékenyiilést kovetd 3-6 hét kozott valik
funkciondlisan éretté. Ennek kovetkeztében a velesziiletett immunrendszer teljesen
fliggetleniil vizsgalhatd az embrionalis és larvalis fejlédés korai szakaszaiban. Az adaptiv

immunrendszer szintén sok hasonlosdgot mutat az emldésékéhez. A T és B sejtek funkcioja
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nagy mértékben hasonlit az emldsokéhez, illetve thymussal és thymocytakkal is
rendelkeznek a zebradanio larvak [60].

A zebradanidkon végzett kutatasok emlds szervezetre vald vonatkoztatasa soran a halak és
az emlO0s0k immunrendszere kozotti £6 kiilonbségeket is figyelembe kell venni. A halaknal
nincs csontveld, helyette a vérképzés f6 szerve a fejvese, Nyirokcsomoik, illetve Peyer-
plakkjaik sincsenek, viszont vannak nyirokereik, tehat funkcionalis nyirokrendszerrel
rendelkeznek, illetve az allkapcsos halaknal a nyirokcsomok primitiv formainak

megfeleltethetd Gn. melanomakrofag kézpontok jelennek meg [70].

2.3.1 Kiilonbozé gyulladasos modellek zebradanion

A zebradani6é embrionalis/larvalis fejlodésérdl szerzett, viszonylag részletes tudasunk és a
fajra adaptalt kiilonb6zd genetikai, molekularis biologiai, immunoldgiai és toxikoldgiai
vizsgalomodszerek egyuttese olyan modellrendszerek kialakitasat tették lehetévé,
amelyeken keresztil a velesziletett immunrendszerre gyakorolt hatdsokat in vivo
értékelhetjik. Az embrionalis/larvalis gyulladasos zebradanié modellek alkalmazasa
alapvetéen harom {6 teriileten hasznosul: a) informacidt szolgaltatnak a gerinces
immunrendszer differencidlodasat, sejtes ¢€s humordlis elemeinek muikodését és
szabalyozasat vizsgal6 kutatasok szamara; b) kiemelt szerepiik van a kiillonb6z6 terapias céla
vegyiiletek gyulladascsokkentd hatasainak vizsgalatdban c) segitségiikkel vizsgalhatjuk a
kiilonb6zé xenobiotikumok immunotoxikus hatasait. Jelen diplomamunka ez utobbi
terlletre fokuszal. A kovetkezOkben a teljesség igénye nélkiil bemutatasra keriilnek a

legfontosabb ide vonatkoz6 embrionélis/larvalis zebradanié modellek.

Farokuszo sebzésén alapulé modell

Az egyik leggyakrabban alkalmazott lokalis gyulladasos modell zebradaniok esetén a
farokiszé sebzesen alapulé modell. Ennek alkalmazéasakor a zebradanio embrio/larva
farokuszdjanak egy részét egy steril borotvapengével eltavolitjak, vagy bemetszést végeznek
a faroklszon vagy az UszOszegélyen egy steril szikepenge vagy ti segitségével,
sztereomikroszkop alatt [60]. Embriok és larvak esetén egyes kutatasoknal, erdsebb
gyulladasos vélasz kivaltasa érdekeben a notochord (az embrio kezdetleges gerincoszlopa,
amely még nincs kiilonallo csigolyékra osztva [71]) disztalis része is eltavolitasra kertlhet.
Ezt kovetéen valds idében vizsgalhatok az akut gyulladasos paraméterek, altaldban tobb
elére meghatarozott idépontban [60]. A leggyakrabban vizsgalt paraméter a makrofagok és

neutrofil granulocitak felhalmozddasa a sérllt régio kornyékén. Ennek megfigyelése
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vizualisan is lehetséges fluoreszcens mikroszkdp segitségével, mivel mar tobb transzgenikus
zebradanié vonalat létrehoztak, amelyeknek leukocitai fluoreszcens fehérjéket
expresszalnak. Ilyenek példaul GPF és mCherry fluoreszcens proteinek, amelyek bizonyos
transzgenikus vonalakban a neutrofil granulocitdkra specifikus fehérjékkel egyiitt
expresszalodnak, mint példaul a lizozim és myeloperoxidaz [20].

A farokusz6 sebzésén alapuldé modszert altalaban a gyulladasos valasz alapvet6 1épéseinek
vizsgalatara hasznaljak, mint az egyes immunsejtek kozotti interakciok, kommunikacios
csatornak, illetve ezen sejtek migracidja. Emellett elterjedtté valt ez a modell a preklinikai
gyogyszertesztelésben is, kiilonboz6 vegyliletek anti-inflammatorikus —hatésainak
vizsgalatahoz. Sok korabban ismeretlen, vagy ez idaig nem gyulladdscsokkentd szerként
ismert gyogyszer-osszetevok gyulladast csokkentd hatasat is sikeriilt Kimutatni a farokiszo
sebzéses modell segitségével, ami Uj gyulladascsokkenté hatasu szerek felfedezéséhez
vezetett [60]. Ezen szerek tesztelése soran tobbek kozott azt vizsgaltik, hogy a neutrofil
szignifikansan csokkenteni [72].

Fontos megjegyezni azonban, hogy a zebradanié embrié és larva farokiszdja nem
vaszkularizalt, igy a sebzés helye koré gytilé fehérvérsejtek nagy része nem kozvetleniil az
érpalyabdl 1ép ki, hanem a kornyez6 szovetekbdl szarmazik. A granulocitak miutan belépnek
az érpalyakba elvandorolnak (crawling) a kilépés helyéig, ahol kilépnek az érpalyabol és
migracidjuk a szovetkozti térben folytatddik a sebzés teruletéhez. A gyulladas folyamata
sorén egy részik apoptézison megy keresztil, mas résziik pedig visszavandorol (reverse
migration) [60].

A faroklszo sebzésén kivil a test egyéb teriiletein, kiilonbozé modszerekkel ejtett
sebzéseket is alkalmaznak a gyulladas vizsgalatat célz6 tudomanyos kutatasok esetén. Erre
példa a lézeres besugarzassal ejtett sériilés [60]. Ezen sebzés tipikus terlletei a kaudalis
hematopoetikus szévet (CHT) [73], a szikzacsko [74], az izomszelvények [76], valamint az
epidermisz [77].

Kiilonbozo vegyiiletek altal kivaltott gyulladas
Lipopoliszacharid-indukalt gyulladas

Egyes kisérleti modellek kiilonb6z6 vegyiiletek altal alakitanak ki szisztémas vagy lokalis
gyulladasos reakcidkat. Ilyen modell a lipopoliszacharid-indukalt gyulladas.
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A lipopoliszacharid (LPS) a gram-negativ baktériumok sejtfalaban talalhaté endotoxin,
amely a velesziletett immunrendszer aktivaciojat valtja ki [78]. Az LPS-indukalt gyulladas
kivaltasa rendszerint az embriok LPS-t tartalmazo folyadékba valo helyezésével, non-
invaziv mddon, vagy a lipopoliszacharid szikzacskoba vald mikroinjektalasaval torténik
[60]. Habéar a zebradanidk immunrendszere esetén az LPS felismerése kevésbé hatékony az
eml6sokéhez képest [79], a megjelené immunvélaszvalasz hasonld az emlsokéhez. Az LPS
stimulacio esetén aktivalodo jelatviteli utak és transzkripcios faktorok nagyfoku
hasonlésagot mutatnak az emlésok és a zebradanié kozott [80]. LPS-eldkezelés hatasara a
zebradaniokban bizonyos mértékii tolerancia is kialakithatd, az emlésokhoz hasonléan [21,
81].

Az LPS-indukalt gyulladdst zebradaniok esetén gyulladascsokkentd gyogyszerekkel
kapcsolatos kutatasban is alkalmazzak, illetve ezen modszer segitségéevel sikerdilt kimutatni
tobb, hagyomanyos gydgyaszatban hasznalt természetes anyag gyulladasgatlé hatasat is
[82-84]. Az LPS-indukélt gyulladas esetén a tudomanyos kutatasok tobb paramétert is
figyelembe vesznek, a kutatés jellegétdl fliggden. Ilyen a neutrofil granulocitdk migracidja
az LPS injektalas helyére, a szabadgyodk (ROS) és nitrogén-monoxid felszabadulas, illetve a
mortalitds [60]. LPS kezelést egyes kutatasokban farokuszd sebzéssel kombinacidban is
alkalmaztak, a seb koruli leukocita akkumulécié serkentésére [85, 86].

Réz-indukalt gyulladas

A réz egy létfontossagli nyomelem a szervezet mitkodéséhez. Sokféle, az antioxidansok
metabolizmusaban ¢s energia eldallitisban résztvevé enzim katalitikus kofaktora [60].
Tulzott mennyiségii anorganikus réz-expozicid azonban oxidativ stresszhez, ezéltal
gyulladashoz vezet zebradaniok esetén [87]. Feln6tt zebradaniok esetén kimutatasra kerilt a
vizben oldott réz 4&ltal kivaltott oxidativ stressz és ebbdl kovetkezd apoptdzis a
kopoltytkban, illetve a rézzel vald kezelés sordn az anyag dozisfiiggo letalitasat is sikertilt
kimutatni zebradaniokon [88, 89].

Zebradanié embriok/larvak réz-szulfat (CuSO4) kezelése esetén tobbféle szervezetre
gyakorolt hatést is kimutattak. Embriok esetén a CuSO4 gatolta a fejlddést és csokkentette
a talélést [90, 91], illetve az oldalvonalban talalhatd neuromastok sériilését okozva jelent6s
mértékt lokdlis gyulladast valt ki, amely makrofagok ¢és neutrofil granulocitak
infiltraciojaval jar [92]. Ennek kovetkezében a neutrofilek neuromastban torténd

akkumulécitja az egyik leggyakrabban hasznalt indikator a réz-indukalt gyulladasos

17



modellek esetén. Ezt a moddszert mar sikeresen alkalmaztak gyulladascsokkentd
gyogyszerek hatdsanak vizsgalatara [92].

A réz-indukalt gyulladasos modell kdnnyen automatizalhatd, mivel a gyulladas
indukalasahoz elegend6 csupan a CuSO4 embridé médiumhoz val6 hozzaadasa. Ezt kovetéen
a neuromastokban val6 leukocita-kumulaciot vizsgaljak fluoreszcens neutrofilekkel és
neuromastokkal rendelkez6 transzgénikus zebradanio-vonalak segitségével [92, 93]. A fenti
modszerrel tobb természetes anyagnak, illetve klinikailag engedélyezett gyogyszernek

sikeriilt kimutatni a gyulladascs6kkent6 hatasat [60].

Leukotrién B4 indukalt gyulladas

A leukotrién B4 (LTB4) egy leukocitdk altal termelt gyulladaskeltd hatasu jelatvivo
molekula, amely fokozza a gyulladas helyén tortén6 leukocita-akkumulaciot [94].
Zebradaniok esetén kimutattak, hogy az LTB4 mind a neutrofil granulocitakra, mind pedig
a makrofagokra nézve attraktans hatéssal rendelkezik [94, 95]. Az LTB4 indukalt
gyulladasos modell segitsegével tortént a Zebrafish Entrapment by Restriction Array
(ZEBRA) nevii eszkoz kifejlesztése, amelynek segitségével a zebradanio-larvak és -embriok
elére meghatarozott modon, gyorsan pozicionalhatok, ezzel ndvelve az automatizalt
képalkotas hatékonysagat. Az eszkoz felépitése lehetGvé teszi a zebradaniok automatizalt
adagolasat, expozicidjat és fényképezését, illetve hasznalhaté mas tipustu gyulladasos

modellek bevonasara, példaul farokiszé sebzésen alapul6 vizsgalatra is [96].
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1 A ZEBRADANIO SZULOALLOMANY FENNTARTASI ES SZAPORITASI KORULMENYEI

e

Elettudomanyi Egyetem (MATE) Szent Istvan Campusan, az Akvakultira és
Kornyezetbiztonsagi Intézet recirkulacids rendszerti zebradanio laboratoriumaban tértént. A
viz hémérséklete a rendszerben 25+0,5 °C, a medencékbdl elfolyd vizet a rendszer
folyamatosan sziiri, valamint ellendrzi és &llandd szinten tartja annak paramétereit. Az
ellenérzott paraméterek kozé tartozik a hdmérséklet, a vezetOképesség és a pH. A
laboratériumban napi 14 6ra megvilagitasi és 10 6ra sotét periddust alakitottak Ki,
automatikus, mesterséges fénnyel torténé szabalyozads segitségével. A halak etetése
zebradaniok szdméra kialakitott, granulélt haltappal (Special Diets Services, UK), illetve
sorakkal (Artemia salina) tortént. A szaporitashoz AB vonall zebradanidkat hasznaltunk. A
szaporitas specialisan erre a célra kialakitott, elhtizhato valaszfallal rendelkez0, 1 literes
milanyag medencékben zajlott. Az edényekben egy kiemelhetd teljesen kiilonalld, racsos
alju belso rész talalhatd, amely megkonnyiti az ikrdk begytijtését, illetve megakadalyozza,
hogy a halak elfogyasszak azokat. Az ivast kovetden az ikrdkat rendszervizzel félig
megtoltott 10 cm atmérdjii Petri-csészékbe osztottuk szét. Ezt kovetden a termékenyiilt,

normalis osztodast mutaté embridk sztereomikroszkop alatt kivalogatasra kertltek.

3.2 EMBRIONALIS BENDIOKARB-EXPOZICIO

Az embrionalis bendiokarb-expozicié soran alkalmazott kezelési és kontroll oldatokhoz
mechanikai és szén szliréssel sziirt, UV altal sterilezett rendszervizet hasznaltunk fel,
amelynek homérséklete 25,5+0,5 °C, pH-ja 7,0+0,2, vezetdképessege pedig 55050 uS volt.
Az embridkat 10 cm atmérdjii miianyag Petri csészékben inkubaltuk. Egy darab, 10 cm
atmér6jii Petri csészében 20-30 embridt helyeztiink el a kezelések soran, 40-50 ml
végtérfogatban. Szubletdlis, LC10 alatti bendiokarb koncentraciokat alkalmaztunk,
amelyeket egy korabbi, nemzetkozi folydiratban publikalt munka alapjan valasztottunk Ki
[97]. A kezelések soréan alkalmazott bendiokarb koncentraciok 0,07, 0,4, 0,75, 1,5 és 3 mg/I
voltak. Oldoszerkent DMSO-t alkalmaztunk, amelynek végsé koncentracidja nem haladta

meg a 0,01 v/v %-ot. A kezelési és kontroll oldatokat naponta cseréltik. Az embrionalis
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bendiokarb-expozicié a termékenyiilést kovetd ~3. oratol a 96. oraig (hpf, hours post

fertilisation) tartott.

3.3 NEUTROFIL GRANULOCITAK ELOSZLASANAK VIZSGALATA AZ EMBRIOKON BELUL

Annak érdekében, hogy in vivo megfigyelhessik a bendiokarb-expozicié neutrofil
granulocitakra gyakorolt hatasat, egy neutrofil granulocita-specifikus, transzgenikus
zebradanié reporter vonalat (Tg(mpx:EGFP)) alkalmaztunk. A kezelést kovetéen az
embriokrol altatasban (trikain-metanszulfonat, MS-222, 168 mg /) fluoreszcens mikroszkop
alatt oldalnézeti, valamint fellilnézeti fényképeket készitettiink (Leica M205 FA, Leica DFC
7000 T camera, Leica Application Suite X szoftver). A fényképek alapjan kiértékeltik a
neutrofil granulocitak eloszlasaban bekovetkezd valtozasokat. Mivel egy jelentds
felhalmozddas mutatkozott meg az oldalvonal szerv mentén, ezért annak régidjaban ImageJ

szoftver segitsegével a sejtszamot dsszesitettiik (N = 2 x 16/csoport).

3.4 NEUTROFIL GRANULOCITA SEJTEK MENNYISEGI ANALIZISE A TELJES EMBRIOKBOL

A bendiokarb neutrofil granulocita sejtszamra gyakorolt hatasat &ramlasi citometriaval, azon
belul pedig fluoreszcencia aktivalt sejtvalogatds (FACS) modszerével vizsgaltuk,
Tg(mpx:EGFP) transzgenikus zebradanio reporter vonal segitségével. A FACS elvégzésére
a Debreceni Egyetem Immunoldgiai Intézetében kerilt sor. A bendiokarb-expozicié végén
az embriokat mikrocentrifuga-csovekbe (30 embrid/csé) helyeztiik, amelyeket jéggel
lehtitott vizbe allitottunk az egyedek tulaltatasa érdekében. Ezt kovetden a larvakat Ringer-
oldatban atéblitettlik, majd pedig 0.25 szdzalékos Tripszin-EDTA segitségével emésztettiik.
Az emésztést magzati szarvasmarha szérum (fetal bovine serum, FBS) és kalcium-klorid
hozzdadasaval allitottuk le. A mintakat centrifugalast kovetden (400 g; 5 perc) 5 szazalékos
FBS/PBS oldatban Ujra szuszpendaltuk és 40 pm porusméretii sejtsziir6 kosarakkal
atszlirtiik. Az egyes mintakban az EGFP+ sejtek gyakorisagat 105 sejtre vonatkozdan
NovoCyte Flow Cytometer késziilékkel hataroztuk meg. A kisérletet 4 ismétlésben végeztiik
(N =4 x 30/csoport).
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3.5 NITROGEN-MONOXID TERMELODES VIZSGALATA

A nitrogén-monoxidnak, mint fontos gyulladadsos mediatornak az embriokon beliili
termel6dését fluoreszcens jelet szolgaltatd diaminofluoreszcein-FM-diacetat (DAF-FM-
DA) préoba segitsegével hataroztuk meg. A bendiokarb-kezelés végeén az embriokat 96 lyukd,
lyukanként 200 pl, 5 uM DAF-FM-DA oldatot tartalmazd sejttenyészté lemezekbe
helyeztik individudlisan, majd pedig 25,5 °C-on, sotétben, 1 oran keresztll inkubaltuk
azokat. Ezutan az embriokat rendszervizben atdblitettik, majd altatasban oldalnézeti
fényképeket készitettlink GPF sziirdvel felszerelt Leica M205 FA fluoreszcens mikroszkop
alatt, Leica Application Suite X szoftver altal. A fényképek alapjan ImageJ szoftver
segitségével meghataroztuk az oldalvonal-szerv terlletére korlatoz6dd fluoreszcencia

intenzités értékeket, amely aranyos a nitrogén-monoxid termel6dés mértékével.

3.6 IMMUNKOMPETENCIA-VIZSGALAT LOKALIS GYULLADASOS MODELLBEN

A kovetkezOkben arra voltunk kivancsiak, hogy az embriondlis bendiokarb-kezelés hogyan
befolyasol egy indukalt lokalis gyulladasos valaszreakciot. Mindezt a regeneraciora képes
farokuszo steril sebzése altal vizsgaltuk. A farok(szo sebzését Tg(mpx:EGFP) transzgenikus
zebradanié vonalon végeztiik, amely segitségével valdos idében nyomon kovethettik a
neutrofil granulocitak sebzés teriiletére torténd vandorlasat. A bendiokarb-kezelés végén az
embridkat altaté folyadékba helyzetik (MS-222, 168 mg /I), majd mikroszkép alatt steril
borotvapengével a faroklszé-véget a larva tengelyére mer6legesen, a gerinchir vége és a
eltavolitottuk. Ezutan az embriok individudalisan, friss rendszervizet tartalmaz6 24 lyukd
sejttenyészté lemezekbe keriiltek. A sebzést kovetéen viszonylag rovid idén belil
megkezdddik a granulocitik sebzés teriiletére torténd vandorlasa. A sebzést koveto 4. 6rdban
az embriok farokuszo-régidjarol altatasban oldalnézeti fénykepeket keészitettlink GPF
sziirbvel felszerelt Leica M205 FA fluoreszcens mikroszkop alatt, Leica Application Suite
X szoftver altal. A sebzés teruletére vandorolt neutrofil granulocitdk mennyiségét (EGFP-

pozitiv sejtek szama) a fényképek alapjan manualis sejtszamolassal dsszesitettiik.
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3.7 AZ EMBRIONALIS BENDIOKARB-EXPOZICIO HATASANAK VIZSGALATA LPS-INDUKALT

GYULLADASOS MODELLBEN

A bendiokarb kezelés immunmoduléns hatdsanak tovabbi vizsgalatdhoz a kezelést kovetéen
az embridkat Pseudomonas aeruginosa eredetii, szubletalis lipopoliszacharid (LPS, 100
ug/ml) expozicionak tettik ki. Ehhez a vizsgalathoz az alkalmazott bendiokarb koncentracid
sorozathol egy viszonylag alacsonyabb (0.4 mg/l) és egy viszonylag magasabb (1.5 mg/l)
értéket valasztottunk ki. Az LPS kezelés a bendiokarb expoziciot kovetden, 96 és 120 hpf
kdzott zajlott, ekkor a bendiokarb mar nem volt jelen a kezelési oldatokban. Az LPS kezelés
végén, 120 hpf-nél altatasban oldalnézeti fényképeket készitettiink az embriokrol GPF
sziirbvel felszerelt Leica M205 FA fluoreszcens mikroszkop alatt, Leica Application Suite
X szoftver altal. Ezt kovetéen Image] szoftver segitségével meghatiroztuk a teljes

embriokon belil a neutrofil granulocita sejtszamot (EGFP-pozitiv sejtek szdma).

3.8 STATISZTIKAI FELDOLGOZAS

Az eredményeket els6ként Shapiro-Wilk teszt altal normalitas-vizsgalatnak vetettik ala. A
statisztikai kulonbségeket egyszempontos paraméteres ANOVA-val és Dunnett-féle post
hoc teszttel, vagy egyszempontos nem-paraméteres ANOVA-val (Kruskal-Wallis teszt) és
Dunn-féle post hoc teszttel értékeltik. Az eredményeket atlag + szoras forméban
prezentaltuk. Statisztikailag igazoltan szignifikans kulonbség p < 0,05 esetén lett

megallapitva.
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4. EREDMENYEK

Embriondlis bendiokarb-expozicié hatasa a neutrofil granulocitak eloszlasara és teljes
embrion bellli mennyiségére

A bendiokarb kezelés hatdsara a neutrofil granulocitak eloszlasaban jelentds kiilonbségek
mutatkoztak meg. A kezelési koncentraciok novekedésével a sejtek egyre nagyobb mértékii,
difftz jellegli szorodast mutattak (1. abra).

Kiilonésen szembetiind volt a granulocitdk embriok kozépvonala mentén torténd
felhalmozodasa. Ennek szdmszeriisitése soran nagymértékii, statisztikailag igazoltan

szignifikans, koncentracio-fliggé novekedés mutatkozott meg a neutrofil granulocita

sejtszdmban az oldalvonal mentén (1. abra).

20 4

15 4

mentén

10 4

EGFP* sejtek szdma az oldalveonal

DMSO 0,07 0,4 0,75 15 3
bendiokarb (mg/l)

1. Abra. A szubletalis, embrionalis bendiokarb-expozicié hatasa a neutrofil granulocitak eloszlasara 96
0rés zebradanio embridkban. A) Oldalnézeti, nativ és fluoreszcens fényképek a Tg(mpx:EGFP) embridkrol
bendiokarb-expoziciot kovetéen. B) Az EGFP-pozitiv sejtek szama az embridk oldalvonala mentén. A kék
vonal a mérési teriiletet jeldli az embridn. A diagram atlagot és szorast jelol (N= 2 x 16). *: statisztikailag

igazolt kiilénbség a kontroll csoporthoz (DMSO) képest. p < 0,05
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Annak érdekében, hogy az oldalvonal-szerv tényleges érintettségét jobban megfigyelhessik,
felulnézeti fényképeket is készitettink az embridkrél. A felllnézeti fényképek alapjan
lathatéva valt, hogy az oldalnézetben megfigyelt, kdzépvonalhoz vandorolt neutrofil

granulocitak az embriok kiltakardjanal halmozodtak fel (2. abra).

3 mg/L

ERKINRIIEER I

2. Abra. A szubletalis, embrionalis bendiokarb-expozici6 hatasa a neutrofil granulocitak eloszlasara a
96 Oras zebradaniéo embriokban. Oldalnézeti (A) és feliilnézeti (B) fényképek a Tg(mpx:EGFP) embriok
torzs-farok régidjarol. A fehér nyilak a feliilnézeti képeken az embridk kiiltakaréjahoz vandorolt sejteket jeldlik

az oldalvonal mentén.

Mindemellett azonban a teljes embridkbdl FACS éltal meghatarozott neutrofil granulocita
sejtszam (pontosabban azok gyakorisaga) nem mutatott szignifikans kilonbségeket az egyes

csoportok kozott (3. abra).
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3. Abra. A szubletélis, embrionalis bendiokarb-expozicio hatasa a neutrofil granulocitak teljes
zebradénié embrion beltli mennyiségére. A FACS analizis altal meghatarozott EGFP-pozitiv sejtek

gyakorisaga. A diagram atlagot és szorést jelol (N=4 x 30). p < 0,05
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Embrionélis bendiokarb-expozicié hatdsa a nitrogén-monoxid termelodésére és annak
eloszlasara az embridkban

A nitrogén-monoxidnak, mint gyulladdsos mediatornak az in vivo vizsgalatakor jol
lokalizalhat6, az embriok oldalvonala mentén foltokban megjelend fluoreszcens
»gocpontokat” figyeltiink meg (4. abra). Ennek szamszertsitése érdekében meghataroztuk az
oldalvonal tertiletére korlatozodd fluoreszcencia intenzitast, amely az 1,5 és 3 mg/l bendiokarb
kezeléshez tartozé csoportokban statisztikailag igazolhatdan szignifikans névekedést mutatott
a kontroll csoporthoz képest (DMSO) (5. abra). Mindemellett, enyhe mérték{i nitrogén-
monoxid termelédés-ndvekedést figyeltink meg a fluoreszcens képek alapjan a szik-
bélrendszer teruletén, a magasabb koncentraciokhoz tartozo kezelési csoportokban.
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4. Abra. A szubletalis, embrionalis bendiokarb-expozicié hatasa a nitrogén-monoxid termelédésére és

=
o
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oldalvonal mentén
1%,

Atlagos fuoreszcensz intenzitds az

annak eloszlasara a 96 oras zebradanié embridkban. A) Oldalnézeti fényképek a fluoreszcens préba (DAF-
FM-DA) éltal in vivo jelolt embridkrol, bendiokarb kezelést kovetéen. A fluoreszeencia intenzitisa aranyos a
nitrogén-monoxid termelédésével. B) Fluoreszcencia intenzitds az embridk oldalvonala mentén. A diagram
atlagot és szérast jeldl (N= 2 x 10). A kék vonal a mérési teriiletet jeldli az embridn. *: statisztikailag igazolt
kiilénbség a kontroll csoporthoz (DMSO) képest. p < 0,05
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Embriondlis bendiokarb-kezelés hatasa a gyulladds és immun-specifikus markergének
kifejezodésére

Osszhangban a neutrofil granulocita eloszlas és nitrogén-monoxid termelddés esetén tapasztalt
eredményekkel, a bendiokarb kezelés a magasabb alkalmazott koncentraciokhoz (1,5 és 3
mg/1) tartoz6 csoportoknal a vizsgalt immun- és gyulladas specifikus markergének emelkedett
expressziojat eredményezte. A neutrofil granulocita attraktans faktorokat kodold gének
(cxcl18, cxc8) kifejezodését tekintve viszonylag erdteljesebb indukciot detektaltunk (6. abra).
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6. Abra. A szubletalis, embrionalis bendiokarb-kezelés hatasa a gyulladas és immun-specifikus
markergének kifejezodésére. (N= 4 x 12). *: statisztikailag igazolt kiilonbség a kontroll csoporthoz (DMSO)
képest. p < 0,05

Embrionalis bendiokarb-expozici6 hatasa az indukalt lokalis sebzésre adott
valaszreakciora

Az zebradanio farokuszojanak steril sebzésén alapulo lokalis gyulladasos modellben jelent6s
kilonbség mutatkozott meg a kontroll és kezelési csoportok kozott. A bendiokarb kezelésen
atesett embrioknal koncentracio-fiiggd mértékben csokkent a sebzés teriiletére vandorolt
neutrofil granulocitdk mennyisége (7. abra). A csokkend tendencia mar az alacsonyabb

koncentracioknal megmutatkozott (7. abra).
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7. Abra. A szubletalis, embrionalis bendiokarb-expozicié hatasa a neutrofil granulocitak eloszlasara és
mennyiségére indukalt lokalis sebzésre adott valaszreakci6 esetén 96 oras zebradanié embridkban. A)
Oldalnézeti, nativ és fluoreszcens fényképek a Tg(mpx:EGFP) embridk farokuszéjarol bendiokarb-expozicid
utani lokalis sebzést kdveten. A szamok az alkalmazott bendiokarb koncentraciot fejezik ki mg/L-ben. B) Az
EGFP-pozitiv sejtek szdma a sebzés teriiletén. A diagram atlagot és szdrast jelol (N = 2 x 10). *: statisztikailag

igazolt kiilénbség a kontroll csoporthoz (DMSO) képest. p < 0,05
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Embriondlis bendiokarb-expozicio hatasa az LPS-indukalt szisztémas gyulladasra

A P. aeruginosa eredetti LPS altal indukalt 24 oras gyulladasos modellben kontroll
korilmények kdzott 100 pg/ml LPS alkalmazott koncentracio mellett a zebradanié-embriok
még nem mutatnak ugyan pusztulast, azonban a kezelés végére jelentdsen csOkken a
(funkcionalis), mieloperoxidaz-pozitiv granulocitdk mennyisége a teljes embriokban.
Erdekes modon a korabban bendiokarb kezelésen étesett embridk esetén, a magasabb 1,5
mg/l-es bendiokarb koncentracidéhoz tartozé csoportban szignifikansan kevesebb neutrofil
granulocita pusztult el az LPS hatasara, mint a kontroll, illetve az alacsonyabb 0,4 mg/I

koncentracio esetén (8. abra).

350
300+
250+
200+
150
100

50+

EGFP* sejtek szama az embridban

bendiokarb-kezelt csoportok

8. Abra. Az embrionalis bendiokarb-expozici6 hatasa az LPS-indukalt szisztémas gyulladasra 96 6réas
zebradanié embriokban. Az EGFP-pozitiv sejtek szdma a teljes embriéban kiilonb6z6 bendiokarb
koncentréaciok esetén. A pontdiagram atlagot és szorést jeldl (N= 3 x 12). Az egyes pontok a diagramon az

individuélis méréseket jelolik.
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5. MEGBESZELES ES KOVETKEZTETESEK

Az altalunk végzett kutatas soran a szubletalis, embrionalis bendiokarb-expozicié immunrendszerre
gyakorolt hatésait vizsgaltuk kiilonb6z6 embriondlis gyulladdsos modellek segitségével
zebradanioban, amelynek soran szamottevl eltéréscket tapasztaltunk. A  veleszlletett
immunrendszer sejtes elemeit tekintve elsd sorban a neutrofil granulocitékra gyakorolt hatdsokra
fokuszaltunk. Vizsgalataink soran megmutatkozott a neutrofil granulociték diffuz szorodasa a teljes
embriokon bellil a kezelt csoportokban, amelyek emellett szignifiké&ns, koncentracio-fliggd, névekvo
mértéki felhalmozodast mutattak az embriok oldalvonala mentén. Mindez a nitrogén-monoxid, mint
gyulladdsos mediator oldalvonal mentén torténd fokozott termelddésével, valamint az immun és
gyulladas asszocialt markergének, koztiik a neutrofil-granulocita kemoattraktans faktorokat kodol6
gének kifejezddésének koncentracio-fiiggd indukalasaval tarsult. A tapasztaltak alapjan
feltételezhet6, hogy a megfigyelt gyulladasos kép mogott részben az oldalvonal mentén sorakozd
érzékeld szorsejtekbdl alld neuromast kozpontok bendiokarb 4ltali karosodasa huzddhat.
Nanoanyagok toxicitdsanak zebradanion torténd vizsgalata soran szintén megmutatkozott az
oldalvonal érzékel6 neuromast kozpontjainak karosodasa, amely szintén egy(tt jart egyes gyulladas
asszocialt gének intenzivebb kifejezddésével és a neutrofil granulocitdk megvaltozott eloszlasaval
[98]. A bendiokarb oldalvonal-szervet kérositd hatasanak részletesebb felderitéséhez azonban
tovabbi, sejt szintii vizsgalatok sziikségesek.

Jelentds eltéréseket tapasztaltunk tovabba a szoveti sériilés altal indukalt lokalis gyulladasos
modellben is. A kezelési csoportokban a neutrofil granulocitak eltéré mértékii valaszt adtak a lokalis
gyulladasra, amely a sebzés teriiletén torténd koncentracio-fiiggd, csokkent felhalmozodasban
nyilvanult meg. Mindezzel egyiitt a teljes embriokon belill nem mutattunk ki szamottevd
kulonbseget a granulocitdk mennyiségét tekintve a kontroll es kezelési csoportok kozott.
Elmondhato tehat, hogy a granulocita migracioban bekovetkez6 kiilonbségek mogott nem a teljes
(mozgosithatd) granulocita sejtszam csokkenése allt. Mindez a bendiokarb jelentds mértékii
immunmoduléns potencidljardl tantiskodik, amelynek hatterében feltételezhetden elsé sorban a
kiilonb6z6 gyulladas- és velesziiletett immunrendszer-kapcsolt szignalizacidés — Gtvonalak
megzavarasa/modulalésa és a bendiokarb-expozicid altal indukalt pro-inflammatorikus folyamatok
allhatnak. Kiilonb6z6, immunotoxikus potencidllal rendelkezd xenobiotikumok esetén szintén
megfigyelték a neutrofil granulocitdk, illetve makrofagok szoveti sériilésre adott eltérd
valaszreakcidjat. A rizstermesztés soran alkalmazott névényvédé szer a cyhalofop-butil [99], a
fungicid hatasu peszticid keverék famoxadone-cymoxanil [100], illetve egyes nanoanyagok [101]

hasonldéan az éaltalunk tapasztaltakhoz, az immunsejtek csokkent mértékii felhalmozodasat
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tapasztaltdk faroklszo-sebzésen alapuld lokalis zebradanid modellben. A granulocita-vandorlas
modulélésanak részletesebb megismerésére tovabbi, példaul az érrendszer és a makrofagok
érintettséget is vizsgalo kisérletek elvégzése szilkséges.

Erdekes modon az LPS-kezelésen alapuld szisztémas gyulladasos modellben az eldzetesen —
viszonylag magasabb koncentraciokkal torténd, de még szubletalis, LC10 alatti tartoméanyban 1évo
— bendiokarb expozicion atesett zebradanid6 embriok neutrofil granulocitdi nagyobb mértékil
toleranciat mutattak az LPS-kezeléssel szemben a kontroll csoporthoz képest. Elképzelhetd, hogy a
bendiokarbnak valo embrionalis expozici6 olyan transzkriptom szintii valtozasokat eredményezett a
velesziiletett immunrendszer, tobbek kozott a neutrofil granulocitak tekintetében, amelyek igy eltérd
maddon reagéltak egy Ujabb, LPS-expozici6 formajaban torténd ,kihivasra”. Zebradanié embriokon
kimutattak, hogy egy korabbi, viszonylag alacsony, szubletalis LPS-dozis toleranciat alakit ki egy
késObbi Onmagaban letalis LPS-ddzissal szemben, amely jelenség hétterében kulcsszerepet
jatszhatnak egyes citokin receptorok és az azokhoz kéthetd szignalizacios Utvonalak [102]. Az
embrionalis bendiokarb-expozicid szisztémas gyulladasra adott valasza mogott hizodd molekularis
bioldgiai mechanizmusok megismerése tovabbi feltaré munkat igényel.

A bendiokarb embrionalis hatasvizsgalatarol foként az elmult két évtizedben jelentek meg
eredmények, korlatozott mennyiségben, elsé sorban csirke embrion, amelyek nem adnak szamot
jelentds, teratogén hatasokrol [103-105]. Més inszekticid karbamatokhoz képest a bendiokarb-
expozicid6 immunoldgiai kdvetkezményeirdl szintén meglehetdsen kevés informacio érhetd el a
szakirodalomban. Nyulak vizsgélata sordn a bendiokarb szamottevd elvaltozasokat okozott a 1ép
szOveti struktarajaban és a limfocita sejtszamban [106]. A héttérben hiiz6d6 hatdsmechanizmusok,
a velesziiletett immunrendszer sejtes és humoralis elemeire gyakorolt hatasok azonban még alig
ismertek.

Jelen diplomamunka eredményei alapjan 6sszességében elmondhat6, hogy az embrionalis,
szubletalis bendiokarb-expozicio jelentés mértékii kihatassal volt a zebradanio-embriok velesziletett
immunrendszerere, annak sejtes és humoralis elemeinek befolyasolasan keresztil egyarant.
Vizsgalataink eredményei a bendiokarb pro-inflammatorikus és immunmoduléans potencialjarol
tanuskodnak. Mindazonaltal a tapasztalt eltérések hatterében allé folyamatok megismerése tovabbi
kutatdbmunkat igenyel.

Kisérleteink eredményei felhivjdk a figyelmet a zebradanio embrid, mint gerinces modell
toxikologiai vizsgalatokban torténd alkalmazéasanak jelentéségére. A novekvd okologiai, valamint
human és haszonallat-egészségiigyi kockazatok miatt novekvo az igény 1j, koltséghatékony
vizsgalati modszerek kifejlesztésére és a mar meglévé modszerek finomhangolaséra a toxikoldgiai

vizsgalatok terén, amelyhez a zebradanio egy eldremutato alternativat kinal.
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6. OSSZEFOGLALO

Az emberi tevékenység kdvetkeztében kdrnyezetiinkbe egyre nagyobb mennyiségben keriilnek
kiilonféle kornyezeti szennyezdanyagok, amelyek kérosithatjdk a patogén éagensek elleni
védekezésben kulcsszerepet jatsz6 immunrendszert. Ez szamos rovid- és hosszutavu
egészseglgyi kdvetkezménnyel jarhat.

A dolgozat céljat képezte, hogy atfogd képet adjon kiilonbozd, lokalis vagy szisztémas gyulladas
indukalasan alapul6é zebradanié modellekrdl, illetve, hogy megvizsgaljuk ezeken keresztiil egy
huméanegeszségiigyi szempontbol is jelentds karbamat inszekticid, a bendiokarb velesziiletett
immunrendszerre gyakorolt hatdsat. Megvizsgaltuk az embriondlis, szubletalis bendiokarb-
expozicid hatasat a neutrofil granulocitdk embrion beluli eloszlasra és mennyiségére, illetve egy
gyulladasos mediator, a nitrogén-monoxid termelédésére. Vizsgaltuk még egyes immun- €S
gyulladas-asszocialt markergének kifejez6dését is bendiokarb-expozicion atesett zebradanio-
embrion. Tovabba, farok(szo-sebzésen alapuld lokalis, valamint lipopoliszacharid (LPS)-
indukalt szisztémés gyulladasos modellben értékeltiik az embrionalis bendiokarb-expozicid
neutrofil granulocitak valaszreakciojara/funkcionalitasara kifejtett hatasait.

A bendiokarb-expozicid hatasara koncentracio-fliggd modon megvaltozott a neutrofil
granulocitdk embrion beliili eloszlasa, az oldalvonal mentén azok fokozott, szignifikans mértékii
felhalmozddasa volt tapasztalhatd. A nitrogén-monoxid termelédése szintén emelkedett
értékeket mutatott az oldalvonal mentén. A viszonylag magasabb koncentraciok az immun- és
gyulladas-specifikus ~ markergének  kifejezOdésének  jelentds  mértékii  indukalasat
eredményezték. A farokuszo sebzésén alapuld gyulladasos modellben a neutrofil granulocitak
sebzés teriiletére vandorlasa pedig szignifikéns, koncentracio-fliggé csokkeneést mutatott a
bendiokarb kezelésen atesett csoportokban. Erdekes mddon az LPS-kezelés altal indukalt
erételjes szisztémas gyulladas soran az elézetesen bendiokarb-expozicion atesett embriokban a
granulocitdk nagyobb mértékii tolerancidja mutatkozott meg.

Osszességében megéllapithatd, hogy a bendiokarb — feltételezhetéen az oldalvonal szerv mentén
sorakozd neuromast érzékelé kozpontok karositasan keresztiil is — inflammatorikus
folyamatokat indukalt az embriokban, mindemellett pedig erételjes mértékben befolyasolta a
neutrofil granulocitak altalunk indukalt lokalis és szisztémas gyulladasra adott valaszreakcidjat.
Mindez az embriondlis, szubletalis bendiokarb-expozici6 immunmodulans potencialjardl
tantskodik. Eredményeink felhivjak a figyelmet a bendiokarb immunrendszerre gyakorolt
hatasainak tovabbi, részletesebb feltérkepezését célz6 kutatomunkak elvégzésének
sziikségességére.
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7. ABSTRACT

Due to anthropogenic activities increasing amounts of environmental pollutants enter the
environment A potential target for these xenobiotics is the immune system, which plays a
vital role in host defense against pathogens. Impairment of this system can result in several
short- and long-term health consequences.

The aim of this thesis was to provide an overview of zebrafish models which are based on
the induction of local or systemic inflammation, and to investigate the immuno-toxicological
effects of embryonic exposure to sublethal concentrations of bendiocarb, a carbamate
insecticide. The effects of embryonic exposure to sublethal concentrations of bendiocarb
were investigated on the distribution and abundance of neutrophil granulocytes and on the
production of an inflammatory mediator, nitric oxide. The expression of certain immune-
and inflammation-associated marker genes on bendiocarb-exposed zebrafish embryos was
also investigated. In addition, we evaluated the modulatory effects of embryonic bendiocarb-
exposure on neutrophil granulocyte response and function using local and LPS-induced
systemic inflammatory models.

The exposure to bendiocarb resulted in a diffuse, widespread distribution of neutrophil
granulocytes in the whole embryos, and a significant increase in neutrophil accumulation
along the lateral line in a concentration-dependent manner. An elevated nitric oxide
production has also been observed along the lateral line. Furthermore, bendiocarb-exposure
resulted in significant up-regulation of immune- and inflammation-associated marker genes.
In addition, in the tail fin transection model, neutrophil granulocyte migration to the wound
site showed a significant, concentration-dependent decrease after bendiocarb-exposure.
Interestingly, during the intense systemic inflammation induced by LPS treatment,
neutrophil granulocytes showed a greater tolerance to LPS in the embryos, which were
previously exposed to bendiocarb.

Overall, it can be concluded that the sublethal, embryonic exposure to bendiocarb induced
pro-inflammatory effects in the zebrafish embryos, presumably as part of the result of
potentially damaged neuromasts along the lateral line. The response of neutrophil
granulocytes to a local and a systemic inflammation was also strongly affected by the
embryonic exposure. In conclusion, these findings indicate a significant immunomodulatory
potential of this carbamate insecticide. The result of our study draws attention to the need of
further, more detailed studies focusing on the investigation of short- and long-term

immunological consequences of embryonic bendiocarb-exposure.
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nem véallalnak semmilyen felelsséget annak jogi orvoslasara, ha valamely felhasznal6 a
HuVetA-ban engedéllyel elhelyezett anyaggal t6rvénysérté mddon visszaélne.

Budapest, 202év ... Q. ... h6 .09 nap
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alairas
szerzb/a szerzéi jog tulajdonosa

A HuVetAMagyar Allatorvos-tudomdnyi Archivum — Hungarian Veterinary Archive az
Allatorvostudomanyi Egyetem Hutyra Ferenc Konyvidar, Levéltar és Miizeum dltal miikidtetett
egyetemi és szakiteriileti online adatidr, melynek célja, hogy a magyar dllatorvos-tudomany és
-torténet dokumentumait, tudasvagyondt elektronikus formaban Osszegyiljtse, rendszerezze,
megorizze, kereshetévé és hozzaférhetove tegye, szolgdltassa, a hatdlyos jogi szabalyozdsok
figyelembe vételével.

A HuVetA a korszerii informatikai lehetdségek felhasznalasaval biztositja a konnyt, (internetes
keresogépekkel is miikodo) kereshetdséget és lehetdség szerint a teljes sziveg azonnali elérését.
Célja ezek révén

- amagyar allatorvos-tudomany hazai és nemzetkozi ismertségének novelése;

- a magyar dllatorvosok publikacioira torténd hivatkozasok szamanak, és ezen
keresztiil a hazai allatorvosi folyoiratok impakt faktordnak novelése;

- az Allatorvostudoményi  Egyetem és az  egviittmitkédd  partnerek
tuddasvagyonanak koncentralt megjelenitése révén az intézmények és a hazai
allatorvos-tudomany tekintélyének és versenyképességének novelése;

- aszakmai kapcsolatok és egviittmiikodés eldsegitése,

- anyilt hozzaférés tamogaltdsa.
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a hallgatd neve és alairasa



Allatorvostudomanyl Egyetem TANULMANYI OSZTALY

Diplomamunka konzulticids lap dllatorvostan hallgaték részére

A hallgaté neve: Boda Zséfia

Neptun-kodja: I6XQAL

A témavezetd neve és beosztisa: Dr. Lehel Jozsef, egyetemi docens
Tanszék: Elelmiszer-higiéniai Tanszék

A diplomadolgozat cime: Zebraddnién kialakitott gyulladdsos modellek alkalmazdsi lehetbségei
toxikolégiai vizsgdlatokban

Konzulticié - 1. félév

Idépont . . . . , . T
T v ™ New | Téma/Témavezetd megjegyzése Témavezet6 aldirdsa

| 2021 11 23 | A dolgozat felépitésének megbeszélése
L | | S B it/ 35

| 2022 | 05 13 | Trodalmi feldolgozas sinézése % il
_ 08 3 Az eredmények megbeszélése, a /d/ r
3. | dolgozat attekintése ﬁj TZ’%

(&

[
=
|
t2

" i2022 ; 10 11 Dolgozat véglegesitése [QZ %? F,);C 2
s | 22 , 10 16 Témavezetdi nyilatkozat kiadasa (9 /: ;4
] Fi T:!'
Erdemjegy az elsd félév vépén: jeles (5)
Konzultdcié - 2. félév
B lddpont . . - . . . T
T Ev Ho Nap Téma/Témavezetd megjegyzése Témavezetd alairasa
2022 11 16 TDK dolgozat feltdltésre keriilt az -
b o elBiras szerint a megfeleld tarhelyre (90 Z ]‘3
2023 &5 (i . ;
| 2023 '
] O et~
| L : r
L |4 |
| 5. |
|

| Erdemjegy a mésodik félév végén: jeles (5)

A nyomtatvany a hallgat6i €s a tanszéki ligyintézoi alairas, valamint az atvétel datuma nélkiil
nem érvényes. A konzultacios lap a diplomamunka mellékletét képezi!




Allatorvostudomanyl Egyetem TANULMANY!| OSZTALY

A diplomamunka - a szakra vonatkozoan - a Tanulmanyi- és Vizsgaszabalyzatban, valamint az Utmutaté
a szakdolgozatok/diplomamunkék készitéséhez cimi mellékletében leirt kévetelményeknek megfelel.

A diplomamunka befogadhatd, védésre alkalmasnak talaltam.

A nyomtatvany a hallgatdi és a tanszéki ligyintéz6i aldiras, valamint az atvétel datuma nélkiil
nem érvényes. A konzulticios lap a diplomamunka mellékletét képezi!
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