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Roviditésjegyzék

AC: acetamiprid

CCD: kolonia-6sszeomlas korkép
COX: ciklooxigenaz enzim

DDT: diklor-difenil-trikloretan

GPx: glutation-peroxidaz

GR: glutation-reduktaz

GSH: redukalt glutation

GSSG: oxidalt glutation

GST: glutation-S-transzferaz

H20.: hidrogén-peroxid

KAT: katalaz

KU: kurkumin

LD50: letalis dozis 50

LOX: lipoxigenaz enzim

MDA: malondialdehid

NADH: nikotinamid-adenin-dinukleotid
Nrf2: nuclear factor erythroid-derived 2
ROS: reaktiv oxigén gyokok

SOD: szuperoxid-dizmutaz



Bevezetes és irodalmi attekintés

A nyugati mézelé méh (Apis mellifera) életciklusa

A nyugati mézel6 méh (Apis mellifera) gazdasagilag rendkiviil jelentOs, szemi-
domesztikalt rovarfaj. Elterjedési teriilete eredetileg Europa és Afrika volt, azonban a
gyarmatositasok révén az 1600 - as évek elejétdl Amerikaban, Ausztralidban és Azsiaban is
megtelepedett. A nyugati mézelé méh egyike az euszocialis fajoknak, €s mint olyan, koloniakat
alkot, melyben az egyedek szigoru munkamegosztas szerint élnek. A csoportok elnevezése a
kolénidban betdltott szerepiik alapjan: méhanya, dolgoz6 és here. Az 0j méhanya élete a
naszrepiiléssel kezdddik, mely soran akar 20 herével is parosodhat, melyet kdvetden kezdi el
petéinek lerakasat. A pete 3 nap alatt kikel és larvava alakul, mely allapotot alcanak is nevezik.
Az alca 5-6 nap alatt babba alakul, a kés6bbi funkcidtol fiiggden 7-14 nap alatt fejlodik ki a
felndtt méh. Ennek megfelelden a teljes fejlodési ciklus 16 (méhanya), 21 (dolgozo) vagy 24
napra (here) tehet6 [1]. A megtermékenyitett petékbdl fejlédnek ki a him ivard méhek, azaz a
herék. A herék egyetlen feladata 40-50 napig tartd életilk soran, hogy a méhanyat
megtermékenyitsék. A méhanya 4altal megtermékenyitett petékbdl fejlédnek ki a ndstény ivart
egyedek, vagyis; a tovabbi anyak és a dolgozok. A dolgozd méhek életiik els6 3 hetét a
kaptarban toltik, feladataik a larvak etetése, a méz feldolgozasa, a kaptar 6rzése és a friss levegd
biztositasa szelldztetéssel. 21 napos korukban kirepiilnek a kaptarbol, a kornyezetiikben pollent,
nektart és vizet gylijtenek, majd visszatérnek a kolonidhoz. A dolgoz6é méhek élettartama a
nyari honapokban 30-40 nap, a téli honapokban 7-8 honap. A méhanya petéket a tavaszi, nyari
¢s kora 0szi honapokban tesz. A hidegebb, dszi-téli idészakban a kolonia aktiv marad, azaz nem
hibernal, a méhek felélik raktarozott méziiket, és szoros csoportot alkotva, ugynevezett flirtot

képezve biztositjak a megfelel6 hdmérsékletet a kaptarban [1].

A nyugati mézelé méh okologiai és gazdasagi jelentisége

A nyugati mézelé méh viladgszerte a legnagyobb 6kologiai jelentdséggel bird beporzo
rovarfaj, egyéb beporzo fajok, példaul a poszméhek, zengdlegyek, lepkék és hangyak mellett.
A globdlis élelmezés nagyobb részét kitevo termesztett gabonafélék beporzasa ugyan tobbnyire
sz€l segitségével torténik, a legtobb gyiimoéles és zoldségféle beporzasahoz azonban
elengedhetetlen a pollinator fajok tevékenysége. Kozmopolita Iévén az Antarktisz és néhany
Oceani sziget kivételével a Fold egész teriiletén elterjedt faj, a viragzoé névények 87,5%-anak
beporzasaért felelds [2], és a vilag 107 legnagyobb mennyiségben termesztett mezdgazdasagi

jelentdségii novényének 90%-at latogatja [3]. A mézelé méhek nem csak napjainkban toltenek
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be kiemelked6en fontos szerepet, hanem végigkisérték az emberi civilizacid fejlédését is.
Legkorabbi fennmaradt emlékeink a kdkorbdl szarmaznak; az ember méz utani kutatasarol
taniskodnak, vagyis mar akkoriban az ¢lelmezés fontos részét képezték. Késdbb az okori
Gordgorszagban a sziiletés és a haladl o6rok korforgasanak szimbolumaiként a filozofia
fejlédésében is megjelentek. A mézelé méh gazdasagi jelentGsége a népesség expanzidjaval
parhuzamosan évezredrél évezredre novekedett [4]. Napjaink modern mezdégazdasaganak
elmult évszazadban tapasztalhat6 hatalmas mértékii térhoditasa miatt a méz termelése mellett a
méhek beporzasban vald nélkiilozhetetlen szerepe is egyre nagyobb jelentéséget kapott.
Napjainkban az Egyesiilt Allamok teriiletén a méhészek egyik legfontosabb bevételi
forrdsukként hivatas-szertien vallaljak a hatalmas novénykultirak beporzasat méh kolonidik
segitségével, melyhez akar tobb ezer kilométert is szallitaniuk kell az allatokat [5].

A méhek beporzo fajok kézotti domindnssa valasanak okai sokrétiiek. El6szor is kozmopolita
faj [évén a mézel6 méhek elterjedtsége a vilagon a legszéleskoriibb minden pollinator faj kozott,
mely egyértelmii szelekcios eldnyt jelent a faj szamdra. Ezen kiviil taplalkozasi szokasait
tekintve a mézeld méh generalista fajnak mondhato, amit tisztan tiikkroz, hogy a termesztett
mezOgazdasagi novények 90%-at latogatjak takarmanyszerzés céljabol. Végiil, de nem utolsé
sorban, a mézeld méhek mas beporzo fajok fitneszét és viselkedését negativan befolyasolhatjak,
a kompeticié révén pedig szelekciés nyomas helyezodik a tobbi fajra, melyet ugy tinik, a
mézeld méh toleral jobban. Ez a fajta kompetici6 megzavarhatja a pollinator fajok és a
novények kozotti interakciokat, a megfigyelések szerint abban az esetben is, ha az adott
teriileten a mézeld méh nincs jelen nagy stiriségben [2]. Csaktigy, ahogyan a mézelé méhek
szdma (mind az ember altal kezelt, mind a vadon €16 kolonidk), az egyéb beporzo fajok szdma
is jelentdsen csokkent az elmult évtizedekben, jellemzdéen az él6helyek zsugorodasa és
degradacidja, a novények monokultirdkban valéo termesztése, a ndvényvéddszerek
nagymértékii hasznélata, patogének és parazitdk jelenléte, a takarmany nem megfeleld

tapanyagtartalma ¢€s a klimavaltozas negativ hatasai miatt.

Kolonia-6sszeomlas korkép (Colony Collapse Disorder)

A mézel6 méhek kolonidit nagymértékben sujtd kolonia-Osszeomlds korkép, vagy
masnéven elnéptelenedési szindroma jelenségérél 2006-ban szamoltak be elészor az Egyesiilt
Allamokban. A probléma jelentésége Kifejezetten nagy, mivel a mezégazdasagilag
legjelentdsebb pollinator fajt érinti, mely a vilag élelmezésének legalabb harmadara van
kozvetlen hatassal a beporzés révén. 2006 ota szamos kutatas foglalkozott a t¢émaval, azonban

nem sikerlilt azonositani konkrét tényezot, ami Onmagaban feleldssé tehetd a szindréma



kialakulasaért. Sokkal inkabb valoszinii, hogy tobb tényezé szinergista hatasa allhat a folyamat
hatterében. llyen faktorok tobbek kozott a parazitakkal, patogén baktériumokkal és virusokkal
vald fertézottség, a vegyszerek és peszticidek alkalmazédsa, a nagy tavolsagokra torténd
vandoroltatas okozta fokozott stressz, a monokultirak beporzasabol fakado rossz taplaltsagi
allapot, a homérsékleti fluktuacio, zsufolt tartasi koriilmények, pollen- és nektar-hiany,
kukoricabdl késziilt gliikoz-fruktdz szirup etetésének kedvezdtlen hatdsai, a 1égszennyezettség,
az érzékeny méh mikrobiom megvaltozasa rossz takarmanyozas kovetkeztében, illetve a
limitalt vagy szennyezett vizellatas. A hatalmas karokat okozo, nagy mortalitasu azsiai méhatka
(Varroa destructor) fert6zottségrol elészor 1987-ben szamoltak be [5]. E parazita atlagosan 17-
20%-o0s éves veszteséget is eldidézhet, mely fertdzéssel szemben a kolonia-osszeomlés korkép
akar évi 30%-os mortalitasi aranyokkal is jellemezhetd, tehat az allomanyokban akar még ennél
iS nagyobb volumenti karokat okozhat [5]. A korabban tapasztalt, koloniak nagy hanyadat
elpusztitd atkafert6zést6l kiilonbozik a kolonia-osszeomlas korkép abban, hogy a dolgozo
méhek ez utobbi esetében nem kaptarakban vagy azok kozelében pusztulnak el, hanem
valamilyen oknal fogva nem képesek visszatérni a méhcsaladhoz. Az éltalanosan jellemzo
tiinetek a dolgozd méhek hirtelen eltiinése, az elpusztult méhek tetemeinek hianya a kaptar
kozelében, kevés dolgozo vagy a méhek teljes hianya a kaptarban, fejletlen méhek fokozott
jelenléte, a pollen- és méz-raktarak kaptarban maradasa. Kiilon kiemelendd, hogy bar szamos
kutatas vilagitott rd a parazitdknak vald kitettség és a koldnia-0sszeomlas koérkép kozotti
Osszefiiggésekre, az érintett méhcsaladokban nem minden esetben van jelen Varroa atka vagy
Nosema ceranae egysejtli parazitaval vald fert6zottség. Eurdpaban eldszor Svéjcban
detektaltak a jelenséget 2009. oktoberben, azota azonban a korkép szinte mar az 6sszes eurdpai
orszagban leirasra keriilt [6].

A neonikotinoid peszticidek hatasainak kutatasa fontos a kolonia-6sszeomlas korkép okainak
megértésében, feltételezve, hogy szubletalis dozisban is stlyos tiineteket okozhatnak. Ezek
érinthetik a repiilést, a navigacios készségek megvaltozasat, a szaglasi memoria torzulasat, a
regeneracios képesség csokkenését, a takarmanyfelvételt, illetve a koordinaciot [5]. Tobb
fajban is leirtdk, hogy a neonikotinoidokkal szembeni fokozott kitettség nagyfoku oxidativ
terhelést is jelenthet a szervezet szamara, méhek esetében azonban a témaban tovabbi kutatasok
szliikségesek a kérdés tisztazdsara. Az 1990-es években Franciaorszdgban szigoru
szabalyozasokat vezettek be, 2008-ban Németorszagban betiltottak hasznalatukat, majd 2013-
ban 2 éves moratoriumot vezettek be, azonban a novényvédelem rendkiviil fontos vegyiiletei,
igy betiltasuk tovabbi problémakat vetne fel [7]. Elképzelhetd a taplaléklancban felfelé gytiriizo

hatasuk is, mely révén az egész Okoszisztémara egyelére ismeretlen hatassal lehetnek, igy a

6



,One Health” szemlélet értelmében is fontos problémat jelenthet. Osszességében tehat
szamtalan tényezd befolydsolhatja a kolonia-Osszeomlds korkép megjelenését, jelen
dolgozatban a neonikotinoid ndvényvéddszerek, azon beliil is az acetamiprid kdzponti
idegrendszer redox homeosztazisara gyakorolt hatasainak vizsgalataval foglalkozom
részletesebben, azonban fontos megjegyezni, hogy a neonikotinoid inszekticidek nem teheték

egyediili feleldssé a kolonia-osszeomlas korkép kialakulasaért.

Neonikotinoid rovaréloé szerek dltaldanos jellemzése és hatasmechanizmusa

A mezdgazdasag rohamos ndvekedésével parhuzamosan a kartevok elleni védekezés
fontossaga is felerdsodott. Tekintve, hogy a rovardld szerek receptoridlis uton hatnak a célallat
fajokra, kifejezetten fontos a megfeleld szelektivitds megvalosuldsa. Ellenkezd esetben tovabbi
fajokra is toxikus hatassal lehetnek, mely sokszor csak késedelmesen, tobb évtizednyi hasznalat
utan bizonyosodik be. A DDT (diklor-difenil-trikloretan) vilagszerte elterjedt rovar6l szer
hasznalata koriili botrany talan a legékesebb példdja ennek a sajnalatos jelenségnek. A DDT-t
mar a masodik vilaghaboru idején hasznaltak a tetvek irtasara, és az azt kdveto évtizedekben is
fontos szere volt a mezégazdasagnak. Kideriilt azonban, hogy ez a kornyezetben rendkiviil
stabil organoklorid tipust vegyiilet, melynek maradvanyai még napjainkban is kimutathatok az
€16 szervezetekben, antiandrogén és erdteljes karcinogén hatasu [8]. Sulyos mellékhatasait
felismerve az 1970-es években a vilag szamos orszagaban betiltottak, azonban hasznalata még
ma is mindennapos a malaria terjedésének visszaszoritasara Dél-Amerikaban [9]. Részben
ennek hatasara az 1980-as években szdmos kutatas foglalkozott 0j, a DDT-hez hasonléan
hatékony, azonban biztonsagosabb rovar6ld szer kifejlesztésével, majd 1986-ban megalkottak
a neonikotinoid vegyiiletcsalad elsé képviseldjét, az imidaklopridot. A vegyiilet felfedezése
kapcsan az alapvetd elképzelés egy nikotinhoz hasonlé szer 1étrehozasa volt, amely bar kivalo
rovar6lé hatdssal bir, azonban a legfrissebb kutatdsok alapjan, nem elég szelektiv. A
neonikotinoidok a rovarok kozponti idegrendszerében taldlhatd nikotinos acetilkolin
receptorokon hatnak, mely hatdsmechanizmus meglehetdsen szelektiv a rovarokra, csak
sokszoros tiladagolas esetén fejtenek ki akut toxikus hatast az emlds szervezetekre [10]. A
mezOgazdasagban kifejezetten hangydk, szlinyogok, pokok, darazsak és legyek kartevése ellen.
Kitiind hatékonysagu vegyiilet, kedvezObb toxicitdsi profilja miatt nagyobb biztonsaggal
alkalmazhato a korabban kifejlesztett vegyiiletekhez képest [1], azonban szubletalis hatasai
negativan befolyasolhatjdk a méhcsaladokat. Hasznalatuk hamar elterjedt, mivel nagyon

hatékony vegyiiletek, vizoldékonyak és a kornyezetben honapokig stabilak maradhatnak. A



neonikotinoidok egyik leggyakoribb alkalmazasi modja a magok csavazasa vetés el6tt, mely
soran a rovarolé szerrel bevont mag novekedése folyaman a vegyiiletet beépiti a szoveteibe,
amely azonban utana pollenben, nektarban és a guttacios folyadékban is megjelenhet fokozott
kockazatot jelentve ezzel a beporz6 rovarfajokra. Ezen kiviil szintén alkalmazhatok szamos
novénykulturan permetezdszerként is, mely formaban torténé nem megfeleld kijuttatsa szintén

jelentds karos hatassal szolgalhat a méhekre €s mas rovarfajokra.

Neonikotinoid novényvédoszerek lehetséges mellékhatdsai

Akut toxicitas

A neonikotinoid novényvéddszerek a korabban elterjedten alkalmazott peszticidekhez
(példaul organofoszfatok) képest sokkal biztonsdgosabb vegyiiletek, direkt mérgezések nagyon
ritka esetekben fordulnak el6 [11]. A novényvédoszerek toxicitasat az LD50 értékiik alapjan
jellemzik, mérések alapjan imidakloprid esetében 18 pg/méh, acetamiprid esetében pedig 7
pug/méh dozis sziikséges a méhek 50%-anak 24 6ran beliili elhullasahoz [12]. A molekulak
jellegét tekintve a ciano-szubsztitualt neonikotinoidok kevésbé toxikusak nitro-szubsztitualt
tarsaikndl. A mérések alapjan a neonikotinoidok vizoldékonysaguk révén oralisan alkalmazva
toxikusabbak, mint kontakt Gton, mivel penetraciojuk akadalyozott a kutikulan keresztiil. A

hatas az alkalmazas modjan tul a méhek életkoratol, alfajatol és a méhcsaladtol is fligg [13].

Kronikus toxicitds

A neonikotinoid inszekticidek méhekre kifejtett kronikus hatasait komplikaltabb
vizsgalni laboratériumi koriilmények kozott, mint az akut toxicitast, €s a kutatasi eredmények
sokszor ellentmondasosak. A dolgoz6 méhek az 6sszegytijtott neonikotinoidokkal szennyezett
pollent és nektart beviszik a kaptarba, mellyel végso soron minden méh taplalkozik. A fejlodo
méhek immunrendszere még alapesetben sem védi meg Oket hatékonyan a parazitas
fertdzésektol, mely problémat a feltételezhetben immunszupressziv neonikotinoidok tovabb
fokozzak. Az alcak tovabba méregtelenité mechanizmusaik lassabb miitkodése miatt nagyobb
mértékben ki vannak téve a peszticidek szubletalis hatdsainak is, ez a két tényez6 pedig
szinergista hatast fejt Ki fejlodé méhekre nézve [14]. A neonikotinoidok larvalis fejlédésre
kifejtett hatasait vizsgalo kutatasok megallapitottak, hogy a kontroll csoporthoz viszonyitva az
imidaklopriddal kezelt alcak fejloddéséhez sziikséges 1d6 hosszabb volt, mely negativan
befolyasolhatja a méhek késobbi életképességét [15]. Hosszatava hatasok vizsgalata soran

tanulmanyoztak tovabba a novényvéddszerek vedlésre, élettartamra, immunrendszerre,



termékenységre, ivararanyra, mozgasra, tajékozodasra, taplalkozasi szokasokra, peterakasi

viselkedésre és tanulasi mechanizmusokra kifejtett karos hatasait is [16].

Viselkedési valtozasok

A méhek Osszetett taplalkozasi szokdsai miatt a peszticidek viselkedésre és tanulasra
kifejtett kronikus hatasait bonyolult vizsgalni terepi koriilmények kozott, illetve sok kérdést vet
fel a laboratoriumi vizsgalatok eredményeit a természetben lezajlo folyamatokhoz hasonlitani.
A viselkedésre kifejtett hatasok gyakran nem kozvetleniil okozzak a méhek pusztulasat,
azonban iddvel a karos hatasok Osszeadodhatnak és ez a szinergizmus a méhcsaladok
érzékenyebbé valasat okozza kiilonbozé tényezokkel szemben, igy is hozzajarulva a
kolonia-6sszeomlas kialakulasahoz [17].
A neonikotinoid inszekticidek neurotoxikus vegytiletek, ezaltal a kozponti idegrendszerre hatva
befolyasolhatjdk a méhek viselkedését és mozgasat. Magas dozist neonikotinoid kitettségnél
megfigyeltek kiilonbozd tiineteket kisérleti koriilmények kozott (foldre hullds, remegés,
inkoordindlt mozgas, hiperaktivitds), melyek azonban nem jellemzdek természetes
koriilmények kozott, alacsony dozisti neonikotinoid kitettség esetében [18].
A tanulasi képességek megvaltozasa a neonikotinoid inszekticidek fontos hatasa, mivel a
méhek tanulds altal taldljdk meg a megfeleld taplalékforrast és képesek oda visszatérni. A
szajszerv nyujtasi reflex (proboscis extension reflex) soran a labtévon, csapon és szajszerven
talalhato izlel6receptorok stimulacidja révén a méh kinyujtja szivoszajszervét €s megkezdi a
nektar felvételét. A taplalkozassal parhuzamosan memorizalja a virdg illatat, mely révén a
kovetkezé alkalommal képes lesz visszatérni a taplalékforrashoz. A tanulési folyamat soran
neonikotinoid expozicionak kitett méhek reflexmiikddése, illetve szaglasi memoridja zavart
szenvedhet, melynek mértéke nagyban fligg a vegyiiletek koncentracidjatol és a behatas
id6pontjatol [19]. A neonikotinoid vegyiiletek repellens hatasa elényds lehet a méhekre kifejtett
kéros hatdsok szempontjabol, azonban a méhek mérsékelt taplalkozéasi aktivitdsa a
mezOgazdasagi teriileteken egyértelmiien csokkentené az dkologiai értékiiket [20].
A méhek kivald orientacios képessége Osszetett mechanizmus, meghatarozo elemei a tanulas,
a vizualis és szaglasi memoria, a kommunikéacid és a navigacio belsd ordjuk és tereptargyak
alapjan. Amennyiben a tanuldsi folyamat soran neonikotinoid expozicio éri dket, potencialisan
karosodhat az informaciok intergracioja, a méhek eltévedhetnek, mely folyamat hatterében
részben a fokozott oxidativ stresszhatas kovetkezményei is allhatnak és e jelenség lehet a

méhcsaladok eltiinésének egyik oka [21](/. dbra).
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1. abra: A kolénia-0sszeomlas korkép kialakuldsa és a méhek szaménak drasztikus csdkkenése tobb
tényezos folyamat, melynek okai sokrétiiek, tobbek kdzott szerepe lehet benne a ndvényvédd szerek
toxikus hatdsainak, azon belill is a neonikotinoid inszekticideknek, a hémérsékleti fluktuacionak, a
monokulturdkon valo taplalkozasbol fakadd tapanyag hianynak, kiilonbozé patogén virusoknak és
baktérium-fajoknak, a vizhianynak, a zsufoltsagbol és szallitasbol adodo stressznek, illetve a
légszennyezettségnek. Sargaval jeloltem az altalunk tanulmanyozott peszticid, vagyis az acetamiprid,
illetve kékkel az egyéb kornyezeti tényezok szerepét a méhek szamanak csokkenésében. (Forras: sajat

abra).
Acetamiprid
Szubletalis hatasai méhekre
Az acetamiprid (2. abra) méhekbe jutva 30 percen beliil tobb, mint 50%-ban
metabolizalodik [22], mely metabolitok toxicitasa alacsonyabb az eredeti vegyiiletnél, azonban
nem elhanyagolhat6 [23].
CHj

A \&

N N N
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Cl N

2. abra: Az acetamiprid kémiai szerkezete. Forras: researchgate.net
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Az acetamiprid élettartamra kifejtett kedvezétlen hatdsa 1 pg/méh dozisnal magasabb
koncentracional jelentkezik, efelett szignifikansan roviditi a méhek életét.

A tobbi neonikotinoid vegyiilethez hasonléan az acetamiprid szaglasi memoridra kifejtett
artalmas hatasa révén kéarositja a szdjszerv nyujtasi reflexet, mely altal zavarja a méhek
taplalékkeresési viselkedését, illetve a hazatérési képességiik is sériilhet. Ezzel kapcsolatban
kimutattak eltéréseket bizonyos tanulassal és memoriaval kapcsolatos gének expresszidjaban
magas dozisu acetamipridnek valo kitettség esetében [24].

Egy masik kutatasban a méheket 0,1 pg (LDso/100) illetve 1 pg (LDso/10) doézist
acetamipriddel kezeltek a szubletalis hatasok vizsgalata céljabol. Az eredmények alapjan az
acetamiprid stimulalta a lokomotoros aktivitdst topikalisan alkalmazva 0,1-0,5 pg/méh
dozisban, melynél magasabb dozisnal érdekes modon nem figyeltek meg szignifikans valtozast.
A széjszerv nyujtasi reflexet a kezelés csokkentette 1 pg/méh dozis alatt. A hossza tava
memoriat mar 0,1 pg/méh dozist acetamiprid kitettség is rontotta, a rovid tavih memoriara
azonban nem volt jelentds hatassal. Kozepes dozisti alkalmazds modositotta a tanulasi
teljesitményt és a lokomotoros aktivitast, mig magasabb d6zisnak nem volt jelentds hatasa [25].
Az acetamiprid befolydsolhatja a méhek elsd taplalékkeresd repiilésének idOpontjat is. Minél
korabban kezdenek el a méhek kirepiilni taplalékkeresés céljabol, annal rovidebb lesz az
¢lettartamuk, az acetamiprid ezaltal csokkenti a dolgozo méhek élettartamat [26].

Mivel a kaptarban fejlodo egyedek a dolgozo méhek altal 6sszegyijtott nektarral taplalkoznak,
ezért az acetamiprid hatdssal van a méhek larvalis fejléddésére, mely a méhcsaldd jovojének
szempontjabol legalabb ugyanakkora jelentdségli, mint a dolgozé méhek elhulldsa. Az
acetamiprid mar 5 mg/l etetéanyag koncentracié felett karos hatassal van az alcak talélési
es¢lyeire, karositja novekedésliket €s metabolizmusukat, mely hatassal van késdbbi
¢letképességiikre [27]. Fontos kiemelni tovabba, hogy tobb kutatas is felvetette az acetamiprid
hatasara fellépd oxidativ stressz kiemelt jelentdségét a fent emlitett tiinetek kialakuldsa
szempontjabol, a kérdés tisztdzasara azonban a jovoben elengedhetetlen tovabbi vizsgalatok

elvégzése [28, 29].

Hatdsai mas fajokra

Okoldgiai és human egészségiigyi szempontbdl fontos a kutatisok Kkiterjesztése a
neonikotinoid peszticidek emlds szervezetekre kifejtett hatasaira, annak ellenére, hogy ezek a
vegyiiletek szelektiven hatnak a rovarok kozponti idegrendszerében taldlhatdé nikotinos

acetilkolin receptorokra. A neonikotinoidok a kornyezetben felhalmozodnak, szervezeten

11



kiviili felezési idejiik tobb honap vagy akar év is lehet. Az emlds szervezetek szdmara a
legjelentésebb neonikotinoid forras a taplalék lehet, de szintén kimutathatok az ivovizben is.
Human magzatokra kifejtett teratogén hatasukat vizsgéalva a kutatasok Osszefiiggést talaltak a
az anencephalia [30], az autizmus [31], a Fallott tetralogia [32] és a neonikotinoid inszekticidek
terhesség alatt torténd expozicidja kozott.

A neonikotinoidok reprodukciés toxicitdsat foképp patkdnyokon vizsgaltak kiilonb6zo
kutatdsokban. NOstény egyedekben patomorfologias follikuldris elvaltozasokat, illetve
csokkent petefészek tomeget tapasztaltak [33]. Him egyedekben a mellékhere sulyanak és a
irtak le egyes vizsgalatokban [34]. A kutatasok alapjan a fejlodé patkanyok fogékonyabbak
voltak a kezelésb6l fakado karos hatasokra, mint a feln6ttek.

Magas dozisu neonikotinoidok alkalmazasat kovetden hepatotoxicitds jelent meg patkanyoknal,
melyet a hepatocytdk degeneracidja, a centralis véna tdgulata ¢s a megemelkedett méajenzimek
szintje jelzett [35].

A neonikotinoid peszticidek neurotoxinok lévén neurotoxikus hatdsuak lehetnek. A kisérlet
soran fiatal patkanyok kognitiv funkcidjanak sériilését allapitottak meg [36], felnott
egyedekben pedig a magas dozisu kitettség csokkentette a fajdalomkiiszobot és a mozgésszervi
aktivitast [37].

Leginkabb magas dozisban gén és kromoszoma mutaciot okozd genotoxikus hatasukat
nyulakban [38], patkanyokban [39], egerekben [40], szarvasmarhaban [41] és emberben is
kimutattak [42].

A neonikotinoid inszekticidek hatassal lehetnek pajzsmirigy-talmiikodés, inzulinrezisztencia,
zsir akkumulécio, immunszupresszid, oxidativ stressz €s vese toxicitas kialakuldsara, azonban
kevés erre iranyulo kutatasi anyag érhetd el ezek igazolasara [43].

Sertések reprodukcidjara gyakorolt hatasukat vizsgalva a kutatdsi eredmények alapjan a
neonikotinoidok szaporodasi problémakat okozhatnak az altaluk indukalt endokrin zavar vagy
oxidativ stressz altal, mely rontja az egyedek termékenységét, illetve az emésztészervi
megbetegedések eléfordulasat is novelhetik, mely ndvekedésben vald elmaradast okoz. Az
ember és sertés reprodukcids mitkddésének hasonlosaga miatt tovabbi kutatasok sziikségesek a

pontos mechanizmusok feltarasara [44].

Oxidativ stressz
Oxidativ stresszrdl abban az esetben beszélhetiink, mikor a prooxidans és antioxidans

tulajdonsagu anyagok kozotti egyensuly felborul a prooxidans hatdsu anyagok javara. Ez a
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folyamat redox jelatvitel zavarhoz és molekularis karosodashoz vezethet [45]. Elséként az
osztrak-magyar szarmazasu tudds, Selye Janos vetette fel a stressz fogalmat mellékvesét
tanulmanyoz6 kutatasai soran, 1976-ban irt cikkében igy fogalmazott: ,,A stressz a szervezet
nemspecifikus valasza kiilonb6z6 behatasokra” [46]. Az oxidativ stressz fogalma elGszor az
1950-es években meriilt fel egyes vegyipari folyamatok karos hatasainak vizsgalata soran [47],
1985 ota pedig mar a napjainkban is hasznélt definicidja a sejtek és szervek oxidativ
karosodasanak jellemzésére [48].

A redox homeosztazis fenntartdsa elengedhetetlen minden ¢él6 szervezet szamdara. A
szervezetben zajlo metabolikus folyamatok soran kiilonb6z6 reaktiv molekuldk keletkeznek,
melyek koziil a reaktiv oxigén fajtak (reactive oxygen species, ROS) kiemelt jelent6séggel
birnak. Néhany ROS szabadgyok tulajdonsagu, tehat tartalmaz parositatlan elektront, ilyen
példaul a szuperoxid-anion (O2°*), a hidroxil (OH?®) és a peroxil (CO-O°) gyok. Néhany ROS
viszont nem tartalmaz szabad parositatlan elektront, tehat nem szabadgyok természetii
molekula, de mégis forrasai lehetnek egyéb reaktiv vegyiileteknek. Ide tartozik példaul a
hidrogén-peroxid (H202) és az 6zon (O3), melyek kémiailag stabilabb vegyiiletek. A ROS-0k
mellett fontos szerepet toltenek be a reaktiv nitrogén fajtak (RNS), illetve a klor és brom fajtak
is [49]. A prooxidans anyagok tllsulya létrejohet kiilonb6z6 kornyezeti hatasokra is, jelen
dolgozatban a peszticidek negativ hatasat vizsgaljuk a méhek redox haztartasara.

A prooxidans hatast anyagok elleni védekezési mechanizmusok 3 kategoriaba sorolhatok:
megeldzés, feltartoztatas és javitas, melyek kozil a legkedvezobb megoldas a szabadgyok
képzddés megeldzése, melyet szamos enzim tart kontroll alatt, miikddésiiket a kovetkezd
bekezdésben fejtem ki.

Amennyiben a reaktiv anyagok mar kialakultak, enzimatikus rendszerek igyekeznek fenntartani
a fiziologias szintjiiket, megakadalyozva az oxidativ stressz kialakulasat. A SOD (szuperoxid-
dizmutaz) minden sejt életében kifejezetten fontos antioxidans hatasu enzim. Mitkodése soran
két szuperoxid-anion atalakuldsat katalizalja hidrogén-peroxidda €s molekularis oxigénné,
csokkentve ezzel a vegyiilet toxicitasat [50]. Metalloenzim 1évén a SOD miikodéséhez fém
kofaktorra van sziikség, kiilonbozd izoenzimjei eltérd kofaktorokat igényelnek, mint példaul
vasat, cinket és mangant [51].

A glutation-peroxidaz (GPx) féként a mitokondriumokban megtalalhaté intracellularis enzim,
mely a hidrogén-peroxidok detoxifikalasat végzi, redukalt glutation (GSH) felhasznalasaval
vizzé bontja Oket, illetve oxidalt glutation (GSSG) keletkezik a reakcid folyaman [52]. Emellett
pedig a lipid-peroxidokat alkoholokra bontja, védve a sejteket a lipidperoxidacio altal okozott

oxidativ stressztdl [53]. Csokkent miikodésekor megfigyelheté negativ hatasok, tigy, mint a

13



membranlipidek és sejtfehérjék karosodésa, bizonyitja kiemelt szerepét az oxidativ stressz
elleni védekezésben [54].

Minden biomolekula koziil a lipidek vannak leginkdbb kitéve az oxidativ stressz karos
hatasainak. Lipidperoxidacié hatasara foként aldehidek keletkeznek, melyek Kkatalitikus
tulajdonsaguk révén tovabb stlyosbitjak az oxidativ karosodast [55]. A t6bbszordsen telitetlen
zsirsavak peroxidacidjanak tanulményozasara a malondialdehid (MDA) az els6dleges vegyiilet,
melyet az 1960-as évektdl kezdédden hasznalnak a lipidperoxidacié mértékének jelzésére. A
lipidperoxidacid soran keletkez6 metabolitok nagyon reaktivak és toxikusak, igy interakcioba
Iéphetnek nukleinsavakkal és fehérjékkel, sokszor irreverzibilis karosodast okozva a sejtekben

[56].

Antioxidans hatasu szerek

A neonikotinoidok, nem célallatfajokban kifejtett karos hatasaikat részben oxidativ
stressz kivaltasan keresztiil érik el, mely mechanizmus alapja a ROS termelddés indukalasa,
mely oknal fogva bekdvetkezhet a DNS karositasa, a fehérjék oxidacidja, illetve a
lipidperoxidacio, valamint a mitokondrialis Ca?* homeosztazisa [57]. Az intracellularis Ca?*
koncentraci6 fontos a mitokondrium membran permeabilitasdnak fenntartasaban, ezt az
egyenstlyt a neonikotinoid inszekticidek képesek megvaltoztatni a Ca®" sejtbeli
melynek f6 forrasa a mitokondrium [59]. E folyamatok egyes jelatviteli utak rendellenes
mitkodéséhez és energiahaztartasi zavarokhoz vezethetnek, raadasul a ROS mitokondrium-
karosito hatdsa révén a folyamat gyakran ongerjesztové valik [60]. A neonikotinoidok képesek
a mitokondrium morfologiai és ezaltal funkcionalis valtozasat is el6idézni, példaul azok
strukturalis modosulasok neurodegenerativ és metabolikus betegségekhez vezethetnek [62].
Tobbek kozott részben vagy egészben e negativ folyamatokra vezették vissza a neonikotinoidok
hepatotoxikus [63] és neurotoxikus [64] hatasait iS. A mitokondrialis DNS karosodasa és az
ATP termelés zavara miatti sejtszintli energiahiany tovabba hatassal lehet a méhek telelésére
is, mely a nagymértékii méhcsalad vesztések egyik oka lehet [65].
Az neonikotinoidok altal okozott oxidativ stressz kivédésére antioxidans hatst anyagokat
alkalmazhatunk preventiv és terapias célbol egyarant. A reaktiv oxigén- és nitrogéngyokok
felhalmozodasa az antioxidans rendszer elégtelen miikodése vagy extrém mértékii szabad gyok
termelddés esetében johet 1étre [66]. A folyamat a fent kifejtett médon a DNS, a fehérjék és a

lipidek karositasa révén végiil sejtszintli apoptozist vagy nekrozist okoz [10]. Ennek
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elkeriilésére mind a méhek, mind az emlds szervezetek védelmére protektiv anyagokat
alkalmazhatunk. Ilyenek lehetnek egyes vitaminok (pl. E- és C-vitamin), az N-acetil-cisztein,
bizonyos esszencialis olajok, polifenolok és egyéb aromas lancu vegyiiletek (pl. timokinon,

rezveratrol, kvercetin vagy kurkumin)[67].

Kurkumin
A kurkumin antioxidans hatasu vegyiilet egy lipofil polifenol, melyet a Curcuma longa

rizémajabol vonnak ki (3. abra).

3. abra: A kurkumin kémiai szerkezete. Forras: researchgate.net

Gyulladascsokkentd hatasat a ciklooxigenaz (COX)-2 ¢és lipoxigenaz (LOX) enzimek
miitkodésének, illetve gyulladast elésegitd citokinek termelddésének gatlasaval fejti ki [67].
Citoprotektiv hatasa lipidperoxidacié gatlason alapul, gyengiti a gyulladasos reakcidkat akut
vagy kronikus gyulladasos betegségek esetén. Eddigi eredmények alapjan sikeresen
alkalmazhaté szamos betegség esetén, mely példakat a dolgozat késdbbi fejezetében fejtek ki.
Alacsony dozisban anti-genotoxikus, azonban tilzottan magas dozisban alkalmazva akar
genotoxikus hatasai is lehetnek [68]. A kurkumin képes volt megvédeni a patkanyokat az
acetamiprid-indukalta kisagyi toxicitastol, a megnovekedett acetilkolin-észteraz és butirilkolin-
észteraz aktivitastol, a sejtek €letképességének csokkenéseétol, oxidativ stressztdl €s fokozott
intracellularis Ca?" szinttél [69].

Osszességében az antioxidéns hatdst protektiv anyagok alkalmazdsa szamos jotékony hatéssal
bir a neonikotinoidok kéros szubletalis hatasaival szemben. Az antioxiddns anyagok méhek
szervezetére kifejtett hatasaival kevés kutatas foglalkozik, azonban az emlds szervezetekben
kifejtett pozitiv hatasaik alapjan kivalo szereknek igérkeznek a neonikotinoid inszekticidek

elleni védekezésben is.
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Célkitiizés

Napjaink egyre nagyobb mértékben novekvo népességének taplalékkal valo ellatasaban
a méheknek kulcsfontossagi szerepiik van vildgszerte. A méhek kihaldsdval vagy szamuk
drasztikus csokkenésével a mezdgazdasag egyik legértékesebb pollindtor fajat veszitené el,
melynek 6kologiai és gazdasagi kovetkezményei egyarant belathatatlanok.
A mezdgazdasagban széleskorben alkalmazott névényvéddszerek a nem célallatfajokra, igy
pedig a hazi méhekre is potencialisan mérgez6 hatassal lehetnek. Bar az utobbi évszazadban
végbemend tudomdanyos és technologiai fejlodés hatasara egyre biztonsagosabb peszticidek
kertiltek a vilagpiacra, és egyes kornyezetvédelmi szempontok is fokozott figyelmet kapnak
azok alkalmazisa kapcsdn, az egyes készitmények molekuldris szintli hatisainak
tanulmanyozasa napjainkban is rendkiviil fontos feladat, mivel kedvezétlen hatasaik révén
negativan befolydsolhatjdk a nem célallatfajok életciklusat és fejlodését, nemkivanatos
okologiai valtozdsokat eldidézve. Mdasrészrdl a hatalmas mértékii mezdgazdasagi termelés
miatt a ndvényvéddszerek alkalmazésa elengedhetetlen, mellézésiik egyéb opcio hijan jelenleg
nem kivitelezhetd.
A ndvényvédoszerek, példaul neonikotinoidok méhek metabolizmusara kifejtett hatasainak
vizsgalata, valamint a kolonia-6sszeomlds korkép kialakulasaban jatszott esetleges szerepének
tisztazdsa egyre inkdbb siirgetd kérdéssé¢ valik, ugyanis a méhek szdmanak drasztikus
csokkenése végelathatatlan kovetkezményekkel jarhat mind a fenntarthaté és biztonsagos
¢lelmiszertermelés, mind az oOkoszisztéma stabilitdsa szempontjabol. Fontos tovabba
megjegyezni, hogy e jelenségnek valosziniileg szamos oka van, igy a neonikotinoidok nem
tehetdk egyediil feleldssé, azonban szdmos egyéb tényezohdz tarsulva, szinergista faktorként
acetamiprid a tobbi hatéanyaghoz képest kedvezdbb toxicitasi profillal bir, igy biztonsagosan
alkalmazhato szer, azonban a méhekre kifejtett szubletélis hatdsainak vizsgalata mindenképpen
sziikséges az emlitett kérdések tisztdzasa szempontjabol.
Jelen kutatas keretében az acetamiprid kozponti idegrendszer redox haztartasara kifejtett
hatasait kivantuk vizsgalni mézel6 méhekben, hiszen a szakirodalom szerint a szubletalis
dozisban alkalmazott neonikotinoidoknak esetlegesen idegrendszeri hatasai lehetnek,
befolyasolva az agydic redox homeosztazisat és kovetkezetesen megvaltoztatva tobbek kozott
a méhek hazatérési és taplalkozasi viselkedését.
A fokozott oxidativ stressz ellenstilyozasra lehetséges a jovoben kiilonb6zd antioxidans hatast

anyagok alkalmazasa, melyek koziil a kurkumin protektiv hatasait kivantuk vizsgalni.
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Anyag és modszer

Kezelés és mintavétel

A kisérlet elsd fazisat, vagyis a méhek begyljtését, kezelését és a mintavételt egy
Veszprém megyei csalddi méhészetben, Ugodon végeztiik. Munkank soran a felnétt dolgozok
begylijtése €s elhelyezése Williams és mtsai, 2013-ban leirt [70] modszerei alapjan valosult
meg. A kisérletben a kiindulaskori megegyez6 altalanos allapot és az egyedek homogenitasanak
biztositasa érdekében egy egészséges méhcsaladot hasznaltunk fel. A méhcsalad a kisérletet 3
honappal megeldzden, szigoruan ellendrzdtten, nem volt kitéve semmilyen vegyszer hatasanak
vagy gyogyszeres kezelésnek. A dolgozé méhek begylijtése fiasitas nélkiili, mézes keretekrdl
tortént a kora reggeli 6rakban.
Az allatokat véletlenszerlien csoportokba osztottuk, melyek csoportonként nagyjabol
50 egyedet tartalmaztak. A felhasznalt ketrecek mérete 30 cm x 20 cm volt, és a kezelés
25+ 2 °C-on, 50-65% relativ parataralom mellett valosult meg. A méhek ad libitum fértek
hozza az ivovizhez és a takarmanyhoz (50%-os szachar6z oldat). A kisérlet els6 36 6rajaban
rovid akkomodacids iddszak beiktatasara keriilt sor, mely sordn a méhek nem kaptak
semmilyen kezelést. Ezutan az acetamiprid és a kurkumin megfelel6 koncentracioit adtuk hozza
az etetdoldathoz, melyet minden 8 draban frissre cseréltiink (4. abra). A kezelés 48 éran at
tartott, mely idGtartam alatt a kezeldanyagok koncentracioi a kovetkezok voltak a kiilonb6zo

csoportokban.

1. tablazat: A méhek kiilonb6z6 csoportjainak kezelési terve

Csoport Kezelésre koncentracio
Kontroll O
Acetamiprid 35,5 mg/L cukorszirup
Kurkumin alacsony 11 mg/L cukorszirup
Kurkumin magas 110 mg/L cukorszirup
Acetamiprid + kurkumin alacsony 35,5 mg acetamiprid + 11 mg kurkumin/L
cukorszirup
Acetamiprid + kurkumin magas 35,5 mg acetamiprid + 110 mg kurkumin/L

cukorszirup

crer

eredmények alapjan hataroztuk meg [71]. Az alkalmazott acetamiprid kezelés Decourtye €s
mtsai, 2005 cikkében [72] leirtak alapjan egy akut, szubletalis dozisnak feleltethetd meg
(LD50/10/méh/nap per 0s)
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A kezelés utan az egyedeket tartalmazd ketreceket széarazjégre helyeztikk és a laborba

szallitottuk, ahol a méhek tarolasa a mintafeldolgozasig -80°C-on valdsult meg.

4, abra: A méhek fejének levalasztasa a sztereomikroszkdpos boncolast megel6zden (forras: sajat kép)

Ovatos kiolvasztast kdvetéen, a méhek fejét eltavolitottuk (4. abra) és azok tovabbi boncolasa
jégen, sztereomikroszkop alatt tortént (5. abra). A Kipreparalt agy mintak tartalmaztak a
protocerebrumot, az antenna lebenyeket, az optikus lebenyeket €s a nyeldcsd alatti gangliont is,

igy tehat a méhek idegrendszerének jelentds részét.

5. abra: A méhfej boncolas menete (forras: sajat kép)
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A mintakat Potter-Elehjem szovet homogenizatorral homogenizaltuk T-PER (Tissue Protein
Extraction Reagent) oldatban Pierce proteaz inhibitor oldattal kiegészitve (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA). Ezutan 5000 g-n centrifugaltuk a mintakat 10 percig, majd a
kapott feliiliszokat aliquot-okba osztva -80°C-on taroltuk a tovabbi mérések elvégzéséig.
Meérések
Az osszfeheérje-koncentracio meghatarozdsa
melyet Pierce BCA Protein Assay Kit felhasznalasaval végeztiink (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA). A -80 °C-on tarolt mintakat a fagyasztobol kivéve egybdl jégre helyeztiik (1
aliquot/minta), majd elkészitettiilk a standard sort. A mintakat higitottuk és a standardekkel
(bovine serum albumin, BSA) egyiitt bemértiik a microplate-re (25 pl/standard vagy higitott
minta). Ezutan elokészitettiik a reagenseket, 20 ml ,,A” reagenst és 400 ul ,,B” reagenst (50:1
arany), majd minden lyukba 200 pul reagenst mértiink be. 30 perc 37°C-on torténd inkubaciot
kovetden 562 nm hulldmhosszon leolvastuk microplate olvasé segitségével. A fehérjemérésre
a késobbi standardizalas céljabol volt sziikség annak érdekében, hogy elkeriiljiik a
mintafeldolgozas soran esetlegesen bekdvetkezd, metodikai hibakbol eredd pontatlansagokat.
A hidrogén-peroxid (H202) koncentraciot Amplex Red moddszerrel hataroztuk meg
Amplex Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase Assay Kit felhasznalasaval (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA). A mérés soran az Amplex Red reagens szubsztratja tormaperoxidaz
jelenlétében 1:1 sztochiometriai ardnyban reakcidba 1ép a hidrogén-peroxiddal. A reakcid soran
fluoreszcens rezorufin keletkezik, és O» szabadul fel. A hidrogén-peroxid mennyiségét a
keletkez6 rezorufin mennyisége alapjan kaptuk. A gyartd altal ajanlott protokoll szerint,
96 lyukt lemezen 50 pul Amplex Red oldathoz 50 pl szovethomogenizatumot adtunk, a kapott
fluoreszcencia értékeket pedig 30 perces szobahdmérsékleten torténd inkubdciot kdvetden
Victor X2 2030 microplate olvasoval detektaltuk (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA;
Aex = 560nm; Aex = 590nm).

erer

crer

Németorszag). A mérés soran a gyartod protokollja szerint jartunk el, vagyis 300 ul tiobarbitur
savat (TBA) pipettaztunk 6ssze 100 pl agyszovet homogenizatummal, majd a kapott oldatokat
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95°C-on 1 6ran keresztiil inkubaltuk. Jégen torténd lehiitést kovetden az abszorbancia értékeket

532 nm-en Multiskan GO 3.2 olvasdval detektaltuk.

crer

A GSH ¢s a GSSG koncentracidt szintén kolorimetrids modszerrel hatdroztuk meg
(Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag). A standardet és a mintdkat 96 lyuku lemezre
pipettdztuk, mindegyikb6l 40 pl-t, melyet 120 pl pufferoldattal, valamint a GSSG
meghatarozasa soran 4 pl maszkold reagenssel egészitettiink ki. A lemezt 37°C-on 60 percig
inkubaltuk. Ezutan 20 pul szubsztrat oldatot adtunk mindegyikhez, melyet kovetéen 20 ul
koenzim oldattal és szintén 20 ul enzim oldattal egészitettiik ki a mintakat (Id. 6. abra). Az
abszorbancia értékeket 412 nm-en mértiik 10 perces, 37°C-on torténé inkubacid utan, Multiskan

GO 3.2 olvaso segitségével.

Statisztika

Az adatok feldolgozasa és elemzése a GraphPad Prism 9 szoftver segitségével tortént
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). A variancia homogenitasat és a normal
eloszlast Levene-probaval és Shapiro-Wilk teszttel ellendriztiik. A kiilonb6z6 csoportok kdzotti
eltéréseket egyszempontos varianciaanalizissel és Dunnett-féle post-hoc teszt segitségével
mértiik fel. A csoportok kozotti eltéréseket szignifikansnak itéltiik abban az esetben, ha p<0,05.
Minden értéket a fehérjemérés soran kapott eredmények alapjan standardizaltunk annak
érdekében, hogy elkeriiljik a boncoldas és homogenizdlds soran bekdvetkezd esetleges
metodikai okokbol eredd pontatlansigokat. A standardizalds sordn kiszamitottuk a

crer

ettdl vald szazalékos eltérés fiiggvényében, utdlagosan korrigaltuk.
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Eredmények

Hidrogén-peroxid koncentracioja

A H20, termel6dés acetamiprid kezelés hatdsara szignifikansan nétt a kontroll
csoporthoz viszonyitva (p<0,001), mikézben mind acetamiprid és alacsony dézisu kurkumin
kombinacié (p=0,047), mind acetamiprid és magas doézisi kurkumin csoport esetében

(p<0,001) csokkent a kizarolag acetamipriddel kezelt csoporthoz viszonyitva.
Hidrogén-peroxid (H,0,) koncentricio

Yolok

m awl

AL KU[magas] AC + KU[magas)
Kaontroll El '|:||.'.|; --.'-|'.:.'| A El '::l lac --.'-|'.:.'|

nol1 homogenizatum)

eroocid ([

s

acetamipriddel kezelt csoportban (AC), alacsony dozist kurkuminnal kezelt csoportban (KU[alacsony]),
a magas dozisa kurkuminnal kezelt csoportban (KU[magas]), az acetamipriddel és alacsony dozisu
kurkuminnal kezelt csoportban ([AC+KUJalacsony]) illetve acetamipriddel és magas dozisu kurkuminnal
kezelt csoportban (AC+KU[magas]). A dobozok feletti kék csillagok a kontroll csoporthoz viszonyitott,
a narancssarga csillagok a kizarolag acetamipriddel kezelt csoporthoz viszonyitott szignifikanciat jelzik.

* p<0,05; *** p<0,001
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Malondialdehid koncentrdacidja

A malondialdehid koncentracidjdban nem talaltunk szignifikdns eltérést az
acetamipriddel kezelt csoport esetében. Ezzel szemben szignifikans csokkenést talaltunk a
magasabb dozisu kurkumint tartalmazo kombinacids kezelés hatasara az acetamipridnek kitett

csoporthoz viszonyitva (p=0.037).

Malondialdelid (MDA) koncentracio

ih
-

|

.
-

1l

Malondiaklehid (mmol

Al KL[maga L H'.'.||'.'|_'.:.'
Kontroll KU[alacsony AC + KU[alacsony]

acetamipriddel kezelt csoportban (AC), alacsony do6zisti kurkuminnal kezelt csoportban (KU[alacsony]),
a magas dozisu kurkuminnal kezelt csoportban (KU[magas]), az acetamipriddel és alacsony dozist
kurkuminnal kezelt csoportban ([AC+KUJalacsony]) illetve acetamipriddel és magas dozist kurkuminnal
kezelt csoportban (AC+KU[magas]). A dobozok feletti narancssarga csillagok a kizarolag acetamipriddel

kezelt csoporthoz viszonyitott szignifikanciat jelzik. * p<0,05

Glutation koncentracidja

A GSSG koncentracidja szignifikdnsan csokkent az acetamipriddel kezelt csoportban
(p=0,048), valamint az alacsony és magas dozist kurkuminnal kezelt csoportokban is (mindkét
esetben p<0,001) a kontroll csoporthoz viszonyitva. Ezen kiviill a GSSG koncentracidja
szignifikansan csokkent az acetamipriddel és alacsony dézist kurkuminnal kezelt csoportban
(p<0,001), illetve az acetamipriddel és magas dézisu kurkuminnal kezelt csoportban (p<0,001)

a kizarolag acetamipriddel kezelt csoporthoz viszonyitva.
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Oxidalt glutation (GSSG) koncentracioja
60

50
40

. #-ﬂ

10

Cradalt ghatation (pumol’] homogenizatmm)

AC EU[magas] AC + EUmagas]
Kontroll KU alaczomy] AC + El[alacsony]

crer

acetamipriddel kezelt csoportban (AC), alacsony dozisu kurkuminnal kezelt csoportban (KU[alacsony]),
a magas dozist kurkuminnal kezelt csoportban (KU[magas]), az acetamipriddel és alacsony dozist
kurkuminnal kezelt csoportban ([AC+KUJalacsony]) illetve acetamipriddel és magas dozist kurkuminnal
kezelt csoportban (AC+KU[magas]). A dobozok feletti kék csillagok a kontroll csoporthoz viszonyitott,
a narancssarga csillagok a kizarolag acetamipriddel kezelt csoporthoz viszonyitott szignifikanciat jelzik.

* p<0,05; *** p<0,001

A GSH koncentracioja a kizarolag acetamipriddel kezelt csoportban szignifikdnsan csokkent
(p=0,023) a kontroll csoporthoz viszonyitva. Az alacsony és magas dozisu kurkuminnal kezelt
csoportokban a GSH koncentracidja szintén szignifikansan csokkent (mindkét esetben
p<0,001). Az acetamipriddel és kurkuminnal egyiittesen kezelt csoportokban nem mértiink

szignifikans valtozast az acetamipriddel kezelt csoportokhoz képest.
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Redukalt glutation (umol/] homogenizitom)

Redukalt glutation (GSH) koncentracid
30

|
. . T T

15

10 l l

3

_|

=]

AC KU[magas] AC + EU[magas]
Eomiroll EU[alacsony] AC + EU[alacsony]

crer

acetamipriddel kezelt csoportban (AC), alacsony dozist kurkuminnal kezelt csoportban (KU[alacsony]),
a magas dozisu kurkuminnal kezelt csoportban (KU[magas]), az acetamipriddel és alacsony dozisu
kurkuminnal kezelt csoportban ([AC+KUJalacsony]) illetve acetamipriddel és magas dozist kurkuminnal
kezelt csoportban (AC+KU[magas]). A dobozok feletti kék csillagok a kontroll csoporthoz viszonyitott,
a narancssarga csillagok a kizarolag acetamipriddel kezelt csoporthoz viszonyitott szignifikanciat jelzik.

* p<0,05; *** p<0,001
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Megbeszélés

A neonikotinoid inszekticidek csoportjaba tartozo acetamiprid méhek idegrendszerére kifejtett
hatasainak vizsgalata kiemelten fontos az utdbbi években tapasztalhatd, méhek €s mas beporzo
rovarfajok szamaban bekdvetkezd csokkend tendencidk miatt. A CCD okainak tanulményozésa
soran feltételezhetd, hogy a novényvéddszereknek tobb egyéb tényezdvel egyiitt szinergista
hatdsa van a folyamatra, igy pedig nagymértékben hozzéjarulhatnak a korkép kialakulasahoz.
Habar az acetamiprid a korabban alkalmazott ndvényvéddészerekhez, igy a neonikotinoidok mas
képviseldihez képest biztonsdgos szernek mondhatd, és sulyos, akut mérgezések a korabbi
hasonl6 vegyszerekhez viszonyitva ritkabban fordulnak eld, kutatasok az oxidativ stressz altal
kivaltott negativ hatasait szamos kiilonb6z6 nem-célallat fajban igazoltak. Ezt kiegészitve a
késébbiekben fontos lehet vizsgalni nem csak a novényvéddszerek onalldan kifejtett hatasat,
hanem az egyidejiileg tobb novényvéddszer alkalmazasabol adodo szinergizmust [73], illetve a
kiilonb6zé adjuvans anyagok hatdsat, ugyanis az egyes vegyiiletek talan Onéalléan nem
toxikusak, azonban kombinacioban alkalmazva karos hatassal lehetnek a méhekre [74]. Mivel
az acetamiprid negativ hatdsait a nikotinos acetilkolin receptorokra gyakorolt hatdson tul
foképp oxidativ stressz kivaltdsan keresztiil éri el, ezért kisérletlink soran az antioxidans statuszt
jelzd paraméterek (MDA, H202, GSH, GSSQG) valtozasat vizsgaltuk acetamiprid jelenlétében,
illetve a feltételezhetden protektiv hatasu kurkumin alkalmazasa mellett méhek kozponti
idegrendszerében.

Az acetamiprid hatasat vizsgalva kisérletinkben a H202 koncentracioja szignifikansan
emelkedett méhek agydicaban a kontroll csoporthoz viszonyitva, ezzel azt a tobb
publikécioban is leirt jelenséget tdmasztva ald, hogy a neonikotinoidok oxidativ stresszt
indukalod vegyiiletek lehetnek. E folyamatok soran a sejtekben jelentds mennyiségi,
parositatlan elektront tartalmazo Un. reaktiv gyok keletkezhet, melyek késébb negativ hatést
gyakorolnak a fehérjék, a lipidek, valamint a DNS szerkezetére egyarant [49].

Vizsgéalatunkban a lipidperoxidaciés folyamatok ¢és az abbol kovetkezd, esetleges

c gy
crer

crer

fligghet az alkalmazott kezeldanyag koncentraciojatol, valamint a karos hatasu vegyiiletnek

valo kitettség hosszatol is. Munkank soran célunk egy akut modell 1étrehozasa volt, mely
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kisérletben az acetamiprid rovidtavi hatasait vizsgaltuk. Tobb kutatocsoport is beszamolt
azonban arrdl, hogy mig az oxidativ stresszt keltd szer azonnal, akut médon nem vezet az MDA
szint valtozasdhoz, kozép- és hosszabb tdvon azonban egyértelmiien meginditja a kéaros
lipidperoxidaciés folyamatokat [75]. Mas kutatasokban tovabba azt is megfigyelték, hogy az
acetamiprid az 1id0 — és ezzel Osszefiiggésben az antioxidans védelmi rendszer aktivalodasa,
valamint esetleges kimeriilése — fliggvényében emelheti, vagy éppen csokkentheti is az MDA
Egy indonéz cipdgyar dolgozdinak egészségiligyi allapotaval foglalkozd kutatas a fokozott
vegyi terhelés munkasokra kifejtett hatasat vizsgalta. Az eredmények alapjan szignifikans
Osszefiiggést talaltak az MDA ¢és a GSH szint kozott, melyek az oxidativ stressz soran
tapasztaltaknak megfeleléen inverz viszonyban allnak, tehat minél magasabb az oxidativ
stresszt jelz6 MDA szintje, annal alacsonyabb az oxidativ stressz elleni védekezésben résztvevd
GSH szintje a sejtben. Kisérletiinkben nyert eredményekhez hasonléan nem taldltak
szignifikans 0sszefliggést a vegyi terhelésnek valo kitettség és munkasok MDA szintje kozott
[77]. Ezzel ellentétben egy masik rovarfajban, a selyemlepkében (Bombyx mori) vizsgalva e
paramétereket, a kutatdsi eredmények szerint az alacsony dozist acetamiprid altal kivéltott
oxidativ stressz hatraltatta a hernydk posterior selyemmirigyének novekedését és fejlodését,
mely esetben tobb oxidativ karosodast jelzé paraméter mellet az MDA koncentracidja is
emelkedést mutatott [78].

A gytriisférgek (Annelida) térzsébe tartozo Eisenia fetida fajban acetamiprid hatasara szintén
megfigyelték egyes, az oxidativ stresszt jelz6 enzimek (SOD, GST — glutation-S-transzferaz,
KAT - katalaz) aktivitasdnak csokkenését és néhany biomarker molekula szintjének (ROS,
MDA) emelkedését [79]. Egy masik gytrlsféreg faj, az Eisenia andrei esetében pedig az
antioxidans rendszer miikodési zavararol, viselkedési valtozasrol és a kokonok szamanak
csokkenésében megnyilvanul6 reprodukcids zavarrol szamoltak be a kutatok, mely valtozasok
szintén az oxidativ stressz karos hatasaira vezethetok vissza [80]. Az acetamiprid zebradanio
embriokra kifejtett hatasat termékenyités utdn vizsgaltdk 6-120 oOraval, mely kisérletben
bebizonyosodott fejlédési toxicitasa és teratogén hatasa [81].

Az eml0s szervezetekre kifejtett negativ hatasok vizsgalata soran patkanyokban az acetamiprid
magasabb dozisa testsuly-gyarapodas csokkenést, relativ majtomeg és majenzim aktivitas
(AST, ALT, ALP, LDH) emelkedést, vorosvértest €s hemoglobin szint csokkenést,
fehérvérsejtszam €s vérlemezke szam emelkedést, illetve a SOD és KAT enzimek aktivitasanak
csokkenését okozta [82]. Hematologiai €s biokémiai valtozasok mellett az acetamiprid

reproduktiv rendszerre kifejtett negativ hatdsaival kiilonbozd allatfajokban tobb kutatés
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foglalkozik. Him egerek teststilyanak csokkenésén tul a tesztoszteron reszponziv szervek (here,
mellékhere, ondoholyag, prosztata) tomegének csokkenését, a szérum tesztoszteron szint €s a
spermaszam csOkkenését, a spermiumok életképességének €s mobilitdsanak romlasat okozza
az acetamiprid, mely hatasokat oxidativ stressz indukalasaval fejt ki, igy a herékben emelkedik
az MDA koncentracidja, illetve csokken a KAT, GPx, és a SOD aktivitasa is [83]. Egér
magzatok neurondlis fejlodését vizsgald kutatasban kimutattdk, hogy a kronikus dozist
acetamipridnek kitett vemhes egér utddainak neocortexében abnormalis neuronalis eloszlas
figyelheté6 meg [84]. Az acetamiprid patkanyok tanulasi képességeire kifejtett hatdsainak
vizsgalata soran rendellenes tanulasi képességet €s memoriazavart figyeltek meg egy masik
kutatasban, mely jellegii viselkedési rendellenesség méhek esetében is kimutathato [85].

A fenti megéllapitasokat figyelembe véve a jovOben az acetamiprid oxidativ stresszt jelentd
hatasainak behatobb vizsgalatara tovabbi, tobb idOpontban is torténd mintavételezésre, mas
koncentraciok alkalmazésara, valamint egyéb, a redox-rendszer miikodésében fontos szerepet
betolté faktorok meghatarozasara lehet sziikkség az altalunk tjonnan kidolgozott
modellrendszeren annak érdekében, hogy pontosabb képet kapjunk a méhek agyaban
bekovetkezd karosodasokrdl, valamint a folyamat pontos lefutdsarol.

A kurkumint gyulladdscsokkentd, antioxidans és anti-apoptotikus hatésai miatt évszazadok 6ta
hasznaljak a hagyomdnyos orvoslasban, melyen beliil neuroprotektiv hatdsainak behato
vizsgalata szintén igéretes teriilet lehet a késébbiek folyaman. Jelen kutatasunk sordn a méhek
idegrendszeri oxidativ stresszben nyujtott protektiv hatasat vizsgaltuk biztatd eredményekkel.
Habar az agy a test tomegének csak 2%-at teszi ki, a szervezet egész oxigén fogyasztasanak
20%-4t igényli. Az intenziv metabolizmus miatt az agy oxigén sziikséglete magasabb, melybdl
kovetkezden a ROS szintek is tipikusan magasabbak, illetve a GSH koncentracioja
szignifikansan alacsonyabb. Ez az egyik 6 oka annak, hogy a kozponti idegrendszer sejtjei
fokozottan érzékenyek az oxidativ stresszre, valamint az abbdl kovetkezd fehérjekarosodasra
¢s lipidperoxidécids folyamatokra. Amennyiben az antioxidans rendszer kapacitasa kimertil, és
nem tudja megvédeni a fehérjéket, azok oxidalodnak é€s ugynevezett protofibrillumok
keletkeznek. Ezek a protofibrillumok az agysejtek citoplazméjdban felhalmozddnak és
aggregalodnak, illetve mivel toxikus vegytiletek, a sejt védelmi reakcioja a protofibrillumok
elszigetelését szolgald zarvanytest képzes, mely zarvanytestek a neurodegenerativ betegségek
prekurzorai [86]. Neurodegenerativ betegségek és az Oregedés tanulmanyozasaban betoltott
szerepének vizsgalata sordn a kurkumin egy kutatasban szignifikdnsan csokkentette az MDA
¢s a protein karbonilok szintjét, illetve ndvelte a SOD és GPx enzimek aktivitasat [87]. Egy

patkanyokon végzett kisérletben, melynek soran laminektomiat hajtottak végre az allatokon,
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majd a kurkumin gerincvel6sériilést kovetd antioxidans hatasat vizsgaltak, és az MDA
szintjében vald csokkenést, illetve a SOD enzim aktivitasaban bekovetkezd emelkedést
figyeltek meg, igy megerdsitették a feltevést, hogy a kurkumin szamos szempontbol kedvezdbb
alternativat jelenthetnek az idegrendszeri sériilések gyogyuldsanak tamogatdsaban a
kortikoszteroidoknal [88]. Az Alzheimer kort vizsgalva, mely betegség {6 jellemzbje az
extracellularisan felhalmozodott rendellenes térszerkezetli és aggregatumot képz6é amiloid-f3
(AP) fehérje, a kurkumin igéretes vegyiiletnek bizonyult a toxicitas csokkentésében, ezzel
novelve az allatok élettartamat és aktivitasat is Drosophila fajban [89]. Fontos azonban
megjegyezni, hogy a legfrissebb tudomanyos allasfoglaldsok szerint az amiloid-f elméletet
szamos kérddjel dvezi, igy a kurkumin protektiv hatasainak alatamasztasa ebbdl a szempontbol
egyelore hianyosnak tekinthetd. Egy masik patkdnyokon végzett kutatasban szintén a kurkumin
Alzheimer-kor esetében megfigyelhetd hatasait vizsgaltak, melynek soran a korképhez hasonlo
allapotot AICl3 kezeléssel értek el. A kurkumin mellett szolo érvek a kor kezelésében
antioxidans és gyulladascsokkentd hatdsain tul, az emésztdszervi traktusban valo ellenéllésa,
melynek hatdsara nem bomlik le miel6tt felszivodhatna, illetve a vér-agy gaton vald atjutasa,
igy a kozponti idegrendszerben direkt ki tudja kifejteni hatasat [90].

Kisérletiinkben a H20, koncentracidja az acetamipriddel kezelt csoporthoz képest az
acetamipriddel és kurkumin kiillonb6z6 doézisaival egyiitt kezelt csoportokban szignifikdnsan
csokkent, bizonyitva a kurkumin protektiv, antioxidans hatasat. Egy szintén méheken végzett
kutatas szerint a kurkuminnal kezelt csoportban a méhek élettartama Iényegesen hosszabb volt,
mely szintén Osszefiiggésben allhat annak antioxidans hatasaival. Ezen kiviil a kurkumin
novelte a SOD, GPx, KAT, GST antioxidans védekezési rendszer részét képzd enzimek
aktivitasat, mely folyamat kovetkeztében biztositja a szervezet hatékonyabb védekezését az
oxidativ stresszt kelté faktorokkal szemben, bar fontos megjegyezni, hogy e vizsgalatokban
nem a kurkumin koézponti idegrendszerre gyakorolt hatasait vizsgaltak, hanem hemolimfa
felhasznalasaval torténtek meg a mérések. A fentiekkel 0sszhangban nagy valdsziniiséggel
esetiinkben i1s e folyamatok allhatnak az antioxidans védelmi rendszer aktivalodasdnak
héatterében, ami az acetamipridnek vald Kkitettség ellenére is biztositotta a H20:
neuroprotektiv hatassal is birhat acetamiprid toxikozis esetén [91].

Az MDA kapcsan méréseink soran azt tapasztaltuk, hogy az acetamiprid-kurkumin
alatamasztotta, hogy az MDA szintjének nyomonkovetése az agyi sériilések, ischaemia és

egyéb, példaul toxikus behatasra 1étrejové kozponti idegrendszeri membrankarosodas
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megbizhatd markere [92]. Ennek megfeleléen az esetiinkben megfigyelt MDA csokkenés
egyértelmiien alatdmasztja a kurkumin idegrendszerre gyakorolt protektiv hatdsait az altalunk
alkalmazott modellrendszerben. Tovabba, egy Drosophila fajban végzett kutatisban a
kurkumin kiegészités hatdsait vizsgaltdk a muslicdk élettartamara, mely kisérletben
bebizonyosodott, hogy a kezelés soran mindkét nemben emelkedett az élettartam a kontroll
csoporthoz viszonyitva, szignifikdnsan csokkent az MDA szintje és emelkedett a SOD
aktivitasa, mely eredmények hozzdjarulnak a kurkumin 6regedés elleni hatasanak alaposabb
megértésé¢hez, valamint szintén megerdsitik a feltevést feltevéshez, hogy a kurkumin jotékony
hatasai jelentOs részben annak antioxidans hatasaival vannak Gsszefiiggésben [93].

A glutation rendszer allapotat tekintve eredményeink alapjan a kurkuminnal torténd kezelés
nem tudta teljes hatékonysaggal ellensulyozni az acetamiprid karos hatasait. A GSH-GSSG
aranya eltolodasabol kovetkeztethetiink az oxidativ stressz mértékére, amennyiben a GSSG
koncentracidja emelkedett és a GSH koncentracidja csokkent, ugy az oxidativ stressz fokozott
mértékben van jelen. Mig a GSSG mennyiségében szignifikans csokkenés tapasztalhatd a
neonikotinoiddal kezelt csoporthoz viszonyitva, a GSH esetében e pozitiv hatds nem
megfigyelhetd. A GSH-GSSG szintekben elsdre latszolagos ellentmondas tapasztalhato,
melynek oka eldzetes ismereteink és egyes irodalmi adatok alapjan valosziniileg a kezelések
soran bekovetkezett ugynevezett konjugatum képzédésben kereshetd. Egy Caco-1 sejtvonalon
(colorectal adenocarcinoma cells) glutation és kurkumin kdlcsonhatasat vizsgalod kutatasban
megfigyelték, hogy GST hatdsara a glutation és kurkumin kémiailag és enzimatikusan is
konjugélodhat, mely reakcioban 2 molekula monoglutationil-kurkumin keletkezik, melyek
egymads diasztereomerei. E folyamat sordn az eredeti szerkezet megvaltozasaval a glutation
redox homeosztazis fenntartdsaban betoltott szerepe is megvaltozhat, valamint a keletkezett
konjugatumok az Aaltalunk is bemutatott kolorimetrias tesztekkel nem minden esetben
kimutathatoak. Ennek értelmében tehat jelen kutatasunkban is lehet ez a konjugatum képz6dés
a glutation-szint varttdl kissé eltérd valtozasanak oka, mivel kurkumin jelenlétében a GSH-val
képzett konjugatumok valéban megvaltoztatjak a glutation és kurkumin bioldgiai elérhetdségét.
Tehat az altalunk eldzetesen vart valtozasoktol valo eltérés nem feltétleniil jelzi a glutation
rendszer kimeriilését, azonban az Osszefiiggés kielégitd tisztdzdsdra a jovOben tovabbi
kutatasok, valamint mas kimutatasi tesztek lehetnek sziikségesek [94].

Egy lengyel kutatocsoport eredményei alapjan az oralisan alkalmazott kurkumin
nagymértékben novelte a SOD, GPx, KAT, GST antioxidans védekezési rendszer részét képzo

enzimek aktivitasat hdzi méhek hemolimfajdban. A GST a kordbban emlitett Caco-1

crer
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sejtekben, illetve a GPx enzim fokozott aktivitasa is serkenti a GSH-GSSG atalakulast,
hozzéajarulva a glutation szintjének csokkenéséhez, mely tényezdk magyarazatul szolgalhatnak
a kisérletiinkben kapott eredményeknek is [91]. Az acetamiprid mint xenobiotikum tehat
serkenti a GST enzim miikodését, mely egy fazis 2. detoxifikald enzim, és ilyen modon a GSH-
val torténd biotranszformacids folyamat egy fazis 2. detoxifikacio. A xenobiotikum lehet az
acetamipriden és bomlastermékein kiviil egyéb anyag is, ami fontos tényez6 példaul az egy
idében tobb peszticidnek valod kitettség esetében. Osszefoglalva tehat az acetamiprid GST
serkentd hatasa a fazis 2. lebont6 folyamat révén csokkenti a GSH elérhetdségét, mely szintén
magyarazatot adhat a GSH szint csokkenésére a konjugatum képz6dés mellett [95].

Egy masik, patkdnyokon végzett kisérlet sordn immobilitds kivaltotta oxidativ stressz
megjelenését vizsgaltak az allatok agyaban, majaban és veséjében, mely soran megfigyelték az
MDA szint emelkedését, a SOD, a GPx, a GR (glutation reduktaz) és KAT enzimek
aktivitasanak csokkenését, és a kurkumin protektiv hatdsanak kialakuldsat az oxidativ stressz
csokkenésén keresztiil [96]. Tovabbi vizsgalatok human majbetegségek esetében alkalmazott
kurkumin védd hatasaval foglalkoztak, mely soran megfigyelheté volt, hogy a vegyiilet
szuppresszalja a proinflammatorikus citokineket és a lipidperoxidéacios termékek kialakulasat,
illetve direkt gyokfogd hatasan tul indirekt védelmet is biztosit a sejtek enzimatikus
folyamatainak javitasaval (SOD, KAT, GPx, GSH, GR aktivitas novelés révén) [97]. A
kurkumin vesevédd hatdsat az Nrf2 (nuclear factor erythroid-derived 2) transzkripcios faktor
indukalasaval éri el, mely az antioxidans vélasz f6 regulétora, igy a mitokondriumok védelmét
elsegitve segit megsziintetni az oxidativ stresszt [98]. Patkanyokban adenin indukalt kronikus
vesebetegség esetében a kurkumin csokkentette a gyulladas, az oxidativ stressz €s az apoptdzis
mértékét szintén a Nrf2 transzkripcios faktor miikodésén keresztiil. A kurkumin rakellenes
hatasainak vizsgalataval tobb kutatas is foglalkozott. Kiilonb6zd tipust rdksejtek (példaul
hasnyalmirigyrak, mellrak, prosztatarak) kurkuminnal valo kezelését kovetden megallapitottak,
hogy a kurkumin hatasat kiilonb6z6 jelatviteli utvonalak befolyasolasaval éri el, melyek részt
gyulladasos citokinek termelédésének modositasa, proapoptotikus transzkripcios faktorok
upregulacioja, €s antiapoptotikus transzkripcios faktorok downregulacidja [99]. Egy masik
daganatos sejtvonalon végzett kutatds szerint a kurkumin apoptotikus hatdsat a ROS szint
emelésével és a GSH szintjének csokkentésével éri el, tehat a redox rendszer befolyasolasaval.
A kurkumin a kisérletben a TNF (tumor nekrozis faktor) medialt NF-«xB aktivitasat gatolta, igy
érve el rakellenes hatasat. 2 és 4 ora inkubaciot kovetden a sejtekben kurkumin hatisara

szignifikansan csokkent a GSH szintje, mig 16 és 24 6ra inkubaciot kovetden emelkedett a GSH
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szint. Kutatasi eredmények alapjan nem vilagos, hogy mit6l fiigg a kurkumin antioxidans vagy
éppen prooxidans tulajdonsaga, egy elképzelés szerint alacsony koncentraciéban alkalmazva
antioxidans hatast érhetiink el vele, mig magasabb dézisban adva prooxidans, azaz egyben
apoptotikus hatasu is. E kérdés tisztazasara €s a jovoben alkalmazhato d6zisok meghatarozasara
tovabbi kutatasok sziikségesek mind hazi méhekben, mind mas allatfajokban, vagy emberben
[100].

A fentieknek megfelelden a kurkumin nagyon igéretes és hatékony takarmanykiegészitoként
szolgalhat a méhek kozponti idegrendszerére karos hatassal biro peszticidekkel, igy példaul a
neonikotinoidokkal szemben. Kutatasunk jszeri €s nagy jelentdséggel birdé eredményekkel
szolgalhat a méhek védelme szempontjabol, mivel napjainkban egyre nagyobb hangsulyt
kapnak a modern mezdgazdasagban széleskorben alkalmazott peszticidek karos hatdsaival,
valamint a jovében hatékonyan alkalmazhat6 protektiv anyagokkal és takarmanykiegészitokkel
kapcsolatos vizsgélatok. Eredményeink alapjan kijelenthetjiik, hogy kutatdsunkban a H20,, az
agyduc redox-homeosztazisara gyakorolt karos hatdsait. Ravilagitottunk tovabba arra, hogy a
kurkumin szdmos jotékony hatdsa mellett nagymértékben enyhitette az acetamiprid kitettség
hatasara bekovetkezd kdzponti idegrendszerbeli oxidativ stressz karos hatésait hazi méhekben,
mely megfigyelések elsoként altalunk kertiltek leirasra. Fontos megjegyezni azonban, hogy a
munkank soran felmeriil¢ 0jabb tudomanyos és modszertani kérdések tisztazasa, valamint az
alkalmazott anyagok pontos sejtszintli hatdsainak felderitése érdekében a késbbiek folyaman
tovabbi kutatdsok elvégzése sziikséges. E jovObeni vizsgdlatok méhegészségiigyi, 6kolodgiai és

nemzetgazdasagi szempontbol is kiemelt jelentdséggel birhatnak.
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Osszefoglalds

A méhek szamanak drasztikus csokkenése vilagszerte sulyos problémat jelent az utdbbi
évtizedekben. A méhek beporzo tevékenysége mind mezdgazdasagi szempontbdl, mind annak
okologiai jelentoségét figyelembe véve felbecsiilhetetlen. A gyakorlati és financialis tényezokon tal
a tarsadalom erkolcsi felelossége az ¢€lovilag diverzitasanak védelme, az emberi tevékenység
negativ hatasainak minimalizalasa. Napjainkban a méhcsalddok szamanak csokkenése hatterében
egyre gyakrabban az ugynevezett kolonia-6sszeomlas kérkép all, mely szamos tényezd egylittes
hatasa révén kovetkezhet be. A korkép kialakuldsaban szerepet jatszhatnak tobbek kozott parazitak,
patogén baktériumok vagy mas koérokozok, egyéb stresszhatasok, valamint mindezek mellett a
novényvédé szerek alkalmazasa altal okozott hatdsok is kiemelt szereppel birhatnak. A
neonikotinoid inszekticidek napjaink intenziv termelési mezégazdasaganak kulcsfontossagu
vegyiiletei, melyek koziil az acetamiprid széles korben és biztonsagosan alkalmazhato szernek
bizonyult, azonban szubletalis hatasainak tanulmanyozasara, kiilondsen hazi méhek esetében,
tovabbi kutatasok sziikségesek.

Kisérleteink célja az acetamiprid méhek idegrendszerének redox-homeosztazisara kifejtett
hatasainak vizsgalata volt, mely vegyiilet ezaltal befolyast gyakorolhat az 4llatok taplalkozasi
szokasaira, viselkedésére, szaporodasara, valamint elésegitheti egyes betegségek megjelenését és
hozzéajarulhat a kolonia-6sszeomlas korkép kialakulasahoz is.

A kisérletben a méheket 50-50 egyedet tartalmazo kezelési csoportokra osztottuk, majd az allatokat
az etetooldatukba kevert acetamipriddel (35,5 mg/L), kurkuminnal (11, és 110 mg/L), vagy ezek
kombinaciojaval kezeltiik. A 48 oran at tartd kezelés utan a méhek agyducanak kiboncolasat és a
homogenizalast kovetden a mintakat a mérések elvégzéséig -80°C-on taroltuk.

Kisérletiinkben az oxidativ stressz mértékét hidrogén-peroxid (H.O2), malondialdehid (MDA),
redukalt glutation (GSH), valamint az oxidalt glutation (GSSG) koncentracidjanak
meghatarozasaval vizsgéaltuk. Tanulmanyoztuk tovabbd a kurkumin, mint antioxidans vegyiilet
protektiv hatasat 6nalldan és acetamipriddel valo kezeléssel kombinalva.

Eredményeink alapjan a vizsgalt mintdk H>O, koncentracidja szignifikdnsan emelkedett
acetamiprid hatasara, és ehhez képest szignifikansan csokkent a kurkuminnal valo egyiittes kezelés
kovetkeztében. Szintén csdkkenést figyeltiink meg az MDA szintjében kurkumin hatdsara, valamint
mind az acetamiprid, mind a kurkumin jelentésen befolyasolta a glutation rendszer mitkodését.
Osszességében kijelenthetjilk, hogy az acetamiprid egyértelmilen karositotta a kdzponti
idegrendszer antioxiddns védelmi rendszerét hazi méhekben, mely karos hatasokat a kurkumin
nagymértékben enyhitette, igy a jovoben igéretes jelolt lehet a neonikotinoidoknak valo kitettség
hatasainak mérséklésében, mely eredmények mind méhegészségiigyi, mind 6kologiai szempontbol

is kiemelt jelentéséggel birhatnak.
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Summary

The drastic decline in honey bee numbers has become a serious problem in recent decades
worldwide. Bee pollination is invaluable both from an agricultural point of view and in terms
of its ecological importance. Beyond the practical and financial factors, society has a moral
responsibility to protect biodiversity, minimise the negative impact of human activity and
ensure the survival of species. Nowadays, the decline in the number of bee colonies is
increasing due to the so-called colony collapse disorder, which can be caused by a combination
of various factors. Parasites, pathogens, other stress factors and the use of pesticides can all
play a role in the development of the phenomenon. The neonicotinoid insecticides are key
compounds in today's intensive agriculture, of which acetamiprid has been shown to be a widely
and safely used agent, however, further research is necessary to study its sub-lethal effects,
especially in domestic bees.

The aim of our experiments was to investigate the effects of acetamiprid on the redox
homeostasis of the bee central nervous system, which may consequently affect the animals'
feeding habits, behaviour, reproduction, and may also contribute to the development of certain
diseases and colony collapse disorder.

In the experiment, bees were divided into treatment groups of 50-50 individuals and treated
with acetamiprid (35.5 mg/L), curcumin (11 and 110 mg/L) or a combination of these mixed
into their feeding solution. After 48 hours of treatment, the samples were stored at -800C until
measurements were performed, after dissection of the bees' braincells and homogenization.

In our experiments we investigated the extent of oxidative stress by determining the levels of
hydrogen peroxide (H202), malondialdehyde (MDA), reduced glutathione (GSH) and oxidized
glutathione (GSSG) concentration. We also investigated the protective effect of curcumin as an
antioxidant compound alone and in combination with acetamiprid treatment.

Our results showed that H.O. levels were significantly increased by acetamiprid and
significantly decreased by curcumin as a protective treatment. We also observed a decrease in
MDA levels following curcumin treatment, and both acetamiprid and curcumin significantly
affected the function of the glutathione system.

Overall, we can conclude that acetamiprid clearly impaired the central nervous system
antioxidant defence mechanism in honey bees, which adverse effects were largely attenuated
by curcumin, making it a promising candidate for mitigating the effects of neonicotinoid
exposure in the future, with results that may be of particular importance from both bee health
and ecological perspective.
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