Hidrotoxikologia

Bevezetés



A hidrotoxikologia fogalma

« A hidrotoxikoldgia a kulonboz6 vegyszerek,
termeszetes es ember altal alkotott anyagok es
tevékenysegek (Osszesitve: mergezo anyagok
vagy készitmeények) vizi szervezetekre
gyakorolt hatasat vizsgalja a szervez6deés
kulonboz6 szintjein, a sejten belulitol az
egyeden keresztul a tarsulasokig es az
okoldgiai rendszerekig.



A vizl szervezeteket érdo hatasok
. Altalaban kedvezétlen « Szoveti-szervi szinten

hatasokat vizsgal a . Enzimek
hidrotoxikoldgia mikodésének gatlasa
. Rovid és hosszu tavu vagy serkentese
letalitas . Allomany szinten
o Szubletalis hatasok: . Afaj geno- és
megvaltozik fenotipusanak
— Viselkedés megvaltozasa
- Novekedes . Egyedszam és relativ
- Szaporodas gyakorisag
_ Taplalkozas megvaltozasa

- Mergek semlegesitese
- Szovetek szerkezete



A hatasok szamszerusitése

» Elpusztult vagy tulelé . Enzimaktivitas

egyedek szama (serkentés vagy
. Szaporodas inhibicio)
sikeressége « Fajszam
. Teljes test (hossz, . Egyedszam es
suly) surlseg
« Szervek kondicigja « Expozicio helyeil:
» Teratogén .« Viz
rendellenességek . Uledék

(tumorok) . Taplalék



Hidrotoxikologia: az okotoxikoldgia

egyik aga

HIDROTOXIKOLOGIA

Integralt folyamatok

. fOoXxicitas mérése
Kémiai mérések
«Statisztikai vizsgalatok

-Modellezes
«Szerkezet — hatas viszonyai
/ \
Bioldgiai Kornyezeti koncentracié (elterjedés/forgalom)
szerkezet/mikodeés

.Vizi szervezetek okologiaja
+Viselkedés

Elettan

«SzOvettan

Biokémia

Fizikai tenyezok  Kémiai tényezék

.Molekularis Hidrolizis
szerkezet .Fotolizis
-Oldhatdsag .Oxidacioé-redukcio
.lllékonysag

«Szorpcio - kotdtés

Biologiai tényezdok
.Felhalmozddas
JAtalakulas
.Lebomlas




A vizi kornyezet

. Tipusok: . El6 (biotikus)
. Edesvizi tenyezok:
_ Patakok o Elélények
- Tavak . Elettelen (abiotikus)
- Halastavak tényezok:
_ Foly¢ L o
ch’,k_ . Viz, aljzat, Gledék,
. Brakkvizi oldott lebegd
. Tengeri reszecskek
- Partvidéki
— Nyilt vizi

- Mélysegqi



A vizi élohelyek érzékenysége

« Fugg
« A vegyi anyag és reakciotermekei fizikai-kemiali
tulajdonsagaitol
. Az elohelyre bekerulo vegyi anyag koncentraciojatol
és terhelesétol
« A hatas idotartamatdl es tipusatol
- Heveny és idult
- Rovid tavu vagy folyamatos terhelés

« Az él6hely ellenall6é képessege a vegyszer
hatasaival szemben

« Az el6hely elhelyezkedése a szennyezoforras
helyehez kepest



A vizl okoszisztémak elemel: a viz

« AVviz a vizi szervezetek
létfenntartd vegyulete

« Erésen polaros vegyulet — az
oxigenatom paratlan
elektronjai negativ toltést
eredmenyeznek

« Polaros kovalens kotés a
molekulan belul —
hidrogenkotések a molekulak
kozott

« A viz a polaros molekulaju
vegyi anyagok kivalo
oldoszere



A cseppfolyos viz fontosabb tulajdonsagai

Tulajdonsag

Osszehasonlitas mas vegyi anyagokkal

Fontossaga a vizi kornyezetben

Fajlagos h6kapacitas

Magasabb, mint barmelyik szilard és cseppfolyds
anyage, a cseppfolyés ammonia, cseppfolyos
hidrogén és litium kivételével

Megakadalyozza az er6s héingadozast a
vizben és stabilizalja az él6lények
testhémérsekletét

Olvadashé Magasabb, az ammonia kivételével Héstabilizacio a viz fagyaspontjan a
rejtett h6 megkotése és felszabadulasa
reven

Parolgashé Magasabb, mint barmelyik vegyuleté Meghatarozza a h6 és vizmolekulak

atvitelét a leégkor és a vizi rendszerek
kozott

Sirlség (vagy
hétagulas)

A tiszta édesviz maximalis slrlségét 4°C-on éri el,
a tengerviz a fagyaspontja (-1,9°C) kordl.

Az édesviz és higitott tengerviz a
maximalis sirlségét a fagyaspont felett
éri el; a héeloszlas és fuggbleges
aramlas szabalyozasa rétegzett
tavakban

Feluleti feszultség

Magasabb, mint barmelyik folyadéké a higany
kivételével

A sejtélettan szabalyozo tényezdje,
fellleti tényezdOk és cseppképzbdés

Oldoerd

Tobb vegyianyagot és nagyobb mennyiségben
képes felodani, mint barmelyik természetes
folyadék

Segiti a kémiai reakciokat (pl. a
hidrolizist) és a tapanyagok és
melléktermékek transzportjat a biologiai
rendszerekben

Dielektromos allando

A tiszta édesvizé magasabb, mint barmelyik
folyadéké, kivéve a hidrogén-peroxidot és hidrogén-
cianidot

A szervetlen anyagok magas
oldékonysaga az ionizacio reven

Atlatszésag

A sugarzo energia elnyelése magas az infravoros
és ibolyantuli fény magasabb hullamhosszai
esetében, a lathato tartomanyban kismértéki
szelektiv elnyelés

Lehet6vé teszi, hogy a fotoszintézis és
fotolizis nagy mélységekben is
végbemenjen




A viz osszetétele

* Vizek csoportositasa a « Oldott gazok:

velencei rendszer

(sotartalom) szerint:

— >30%o0 — tengerviz
— 0,5-30%0 — brakkviz
— <0,5%0 — édesviz

— Oxigén
« Oldhatosaga fugg a
homeérseklettdl, az
oxigen parcialis
nyomasatol a levegdben
és a sotartalomtol

— Szén-dioxid
 Puffer szerep: CO,,
HCO; és CO4% aranya
pH-fuggd



A viz osszetétele

» Oldott szervetlen * Az anyagok oldodasa
anyagok alapjan:
— Ca, Mg, Na, K, P, Fe, S, Si — >0,45 um: lebegbanyagok
 Oldott szerves anyagok — <0,45 um: oldott anyagok

* 0,2-0,45 um: diszperz,

— Szénhidrogenek Ulepithetd anyagok

— Szenhidratok + 0,001-0,2 um: kolloidok
— Lipidek » <0,001 pm: valédi oldott
— Zsirsavak anyagok B
_ Aminosavak « Ennek megfelelben:
— Nukleinsavak — Lebeg0 szervesanyag
(POM)
— Oldott szervesanyag
(DOM)

— Osszes szervesanyag
(TOM)



A viz osszetétele

Szervesanyag helyett konnyebben +« Huminanyagok

merheta: — ADOC nagy hanyada
— Lebegb szerves széntartalom (POC) — Mikrobialis bontasnak ellenallnak
— (__)Idott szerves széntartalom (DOC) — Abiotikus kémiai reakciok soran
— Osszes szerves széntartalom (TOC) jonnek letre
Mérése analdg a szervesanyaggal, — Oldhatosag alapjan:
értéke altalaban annak fele * Huminsavak — ligos pH-n
Tavakban . Fumin nem oidhatt és nerm
— POC altalaban a DOC 10%-a kivonhato
- POC — Fémek természetes kotbéanyagai,
- Oligotréf tavakban 1-4 mg/l kelatorok
* Eutréf tavakban 3-34 mg/l « A szervesanyag eredete édesvizi
« Disztrof tavakban 20-50 mg/l rendszerekben:
— Nagyobb tavak: autochton — bels6
eredetd

— Kisebhb tavak — allochton — kulsé
eredetl



koncentraciojat befolyasold tenyezok

A vegyi anyagok kornyezet

A vegyi anyag fizikia-kémiai tulajdonsagai:

Molekularis szerkezet
Vizoldhatésag

Gb6znyomas

A vizi kornyezet fizikai, kémiai és biologiai tulajdonsagai

Felszin — térfogat viszonyai
Ho&meérseklet

Soétartalom

pH

Aramlas

Mélység

Oldott anyagok mennyisége
Uledékrészecskék mérete

Az Uledék szerves széntartalma

A vegyi anyag kornyezetbe jutasanak forrasa és sebessége

Kdrnyezeti szennyez6 forrasok eldjelzéséhez fontos



A vegyil anyagok biologiai
hozzaferhetosége a vizben
« QOldott allapotban

— Keészen elérhetdk a szervezetek szamara a
vizoszlopban

« Biotikus vagy abiotikus 0sszetevokhoz
kototten a vizoszlopban vagy az uledekben

— Altaldban nem elérhetd, hidroféb anyagok, kivéve
a bentosz szervezetei altal felvehet6 anyagokat

A szervezetekbe beepult anyagok



A biologiai hozzaferhetoseg
0sszetevol

« Kornyezeti hozzaférhetoség

— ?y vegyi anya%_a_zon resze, amely reszt tud venni egy adott
folyamatban es fizikai, kémiai és bioldgiai uton modosulhat.

» Kornyezeti biologiai hozzaferhetdseg

— A kornyezeti hozzaferhetGséggel rendelkez6 anyag azon
resze, amit egy €l6 szervezet valamely kornyezeti tényezovel
talalkozva ténylegesen felvesz. A szervezet altalanos felvevo
hatékonysaganak mérdszama.

« Toxikoldgial biologiai hozzaferhetoseg

— Az expozicios koncentracio vag%/ dozis azon része amelyet a
szervezet felvesz majd elettani funkcioin keresztul eljuttat a
toxicitas celteruleteihez vagy receptoraihoz. A biologial
hozzaferhetGseg (bioldgiai hasznosulas) klasszikus
gyogyszertani-toxikoldgiai definicioja.



Perzisztencia

« Azt az atlagos idot, amit a vegyszer egy adott
kozegben (pl. viz, uldek, stb.) eltolt, miel6tt valamilyen
transzport folyamat eltavolitana onnan, tartozkodasi
idonek hivjuk. Az egyensulyi tartozkodasi idonek a
vegyszer adott kozegben talalhato teljes
mennyiségének es a vegyszer utanpotlasi és kiurulési
utemenek az aranyat nevezzuk.

» Perzisztens anyagok azok, amelyek hosszu ideig jelen
vannak a kornyezetben eés felhalmozodnak a toxikus
szintig. A perzisztencia méroszama a felezési ido, ami
az anyag eredi koncentraciojanak a feléere
csokkeneséhez szukseges idomennyiség.



Anyagok transzformacioja

» Abiotikus transzformacio (atalakulas):
— Hidrolizis
— Oxidacio
— Fotolizis
 Biotikus transzformacio (enzimatikus uton):

— Biodegradacio: mikrobialis transzformacio, amelynek soran a
vegyszer energiaforraskent hasznosul és a maradvanyai
egyszeru szervetlen molekulakka alakunak.

— Ateljes biodegradaciot, amelynek eredmenye CO,, H,O es
egyeb egyszerl szerves vagy szervetlen molekulak

mineralizacionak hivjuk. Altalaban, a polaros, vizoldhato
formak fele tart.



Alapfogalmak

 Méreg: olyan anyag, amely egy biologiai
rendszerben karos valaszreakciot valt ki, illetve
sulyosan veszeélyezteti annak szerkezetét es
mukodeset amely akar halalhoz is vezethet.

— A vizi kornyezetbe ketféle forrasbol juthatnak:

« Nem pontszeri (diffuz) forrasok
« Pontszeru forrasok

« SzennyezOanyag. szélesebb erteleben hasznalt
kifejezes, kedvezdbtlen abiotikus hatasokat is
kivalthat



Alapfogalmak

« Szennyezés:. emberi tevekenyseg réven a
kornyezetbe (vizekbe) kerul6 kedvezotlen hatast
kivaltd anyagok vagy energia.

— Karositja a szervezeteket
— Veszelyes az emberi egészsegre

— Hatraltatja a vizzel kapcsolatot tevéekenysegeket
(halaszat, halgazdalkodas)

— VizminO0seg romlasa
* Szennyviz: vizalapu szennyez06 anyag



Alapfogalmak

Toxicitas: a vegyszer karos hatast kivaltdo képessegenek relativ
jellemzgje.

— Fugg a vegyszer koncentraciojatol, 0sszetetelétdl, az expozicio
id6tartamatol, az érintett bioldgiai mechanizmustdl és a kulso
korulmenyektadl.

Toxicitas vizsgalatok: egy vegyszer karos hatasainak merése
szabalyozott korulmények kozott.

Kozvetlen toxicitas: a mereg kozvetlenul a célteruletre vagy
szervezetre hat

Kozvetett toxicitas: a kémiai, fizikai és/vagy bioldgiai kornyezet
megvaltozasa kovetkezteben jelentkezo toxicitas

A legtobb kisérleti toxicitas vizsgalat a kozvetlen hatasokat
elemzi eqgy fajon.



Toxikus hatasok

Azonnali hatas — keésleltetett hatas
Reverzibilis — irreverzibilis

Helyi hatas — szervezeti hatas
Nem szelektiv

— Narkozis

Szelektiv

— Szovetspecifikus

— Szervspecifikus

— Fajspecifikus

Szerkezet és hatas kolcsonhatasai



A toxikologia alapelvel

» Ok-okozati 0sszefugges megléte — a mert valasz egyértelmien

a méreg és a szervezet vagy szervezetben Iévo celterulet
kolcsonhatasanak eredménye

« Dozis- vagy koncentracio-fuggo osszefugges megléte
— A mert valasz a méreg és a szervezet vagy szervezetben lévo célterulet
kolcsonhatasanak eredménye
flggvenye

— Egy valos vagy statisztikai hatarérték felett a hatas vagy valaszreakcio
mertéke aranyos a célteruletet éro méereg mennyiségével

« A hatasok szamszerisithetdk: a toxicitas hatasain vagy valaszai
megismetelhetd mdédon meérhetok eés szamszerdsithetok.



A toxikus hatas harom fazisa (3 Ps)

Expozicio

exPosure
-fizikai tényezG6k

-kémiai tényezdk
-bioldgiai tenyezok
-expozicio utvonala
-kémiai forma
-hédmérseklet
-biologiai hozzaférhetdség
-egyeb

KULSO <—

Toxikokinetika

Partitioning
-abszorpcio

-elterjedés
-anyagcsere
-kivalasztas

—p BELSO

Toxikondinamika

Potency
-a molekulak hatasa a

toxicitas célteruletein
-a toxikus hatas
modja/mechanizmusa
szerinti jellemzeés
-fajon beluli és fajok
kozotti kulonbségek az
érzékenysegben



A toxicitast befolyasolo tényezok

« Az expozicioval kapcsolatos tényezok

— EXxpozicio tipusa — vizben, uledékben, taplalekon keresztul,
levegOben.

— Expozicio id6tartama — akut (heveny), kronikus (idult).
— Expozicio gyakorisaga.
— A méreg koncentraciogja.
« A szervezettel kapcsolatos tényezok
— Faj, fejl6dési stadium
» Avegyi anyaggal kapcsolatos tényezok

— Osszetétel (szennyez6dések a vegyi anyagon beldl),
oldhatdésag, gbznyomas, pH, lipofilitas.



A toxikus anyagok es hatasaik

« Csoportositasi lehetosegek:

— Ceélterulet szerint

— Hatas szerint

— Felhasznalasi terulet szerint
— Kéemiai tulajdonsagok szerint
— Toxicitas szintje szerint



Fémek és felfémek

* Nehézfémek — atomsulyuk nagyobb 40-nél

— Vizi rendszerekben fontosak:

« Réz

e Cink

« Kadmium

« Higany

« Olom

« Egyéb (aluminium, krom, szelén, ezust, arzén, antimon)

¢ Félfémek — nem fémes elemek, sok fémekre

jellemzo tulajdonsaggal



Szervetlen és szerves anyagok

 Nemfémes szervetlen anyagok
—Cl, CI, N, P, B, NH;, NO,", NO;
« Szerves anyagok

— Poliklorozott bifenilek (PCB)

— Dioxinok (PCDD) és furanok (PCDF)
« 2,3,7,8-tetraklor-dibenzo-p-dioxin
— Policiklusos aromas szenhidratok (PAH)

* Vizi okoszisztemakban az uledekben és a
lebegbanyagban vannak jelen

— Szintetikus oldészerek

 Alkilbenzin-szulfonat — tisztitoszerek, olajszennyezddések
oldoszerei



Szerves anyagok

 Novenyvedoszerek
— A toxikus hatasuk miatt hasznaljak oket
— Vizekbe igen konnyen bejutnak
— Legtobb esetben specifikusak
— Hasznalatuk kulso korulmeényeken is mulik

— Allévizekben hosszu ideig kis koncentracioban is
jelen lehetnek

 Radioaktiv szerek

— Felhalmozdodnak az uledékben, az oldhatdésag réven
a tapanyagforgalomba jutnak



Toxikus hatasok tipusal

Akut hatasok « Kozossegek szintjén

Krénikus vagy mert hatasok

szubkrénikus hatasok - Kozossegek
strukturajat

Letalis hatas

. ] megvaltozato hatasok
Szubletalis hatasok

— Kozosségek szerepét

— Viselkedésbel megvaltozato hatasok
— Elettani — Mérés
— Biokémiai - Fajgazdagsag

— Szovettani * Relativ egyedsuruseg



Hidrotoxikologia 2. ora
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Bakteriumok




Vibrio fischerl

» fermészetes élohelye a sos
Viz

 a fenykibocsatas
tulajdonkeppen ,fizetseg”

egy kolcsonosen elonyos
szimbiotikus kapcsolatban

* Euprymna scolopes nevu
tintahal fajjal all fenn




Bakterialis lumineszcencia

FMNH2 + 02 + RCHO —sluc. hu(490nm) + FMN
+ HZO + RCOOH (Lang, 2002)

FMNH2: flavinmononukleotid redukalt formaja

RCHO: luciferin, fénykibocsato hosszu lancu alifas
aldehid

luc. = luciferaz. bakterialis enzim, vegyes funkcioju
oxigenaz

hu: emittalt fényenergia

FMN: flavinmononukleotid
RCOOH: hosszu lancu szerves sav




ToxAlert100™

folyadékbol fagyasztva szaritott
szaritott reagens reagens liregek
mintatarté tiregek

klivetta lregek

kezelGszervek

Az in-vivo biolumineszcencia a sejt életképességének jellemzoje,
kozvetlenul kotodik az életképességhez, metabolikus allapothoz. A
mérgezo anyag valtozasokat idéz elo a sejt allapotaban — sejtfal,
sejtmembran, elektrontranszport-rendszer, enzimek, a citoplazma alkotoi
— amelyek gyors eredménye a biolumineszcencia csokkenése.



Novenyek




* Pseudokirchneriella subcapitata (Selenastrum capricornutum)

 Desmodesmus subspicatus (Scenedesmus subspicatus)
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/fc) 2018 Thonas Andrusch
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Az OECD alga novekedes-gatlason alapulo teszt

(OECD Test No. 201)

« EXxponencialis novekedesi
fazisban levo algatenyészetet
tesszuk ki a vegyi anyag
hatasanak 72 6ran keresztul,
ottagu higitasi sorban, 3-3
parhuzamossal.

 60-120 uEm-2s-1 intenzitasu
fluoreszcens fennyel vilagitast kell
biztositani.

* Az algatenyeszet

LI 20 Y 4

merni; a szamlalas torténhet
mikroszképos sejtszamlalassal,
vagy elektronikus
részecskeszamlaldoval, esetleg
optikai denzitas meresével vagy
klorofill-tartalom alapjan



Békalencse (Lemna minor vagy Lemna gibba)
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OECD Lemna teszt

A teszt célja, hogy a vizsgalando vegyi anyag koncentracioja
és a vegetativ novekedésre gyakorolt hatas kozti kapcsolatot
feltarja.

* novekedeési gatlason alapulo teszt

* a tesztelendo6 vegyi anyag kulonboz6
koncentracioju oldataiban, 7 napon
keresztul

 mert parameéterek: a levélkeszam, de
emellett gyakori tesztelesi vegpont a
teljes levélfelulet, a szaraz suly és a
nedves suly is




Allatok




Agascsapurakok (Cladocera)

Tobb szaz faj a csoportban

Testuket jobbrol es balrol egy-
egy hej veszi korul, melyet izom
tart ossze

2 par csap erosen fejlett, elagazo
szerv

Ugralo mozgas

Belcsatornajuk kevesse tagolt,
vizbdl szurik taplalekukat (algak)
Kopoltyuval lélegeznek (labakon 5




* Daphnia magna,

Heart
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Trunk limbs



* Daphnia pulex




OECD Test No. 202: Daphnia sp., Akut
Immobilizacios teszt

Fiatal — legfeljebb 24 6ras — Daphniakkal teszteljuk a
vegyi anyag hatasat 48 oran keresztul.

A kisérlet elején es végen a homersékletet, a pH-t és az
oldott oxigénszintet meg kell hatarozni.

Minimum ottagu higitasi sorban. Minden
koncentracional 20—20 Daphniat tesztelunk négy
csoportra osztva, 5-5 allattal.

Egy-egy allat 2 ml tesztoldatot igenyel, igy minimum 10
ml vegyi anyag oldatot kell biztositani
tesztedenyenkent.

A mozgaskeptelen allatok szamat 24 es 48 6ra
elteltéevel rogzitjuk, €s a kontroll mintahoz viszonyitva
szamitjuk a gatlasi szazalekot.
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Gerinces modellallatok

Xenopus

Chick

Mouse

Zebrafish

Muller F
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vizsgalat

Hematoxilin-eozin festés:

A sejtmagok, a bakteriumok, a porcszovet és
nyakok kékre, a vorosveértestek
narancsvorosre, minden egyeb szovet
rézsaszindlre festodik.

PAS- (periodic acid-Schiff) festés:

A makromolekularis szénhidrat
komponenseket festi meg. A glikogeén,
fibrinoid, hamnyak, porcalapallomany,
amiloid, kolloid, celluldz, bazalis membranok,
a hipofizis bazofil sejtjei €s a gombak
ibolyasvorosre, a kollagénrostok
halvanyvorosre, €s a sejtmagok kékre
szinezddnek.

Grohe — Perls-féle eljaras (1854, 1867):
A ferrivasat tartalmazo elemek kékre, a
sejtmagok vorosre, a citoplazmak
rozsaszinlre szinez6dnek.



Tizszeres nagyitasban késziilt hosszmetszeti felvétel a borrol
I.: normalis vastagsagu hamréteq, Il.: pikkely, lll.: harantcsikolt izomszévet,
V.. a 10 %-os formalin karosito hatasa



Tizszeres nagyitasban késziilt hosszmetszeti felvétel a bérrél
l.: hamréteg a pikkelyeken, Il.: zsirszovet
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Tizszeres nagyitasban készilt hosszmetszeti felvétel a kopoltyurél
l.: kopoltyuivek, Il.: kopoltyulemezkék egyrétegii laphamja



Kopoltyu Il

Tizszeres nagyitasban kesziilt hosszmetszeti felvéetel a kopoltyurol
l.: Iégzéredbk egyrétegli laphamja



Huszszoros nagyitasban késziilt hosszmetszeti felvétel a majrol
l.: majsejtek, Il.: verer



Huszszoros nagyitasban késziilt hosszmetszeti felvétel a majrol
l.: majsejtek, Il.: verer



Laboratoriumi Kisérletekhez hasznalt
fontosabb halfajok

Paradicsomhal (Macropodus
oprcularis)

Sziami harcoshal (Betta
splendens)

Mexikoi kardfarkuhal (Xiphophorus
helleri)

Platty (Xiphophorus maculates)
Szivarvanyos guppi (Poecilia
reticulata)

Rézsas diszmarna (Barbus
conchonius)

Aranyhal (Carassius auratus)

Barlangi vaklazac (Astyanax
mexicanus)

Ponty (Cyprinus carpio)

Nilusi tilapia (Oreochromis
niloticus)

Haromtuskés piko (Gasterosteus
acuelatus)

Edesvizi gdmbhalak (Tetraodon
nigroviridis, Takifugu rubripes)

Szivarvanyos pisztrang
(Oncorgynchus mykiss)

Csikféelék (Misgurnus sp.)

Afrikai harcsa (Clarias gariepinus)
Medaka (Orizias latipes)
Zebradanio (Danio rerio)

Killihal (Fundulus heteroclitus)



MSz altal javasolt fajok

Halfaj

A tesztelési hémér-
sékleti tartomany, °C

A halak javasolt
testhossza, cm

Szivarvanyos pisztrang (Salmo gairdneri Richardson),

apréallatevé, ragadozé 13-17 50+1,0
f%gaa:jsszﬁéé (Stizostedion lucioperca L.), 18-20 5,0+1,0
gsli'\éirlﬁgxgs Okle (Rhodeus sericeus amarus Bloch), 18-23 3,0+1,0
vegyes taplalkozasd 18-23 40+1,0
vogyes talaikoreat 18-23 4,0:1,0
rHaag:ggz(gilurus glanis L.), 20-24 5,0+1,0
/:(r)r\lllérn gce‘tveglopharyngodon idella Cuv. et Val.), 20-24 5,0+1,0
sg:i: ;)#gfé(Hypophthalmichthys molitrix Cuv. et Val.), 20-24 5,0+1,0
Szivarvanyos guppi (Poecilia reticulata Peters), 23.05 2,0+1,0

aproallatevd

+ Zebradanio




OECD altal javasolt fajok

Eecommended species

B rachvdani :
(Teleoste1, Cyprinidae) (Hamilton-
Buchanan) Zebra-fish

Eecommended test
te mperature range
"C)

21 - 25

Recommended total length of
te st fish
(cm)’

Pimephales promelas
(Teleostei, Cyprinidae)
(Rafinesque) Fathead Mmnow

Cvprinus capio
(Teleoste1, Cyprinidae) (Lmnaeus)
Commeon carp

Opvzias latipes
(Teleoste1, Cyprinodontidae)
(Temminck and Schlegel) Ricefish

Poecilia reticulata
(Teleostei, Poeciliidae) (Peters)
Guppy

I . ki
(Teleostei, Centrarchidae)
(Rafinesque) Bluegill

Oncorhvonchus mvyvkiss
(Teleostel, Salmonidae) (Walbaum)
Rambow trout

13 - 17

50+10




Danio rerio

Cypriniformes . .
(Cyprini ) Oryzias latipes

(Beloniformes)

Tetraodon nigroviridis
Takifugu rubripes

(Tetraodontiformes) Development. 2004



Zebradanio (Danio rerio, Hamilton-Buchanan 1822) |.

India, Burma, Malaj-félsziget, Szumatra
«22-24°C (27 °C)

Nem igényesek a viz kémiai
osszetételére

*Falank mindenevok

*Csapathal

*100-150 ikraszem/ hét (200-400)

» Az ikrahéj nem ragados, atlatszoé
*48-72 oraval a termekenydulés utan
kikelnek a larvak

*3 honap alatt ivaréretté valnak

*Intenziv rendszerekben, komplett
protokollok szerint nevelik




Zebradanio (Danio rerio, Hamilton-Buchanan 1822) |I.

« Genommeéret:1 700 000 000 bp

 Kromoszomaszam: 50

« >4500 mutans vonal

« Majdnem teljes génkonyvtar

« Kezdetben csak fejlédesbiologiai
kutatasok

« Kimérakeészités, immunogenetikai
vizsgalatok

« Andro- s ginogenezis
* Transzgenikus hal eloallitas




A zebradanion vegzett kutatasi iranyok napjainkban

*Kornyezettoxikologiai vizsgalatok

*A kulonbozd szervek, szovetek fejlddeési rendellenességeinek, betegségeinek
vizsgalata

Lipidmetabolizmus vizsgalata

*Tumorbioldgiai kutatasok

*Fejl6désbiologia

-Oregedésvizsgalat

*Gyogyszerhatasvizsgalatok a humangyogyaszatban

Table 2

Pharmacological comparisons: observed action of selected drugs in zebrafish.

Drug

Action

Aspirin

Warfarin and protac
Sodium nitroprussude
L-NAME

Carbachol
Atorvastatin
Indomethacin
Prednisolone

5-amino salicylic acid
NS-398 (cyclooxygenase-2 inhibitor)
Terfenadine
Diazepam

Etidronate

Arachidonic acid-induced aggregation and agonist-induced ATP release
Spontaneous bleeding, PT/APTT prolongation

Vasodilation

Vasoconstriction

Tachycardia; blocked by M, acetylcholine receptor knockdown
Decreased cholesterol synthesis

Prostaglandin inhibition, prolonged bleeding time, reduced thrombocyte aggregation
Anti-inflammatory action

Anti-inflammatory action

Prostaglandin inhibition, normal coagulation parameters

QT prolongation

Anti-convulsant action

Anti-osteoporotic action

L-NAME, nitro-L-arginine methyl ester.
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Fig. 3. (a) A schematic representation of the reaction-diffusion system. (b) Results of a simulation study. The left most columns are standard simulations
corresponding to the wild type (a = 0.08, b = 0.08, ¢ = 0.04,d = 0.03,e = 0.1, f = 0.15, g = 0.05 and P = 0.5). In each line, one of the parameter is changed
sequentially. Only the direction that the white areas come wider is shown. Field size is 64 X 64. The concentration of activator is shown by gray scale. (light;
high concentration, dark; low concentration) The starting pattern is a random pattern with three thin lines. Cells of relatively high activator concentration were
put to form three horizontal lines. In spite of the pattern variety in adult, all the mutant fish have the identical juvenile pattern of three thin lines of melanocytes.
20 000 iterations used. To simulate the body growth, the diffusion constants are linearly decreased to a half of the starting value. All the details of simulations
and the software used will be open at our HP when this paper is published.
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Fig. 4. Relationship between the mutant pattern and the ¢ value of the RD system. Pictures are taken from the middle part of the fully-grown females.
Horizontal bar shows the fluctuations within the genotypes.



JAltalanos” embridkori defektusok vizsgalata




GFP (Green fluorescent protein) transzgenikus halembriokban
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Toxikologiaban is hasznalatos transzgenikus
zebradanio vonalak

Fli-1 (Friend leukemia integration site-1)
(GFP: green)

Neurogenin
(GFP=Green)

GATA-1 (globin transcription factor-1)
(DsRed, red)



Zebradanio embriofejlddesében bekovetkezo
valtozasok toxikus anyagok hatasara

Effect of alcohol on zebrafish development.flv



szaporitas

Stimulalé hatasok felerdsitésével csoportosan



Etetési terv

Weekly feeding plan
Adult Young Baby*
@ @ | oomin aftemoon | evening moming | aftemoon | cvening
Monday SDS FOOD SDS FOOD | ARTEMIA SDS FOOD SDSFQOOD | SDS FOOD 5DS FOOD SDS FOODH
nematode
Tuesday ARTEMIA SDS FOOD | ARTEMIA SDS FOOD SDSFOOD | SDS FOOD SDS FOOD SDS FOODH
nematode
Wednesday SDS FOOD SDS FOOD | ARTEMIA SDS FOOD SDSFOOD | SDS FOOD SDS FOOD SDS FOOTDH
nematode
Thursday SDS FOOD SDS FOOD | ARTEMIA SDS FOOD SDSFOOD | SDS FOOD SDS FOOD SDS FOOH
nematode
:F'r‘il:laf,,F ARTEMIA SDSs FOQOD AETEMIA SDS FOOD SDS FOOD SDS FOOD 5DS FOOD SDS FOOTH
nematode
Saturday SDS FOOD SDS FOOD | ARTEMIA SDS FOOD SDS FOOD 5DS FOOD+
nematode
Sunday SDS FOOD SDS FOOD | ARTEMIA SDS FOOD SDS FOOD SDS FOOD+
nematode

* after the 10th day feed wath arterma



Napl rutin regiszter

o
Datum: Idé: A4S =
Jdoog. DC.4¢ Név: 2SO\q~

Szoba hémérséklet: 2 G QL

Viz hémérséklet: ,?,Ltl b i, 9

pH: Ljr\ G

Vezetdképesség: Lud /4 A

Viztfolyss: L

Reverzozm.késziilék: nyomas/ vetetéképesség: h( £ L. 1 /f\l /, S
NH3: 0

NO2: ©
NO3: 40 perr

PO4: (4 QR

Etetés: cj)g. du. csle1
Iddpont: 3= S " B

Etetés mikro: v’ /
Artemia keltetd feltoltése:
Durva sziird mosas: —
Szivacs sziir6 mosas (szerda): —

medence mennyiség
Elhullas: =

Egyéb: B






Edesvizi gdmbhalak
Tetraodon nigroviridis
Tetraodon travancoricus
Takifugu rubripes
(Tetraodontiformes)

Turker Bodur, Jochen Gehrig, Craig Watson, Hugues Roest Crollius



Tetraodon travancoricus (dwarf pufferfish)

1 month

http://www.rr.i1j4u.or.jp/



Medaka (Oryzias latipes)







MEDAKA EGG — DAY TWO




Szivarvanyos guppi (Poecilia reticulata)




Szivarvanyos pisztrang
(Oncorhynchus mykiss)




Ponty (Cyprinus carpio)
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Karmoshbékak (Xenopus laevis, X. tropicalis)

*Elnevezés: a hatso labakon a belsé 3 1abujj belsé oldalan
visszahajlo fekete karmok

*Konnyen tarthatd

*Hosszu élettartam (fogsagban 3-20 év)

endstény: 9-14 cm, him: 7-9 cm

*Szexalas: a ndstényeknél kissé kitliremkedd kloaka, a
himeknél a mellsé |abak bels6 oldalan naszparna
*Ragadozo (férgek, rovarok, kannibalizmus)

*Nyelv és farok nélkuli

*teljes mértékben vizi életmodot folytat

*Evente 3x szaporithatd (hormonindukcid!)

*Mindkett6t hasznaljak modellallatként, de a tropicalis
kedveltebb, mert diploid és korabban valik ivarérette,
utobbi sotétebb

*Kldrra rendkivul érzékeny, klérmentes vizben kell tartani!
*Ektoterm

*19-25 °C viz, a h6mérsékletvaltozasra nagyon érzékeny, 5
foknal nagyobb hirtelen valtozasra elpusztul

*1-2 liter viz/egyed, legaldbb 30 cm vizmélység

*Legyen megfelel6 buvdhely




*Altaldban az aljzathoz kozel tartézkodnak, de fel kell
jonnitk a felszinre leveg6t venni 12 6rés fény/sotét ciklus
*Etetés: 2x-3x hetente

*Nagyon gyorsan elfogyasztjak a taplalékot

*Ha egymas labait kapjak el és kezdik lenyelni, vagy
tulzsufolt a medence vagy éhesek

*Csak pudermentes keszty( vagy kesztyl nélkul! A bér
felszinén talalhato védbréteg sérulhet, fert6zésveszély!
*A bérfelileten sok érzékeny idegvégzédés, ezért
ovatossag!

*Szaporitas:

*Hormonindukcié: him: 50U HCG, n8stény: 750 U HCG
*Kihelyezés kulon edénybe egy éjszakara, nyugalom

*A szaporitéedény aljara racsot kell tenni, hogy ne egyék
meg a petéket

*Vagy: mesterséges megtermékenyités (IVF): a petesejtek
szaraz petricsészébe, majd a kim(tott herébdl ranyomni a
spermat, majd 0,1x MMR oldat (+gentamycin)
*Ha az animalis pdlus felfelé néz, a petesejtek
megtermékenyultek




Nevelés: 20-22 fokon

Gasztrulacioé 1 napon belil, masodik-harmadik napon kelnek ki

Etetés elkezdése: amikor az ebihalak elusznak és 45 fokos szoget zarnak be az aljzattal,
fejjel lefelé, csalanporral vagy poritott zoldborséval kell eteni naponta

Max 6-8 larva/liter

Vizcsere 3 naponta

5-6 hét utan metamorfozis, 15-20 napot vesz igénybe

Amikor a mellsé l1abak megjelennek, abbahagyja a taplalkozast (akkortdl, amikor a
taplalékot mar nem fogyasztja el 5-6 6ran belil, ahogy normalisan)

Miutan a farok kb. fele eltlinik, szanyoglarvaval, huspéppel, marhaszivvel kell etetni
Kifejlett: 2liter viz/egyed




Early developmental stages of Xenopus laevis

ventral-----=-==---- dorsal

32-cell/ stage 6

stage 10.5

animal up, vegetal down

2.5 hpf 3.5 hpf 5 hpf 10 hpf

hpf: hours post-fertilization



Qocyte Fertilized egg Blastula

Ectoderm
{animal cap)

Sperm

Animal

Dorsal Blastocoel

crescent
Measoderm
(marginal
zone)
Endoderm
Vegetal
Gastrula Neurula Tailbud

CNS

Maural plate

Dorsal
blastopore lip



Stage 6
Stage 2

Stage 8

Blastula

Stage 1

Eog

Spem Animal pole

Stage 10

Gastrula (section)
s, blastoooesl

Vegetal pole . i
Fertilization ¢

blastopore

A Xe n O p US Gastrulation
életciklusa

Metamorphosis

future
Mesexem natochord

Free-swimming

tadpole Liorsal / "
ectoderm future gut

Stage 12

[section)

Stage 45|  Ventral

Organogenesis Neurulation

. natochord
Anterior
brain )
Anteriar
spinal cord i
notochord
Ventral Neurula
acmites
Stage 13
[surface remowved
to reveal notochord)
yollkk mass -
Praterine
Postenor
Tailbud stage embryo  Tailbud stage Stage 15
{dorsal view with embryo -
surface removed) (lateral view) (dorsal view)

Stage 26




Mexikoi axolotl (Ambystoma mexicanum)




Eredeti vadszinlU és az albind valtozat fordul el6.

Az allatok hossza elérheti a 28-30 cm-t. Torzsuk megnyult, farkuk
oldalrol lapitott, vegtagjaik rovidek. ElsO par labain negy, a hatsokon
ot ujj van. Boruk mirigyekben gazdag, és fényerzékeny. 25 évig is
élhetnek.

Az axolotlok a vizi életmddhoz alkalmazkodtak, tartasuk egyszerd,
(100 x 50 x 25) medencében 4-6 axolotl.

pH 6,5-t6l pH 8,5-ig, vizhémérséklet 14-18 °C
Az Axolotlokkal finoman, évatosan kell banni.
Heti 2-3 alkalommal etethetdk.

Az axolotl az egyik olyan allatfaj, amely larva allapotban képes a
szaporodni.

Nem elég a nOstéenyt és a himet 6sszeengedni. Elengedhetetlen
azokat a korulményeket biztositani, amik az ivashoz szuksegesek.
Ez altalaban a homeérséklet valtoztatasa.

A petek szama 300-600 kozott van



Axofotl Development

Blastula Gastrula/Yolk Plug Neurula
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A zebradanio, mint modellallat

A zebradanio napjainkban az egyik legkedveltebb
modellallata szamos tudomanyteruletnek.

Laboratoriumi korulmenyek kozott is konnyen tarthatoak,
Kis testuek, a viz, illetve a taplalék minGségére keveésse
erzekenyek helylgenyuk KicsiI.

Egyedfejlodésuk igen gyors, 3-4 honap az ivareresig.
Embridogenezisuk ex utero nyomonkovetheto.

Jelenleg 7996 (2009) leirt mutans vagy transzgenikus
vonal létezik (www.zfin.org).

A halak az egyetlen kizarolag vizben élo gerinces
szerveztek.

A zebradanio a faj adottsagai miatt kivaléan alkalmas az
okotoxikologiai vizsgalatok modell szervezetenek.



http://www.zfin.org/

Alapfogalmak

Approximativ letalis koncentraci6é (ALC): az a legki-
sebb koncentraciéériek, amelynél meghatirozott idén
beliil a kisérleti él6lények még pusztulnak, illetve kiro-
sodnak.

Artalmatlan koncentricié (hatdstalan szint): az a leg-
nagyobb toménység, amely az adott kisérleti koriilmé-
nyek kozott, illetve id6 alatt még, vagy mar semmi kédro-
sodast nem okoz a kisérleti él6lényekben.

Artalmatlan szint (maximdlis biztonsdgi szint): vala-
mely hatdsnak (sugdrzds, hé, vizmozgds, anyag, meéreg,
szennyviz stb.) az a legnagyobb mennyisége, amely a
tesztéldlényt biztosan nem karositja.



Biztonsdgi koncentraci: a mérgezGanyagnak az a to-
ménysége, amely a tesztél6lényeket még éppen nem ka-
rositja.

CL.o, LCso: kozepes haldlos toménység.
Concentratio letalis: haldlos toménység.

e

Dil.TL..: kdzepes tiirés hatara.

sérleti id6n beliil a kisérleti é161ények, illetve életfolya-
mataik méar nem karosodnak.

Dil.TL,00: az a legkisebb higitasi érték, amelynél a ki-
sérleti id6n beliil az &sszes kisérleti é16lény elpusztul,
illetve életjelenségeik ledllnak.



Haldlos adag (letdlis dozis, dosis letalis, LD vagy DL)
valamely méreg vagy hatéanyag olyan teststilyra szami
tott mennyisége, amely a szervezetbe keriilve pusztulas
okoz.

Haldlosidé (letdlis idd, tempus letalis, LT). valamenny;
teszté16lény pusztuldsi ideje egy méreg adott koncentra-
ciGjaban.
Haldlos téménység (letdlis koncentrdcio, concentratio
letalis, LCioo vagy CLieo): a méreg vagy a hatéanyag
olyan tdménysége az életkdzegben (levegs, viz), amely
éppen elég a tesztél6lények elpusztulasara.
Higitdsi igény: az a méregmentes vizmennyiseg,
amennyit a mérgezGanyagot tartalmaz6 oldathoz advaaz
4rtalmatlan koncentricié eléréséhez sziikséges.



‘Kozepes halalos adag (dosis letalis 50%, LD, vagy
DLs): az az adag, amelytdl az él6iények fele meghatd-
rozott idd alatt elpusztul vagy az életjelensége 50 %-kal
csokken.

Kozepes halalos idd (LT): a tesztélSiények felének
pusztulasi ideje egy méreg adott koncentracidjaban.

Kozepes haldlos toménység (concentratio letalis 50 %,
LCso vagy CLso). valamely méreg vagy hatéanyag olyan
toménysége az életkdzegben (levegd, viz), amelytdl a
tesztélGlények fele pusztul el vagy aktivitasuk 50%-kal
csOkken.

Koézepes hatékony toménység (ECs,): viztoxikolGgiai
teszt sordn az a hatdanyag-toménység, amelytdl a kisér-
leti éiGlények fele karosodott.

Kozepes tlirés hatara (rolerantiae limes medialis, me-
dian tolerance limit, TL,): valamely méreg vagy mads
hatds (hOmérséklet, sugirzas, vizmozgds stb.) olyan
mennyisége, amely a kisérleti id6n beliil a tesztélGlé-
nyek felét elpusztitia vagy a mért életjelenségnek (lég-
zés, fotoszintézis, enzimaktivitas stb.) erdsségét a felére
csokkenti.



Kritikus koncentracid: az a tdménység, amelynél az
€lGlények karosodasénak elso jelei jelentkeznek. Ezek
pl. a 1égzés vagy a fotoszintézis csdkkenésének kezdete,
a halak ,,pipalnak™ vagy egyensilyi zavaraik kelet-
keznek.



Vizminoség. Az édesvizi halakra veszélyes anyagok akut halalos
meérgezo hatasanak
meghatarozasa [Brachydanio rerio Hamilton-Buchanan (Teleostei,
Cyprinidae)]
felhasznalasaval. 1. rész: Statikus médszer (ISO 7346-1:1996)

Az ISO 7346 szabvanysorozat harom része modszereket
ir le az anyagok akut halalos toxicitasanak
meghatarozasara zebradanion (+ mas fajokon is)

Az ISO 7346 szabvanysorozat harom részen belul
valasztani lehet a statikus, a félstatikus és az
atfolyasos modszer kozott.



A modszer elve

« Megadott feltételek kozott meghatarozzuk azokat a
koncentraciokat, amelyek termeészetes vizben 24, 48, 72,
lletve 96 oras expozicios ido alatt, a zebradanio vizsgalt
populacidjanak 50%-ara halalos mennyiségl anyagot
tartalmaznak. Ezeket a félletalis koncentraciokat 24 h —
LC50-nek, 48 h — LC50-nek, 72 h — LC50-nek és 96 h —
LC50-nek nevezzuk.

A teszt ket lepésbdl all:

« (a) eldvizsgalatbdl, amely megadja az akut felletalis
koncentraciok megkozelito erteket, es kijeloli a végso
toxicitasi tesztben alkalmazando
koncentraciotartomanyt;

* (b) vegleges vizsgalatbol, amelynek az eredmenyet
kOzoljuk.



A tesztszervezettel szemben
tamasztott kovetelmenyek

Minden teszthal teljes testhossza legyen 30 mm £ 5 mm,
ami elméletileg 0,3 g £ 0,1 g testtomegnek felel meg. A
kivalasztott teszthalak szarmazzanak azonos
allomanybal.

Az allomanyt akklimatizalni kell, azaz, a teszt kezdete
elott minden esetben legalabb 7 napig.

A halakat a szokasos mddon kell etetni, egészen a
vizsgalatot kozvetlenul megel0z06 24 oras periodusig.

A halaknak mentesnek kell lenniuk minden nyilvanvalo
betegsegtdl, illetve lathato torzulastol. Nem szabad
kezelest kapniuk betegseg ellen sem a teszt id6tartama,
sem az azt megel6zo 2 het alatt.




Standard higitoviz

A frissen elkeszitett standard higitoviz pH-ja 7,8 £ 0,2,
Kalciumkemeénysege 250 mg/l (Kalcium-karbonat-ban
kifejezve) legyen, es a kovetkezO koncentracidban
tartalmazzon desztillalt vagy ionmentesitett vizben oldott
sokat:

294,0 mg/l CaCl2.2H20
123,3 mg/l MgS04.7H20
63,0 mg/l NaHCQO3

5,5 mg/l KCI

A higitovizet addig kell levego6ztetni, amig az oldott
oxigen koncentracio eléri legalabb a legtelitettség (ASV)
90%-at és a pH-ja 7,8 £ 0,2 szinten allandosul. Szukseg
esetén allitsuk be az oldat pH-jat natrium-hidroxidoldat
vagy sosav hozzaadasaval. Az ily modon elkészitett
higitovizet ne levegbztessuk tovabb a felhasznalasig.



A vizsgalando anyagok torzsoldatainak
elkészitése

A vizsgalando anyag torzsoldatanak elkeszitese
esetén a vizsgalando anyag ismert mennyisegét
oldjuk higitoviz, ionmentesitett viz vagy
desztillalt viz meghatarozott térfogataban.

A kis vizoldéekonysagu anyagokat diszpergalni
lehet megfelel6 modszerrel, beleértve az
ultrahangos diszperziot, vagy a halra nézve kis
toxicitasu szerves oldoszerek alkalmazasa is
lehetséges.

Ha barmilyen olddszert alkalmazunk, annak
koncentracioja a tesztoldatban ne haladja meg a
0,1 ml/l, vagy a 0,1 g/l vegkoncentraciot, attol
fuggoen, hogy melyik ad nagyobb erteket (+
olddszeres kontroll kell).



Berendezések

* Minden anyag és eszkoz, ha érintkezhet olyan
folyadékkal, amelybe halakat helyezunk, vagy
kozvetlenul erintkezesbe kerulhet a halakkal, legyen
kémiailag semleges, és ne kosse meg jelentOs
mertékben a vizsgalandd vegyuletet.

+ Tesztedények, elegseges térfogatuak legyenek, max.
1g/hal/l

« Homeérseéklet-szabalyozo, a tesztoldatok és a
tarolotartalyban Iévo viz hémeérsékletének 23 oC £ 1 oC-
on valo tartasara, egy erre alkalmas modszerrel.

« Meritohalo, nylonbdl vagy mas kémiailag semleges
anyagbol, egy a kontroledényhez és egy masik a tobbi
tesztedényhez (higtol a tomenyebb felé dolgozunk)



* Vizsgalati kornyezet

* Az oldatok kesziteset és tarolasat, a halak
tartasat, tovabba minden tevekenyséeget
és vizsgalatot olyan legteru teruleten kell
vegrehajtani, amelyben nincsenek jelen
karos koncentracioju legszennyezo
anyagok.

* El kell kerulni minden olyan zavaro hatast,
amely megvaltoztathatja a halak
viselkedéset. Minden vizsgalatot normal
laboratoriumi megvilagitassal, 12—-16 oras
nappali fenyperiodussal végezzuk.



- Eljaras

Limittesztet végezhetunk a vizsgalando
vegyulettel annak a vizsgalati feltételek kozotti
vizoldhatosagi hatarertekén, vagy 100 mg/literrel
— amelyik ertek kisebb — annak kimutatasara,
hogy a 96 h-LC50 értéke nem nagyobb-e ennél
a koncentracional. Ha egyetlen hal sem pusztul
el a limittesztben, nincs tovabbi vizsgalatra
szukseqg.

* Alimittesztet 10 hallal kell végezni, ugyanilyen
szamu kontrollal (kontrolokkal) szemben.



Elovizsgalat

Ot tesztedénybe mértani sorozatos higitas,
peldaul 1000 mg/I-t, 100 mg/I-t, 10 mg/I-t, 1 mg/l-
t és 0,1 mg/I-t. A hatodik tesztedenybe amely
kontrolkent szolgal csak higitovizet.

Helyezzunk minden edéenybe harom halat.

Naponta legalabb ketszer jegyezzuk fel az
edenyekben elpusztult halak szamat, és az
oldott oxigen koncentraciojat.

Az elpusztult halakat tavolitsuk el.

Ha az adatok nem elegendoek a vegso
vizsgalathoz hasznalando
koncentraciotartomany megallapitasahoz,
ismeteljuk meg ezt az elOzetes vizsgalatot mas
koncentraciotartomanyokban.




Végleges vizsgalat

Valasszunk legalabb ot koncentraciot, amelyek
megkozelitbleg mértani sort alkotnak. Egyes esetekben
szukebb koncentraciotartomanyt kell hasznalni ahhoz,

hogy a kivant adatokat megkapjuk, mas esetekben
éppen egy szélesebb tartomany szukseges.

A halakat az allomanybadl véletlenszerten valasszuk ki,
és véletlenszeruen helyezzuk azokat a tesztedenyekbe.
Az adott vizsgalatban az osszes hal attetelenek 30
percen belul kell megtortennie.

Az elpusztult halakat a lehetd leggyorsabban tavolitsuk
el az edenyekbdl. A megfigyeléseket gyakrabban is
vegezhetjuk, peldaul ha meg akarjuk hatarozni a
kOzepes tulélési idot az egyes koncentraciokra.



Jegyezzuk fel a halak barmilyen rendellenes
viselkedéset.

Ha az anyag kimutathatoan stabil az expozicio tartama
alatt, lehet0seg szerint merni kell a vizsgalt anyag
koncentracigjat az edenyekben legalabb a vizsgalat
elejen és vegen.

Minden edenyben legalabb naponta, tovabba a teszt
kezdeten és befejezésekor merni kell az oldott oxigén
koncentraciojat, a pH-jat és a hOmérsekletét. A
tesztoldatok homeérseklete és pH-ja ne valtozzon £1 oC-
nal, illetve 0,2 pH egysegnél tobbet.

jegyzokonyvezes



Ervényesség

Az eredmények akkor tekinthetok ervényesnek, ha a
kovetkez0 feltételek teljesultek:

a) a vizsgalat folyaman a tesztoldatokban mert oldott
oxigen koncentracioja legalabb 60% ASV volt;

b) ha a vizsgalt vegyulet koncentracioi a teszt id6tartama
alatt bizonyitottan vagy gyanithatoan nem csokkentek
jelentosen

c) a kontrollhalak mortalitasa nem haladta meg a 10%-ot,
vagy a tartalyonkenti egyet;

d) a rendellenes viselkedést mutatd kontrollhalak aranya
nem haladta meg a 10%-ot vagy a tartalyonkenti egyet;

e) ha rendelkezeésre all a referenciavegyulet [példaul
kalium-dikromat (K2Cr207)] 24 h-LC50 értéke az adott
Id6szakban tartott halakra, és az elvarhatdo mértékben
egyezik a korabban ugyanabban a laboratoriumban
kapott eredmenyekkel.



Vizsgalati jegyzokonyv

A vizsgalati jegyz6konyvnek a kovetkez6 informaciokat kell
tartalmaznia:

a) a szabvanyra valo hivatkozast;

b) a tesztanyag kémiai azonositasat, €és minden, az anyagra
vonatkozo tovabbi adatot (példaul vizoldékonysagot, illekonysagot,
oktanol/viz megoszlasi hanyadost, lebomlasi sebesseget);

c) a higitoviz, a torzsoldatok és tesztoldatok elkészitésének
modszereit;

d) a vizsgalatra vonatkozé minden olyan bioldgiai, keémiai és fizikai
adatot, amely egyebkent nincs a szabvanysorozatban
meghatarozva, beleertve a vizsgalt halak akklimatizaciojanak
korulményeit, tovabba a halak testtomegeét g/literben megadva;

e) a vizsgalat érvényességének meghatarozasahoz figyelembevett
adatokat:

1) az oldott oxigén koncentraciot;

2) a kontrollhalak kozott észlelt mortalitast;

3) a rendellenes viselkedést mutatd kontrollhalak aranyat;
4) a referenciavegyulet LC50 értéket.



f) a vizsgalt névleges koncentraciok tablazatos
felsorolasat (a kémiai analizis eredmeényeivel, ahol ilyen
rendelkezeésre all), tovabba a kummulativ szazalékos
mortalitast a vizsgalat kezdetét koveto 24; 48; 72 es 96
oras periodusokban;

g) a vizsgalt anyag LC50 ertekeit, lehetoség szerint 24;

438; 72 es 96 oranal, utalni kell a szamitas modszerere
és a kémiai analizis modszerere, ha volt ilyen;

h) a koncentracio-hatas gorbe meredeksegeét (és annak
95%-0s konfidenciahatarait, ahol rendelkezésre all);

1) a koncentracio-hatas 0sszefuggésenek grafikus
abrazolasat;

j) a halak altal produkalt barminemu szokatlan reakciot a
vizsgalati feltételek kozott, és a vizsgalt anyag altal
okozott barmilyen lathato kulsodleges hatast;

k) a vizsgalati folyamatoktol valo barminema elterest,
annak indoklasaval.



megjegyzesek

Vizmintak tesztelésekor, a minta vétel utan 24
oraval meg kell kezdeni a tesztet, problema lehet
a minta hOmeérseklete.

A zebradanio eseten a protokolokban
meghatarozott ASV 50% koruli értek sem okoz
problemat a halaknak.

Higitovizként a halak tartasara hasznalt
srendszervizet” hasznaljuk.

A fél-statikus tesztek soran munkaszervezesi
problemat vethet fel az akvariumok 24 vagy 48
orankeéenti oldatcseregje.



Embridotesztek

- Atesztek soran az OECD 212 iranyelvet és a OECD 2006 Draft
Proposal for a new guideline: Fish Embryo Toxicity Test (FET-Test)
ajanlasait alkalmazzuk.

- Atesztekhez 24-es szovettenyésztd plate-ket hasznalunk, minden
lyukba 1 embriét helyezunk 2 ml tesztoldatba.

- Az embriokat a megtermékenyités utani 1 éraban az oldatba kell
helyezni.

- Koncentracionkent 20 fejlddésnek indult embridt kell alkalmazni.

- Az elhullas mellett az embridgenezis egyes meghatarozott
id6pontjaban lehet vizsgalni, az embridk a kontrollhoz kepest valo
fejlodését.

llyen pont:

- 12 hpf (hour post fertilisation) a szomitak kialakulasa és
alakja

- 24 hpf a farok levalasa a szikrdl
- 36 hpf a sziv mikodés ellenbrzése.




Tapasztalatok:

- Az embridk 1 oraval a megtermekenyules utani
Kisérletbe vonasa nagy munkaszervezesi
feladatot igenyel.

- Az embriok fejlodesének ellen6rzese rendkivul
idOigényes.
- A szomitak szamanak vizsgalata 17 hpf utan

szinte lehetetlen, az embriok aktiv mozgasa
miatt.

- Informativ lehet a larvak kelési idejeben torténo
valtozas az egyes kezelesek esetében.

- Probléma lehet a vizsgalt anyag ikrahejon valo
atjutasa.







ALGASZAMNOVEKEDES-
GATLASI VIZSGALAT

* Avizsgalat celja, hogy valamely anyagnak az
egysejtl zoldalga fajok novekedésére gyakorolt
hatasat meghatarozzuk. Viszonylag rovid idejl
(72 oras) vizsgalatokkal is tobb nemzedeken
keresztul figyelhetok meg a hatasok. A modszer
tobb, egysejtl algafajjal valo hasznalatra is
adaptalhato

* vizben |6l oldodo vizsgalt anyagokra
alkalmazhato, amelyek kozvetlenul nem
akadalyozzak az alga novekedesenek meéréset




FOGALOMMEGHATAROZASOK
ES MERTEKEGYSEGEK

Sejtsiiriséq: sejtek szama milliliterenként;
Novekedeés: a sejtslrliseg novekedese a vizsgalat idotartama alatt;

Novekedesi sebesseq: a sejtslrliseg novekedese egysegnyi ido
alatt;

EC50: e mddszerben azon vizsgalt anyag koncentracioja, amely 50
%-0s csOkkenést eredményez andovekedesben (EbC50) vagy a
novekedési rataban (ErC50) a kontrollhoz viszonyitva,;

NOEC (megfigyelhetd hatast nem okozo koncentracio): e
modszerben az a legnagyobb vizsgalt koncentracio, amelynél
jelent6s novekedésgatlas nem figyelhetd meg a kontrollhoz
viszonyitva.

A vizsgalt anyag minden koncentraciojat tomeg/térfogat
(milligramm/liter) mértékegysegben kell megadni. E koncentraciok
tomeg/tomeg (mg.kg—1) mertékegysegben is megadhatok.




A VIZSGALATI MODSZER ELVE

« Veégrehajthato hatarértek-vizsgalat 100 mg/liter
koncentracioval annak bemutatasara, hogy az EC50
nagyobb, mint e koncentracio.

« AKkivalasztott zoldalgafaj exponencialisan novekvo
sejtkulturait tobb nemzedéken keresztul meghatarozott
korulmenyek kozott kezelik a vizsgalt anyag kulonfele
koncentracioival.

* Avizsgalt oldatokat 72 oras idotartamig kell inkubalni,
amelynek soran legalabb minden 24 6raban meg kell
merni a sejtslruseget minden egyes oldatban. A

novekedeésgatlast a kontrolltenyeszethez viszonyitva kell
meghatarozni.



MINOSEGI KOVETELMENYEK

* A kontrolltenyészetekben a sejtstrisegnek
legalabb 16-szorosara kell novekednie 3 napon
belul. A vizsgalt anyag koncentracioit a kiserlet
soran mindvegig a kezdeti koncentracio 80 %-an
beluli érteken kell tartani.

* Bizonyitani kell, hogy a koncentraciok a vizsgalat
soran mindvegig megmaradnak. Koncentraciok
meresével a vizsgalati idotartam kezdetéen és
vegen => jelentds mennyisegu vizsgalt anyag
épulhet be az algabiomasszaba a vizsgalat
idOtartama soran.



Oldoszer max 100mg/l (kontroll!), ultraszonikator
hasznalhato

A vizsgalatot a pH-érték beallitasa nelkul kell
vegrehajtani. Ha létezik bizonyitek a pH-érték
jelentOs valtozasara, ajanlatos a vizsgalat
megismetlése a pH-érték beallitasaval. Ezt a pH
beallitast ugy kell végrehajtani, hogy ne
valtozzon meg jelentos mértékben a vizsgalt
anyag koncentracioja a torzsoldatban.

A higitoviznek jo minGsegu desztillalt viznek
vagy 5 uS cm-1-nél kisebb vezetbkepesseqgd,
loncserélt viznek kell lennie. A viz
desztillalasahoz hasznalt keszuleknek
semmilyen rézbol készult alkatreszt nem szabad
tartalmaznia.

Specialis keszulekek, tartasi korulmények



A kisérlet vegrehajtasa

Az elOzetes vizsgalatok eredményei alapjan kell
meghatarozni azt a koncentraciotartomanyt, amelyben a
natasok valoszinuleg bekovetkeznek.

Kezdeti sejtsurlseg korulbelul 104 sejt/ml

egalabb 5 koncentraciot kell mertani sorba allitani, a
vizsgalt legalacsonyabb koncentracionak nem szabad
megfigyelt hatassal lennie az alga novekedésére. A
vizsgalt legnagyobb koncentracionak a kontrollhoz
viszonyitva legalabb 50 %-kal kell gatolnia, és lehetdleg
teljesen meg kell gatolnia a novekedest.

Harom ismetlést kell tartalmaznia minden egyes vizsgalt
koncentracional. Harom kontrollt kell vizsgalni a vizsgalt
anyag nelkul, és ha van ilyen, harom, a segedanyagot
tartalmazo kontrollt is kell vizsgalni.




* Avizsgalat kezdete utan legalabb a 24.,
48. es 72. oraban, meg kell hatarozni a
sejtsurlseget.

* A pH-t avizsgalat kezdeten es a 72.
oraban kell mérni. A kontrollok pH-janak
altalaban nem szabad 1,5 egységnél

nagyobb mertékben eltérnie a vizsgalat
soran.



JELENTES

A vizsgalati jelentésnek lehetbség szerint az alabbi informaciokat
kell tartalmaznia:

— vizsgalt anyag: kémiai azonosito adatok,

— vizsgalt organizmusok: eredet, laboratériumi tenyészet,
torzsszam, tenyésztés modszere,

— vizsgalati korulmények:

— vizsgalat kezdetének és befejezésének idopontja és idbtartama,
— hoémerseklet,

— tapoldat osszetetele,

— a tenyésztéshez hasznalt készulékek,

— az oldatok pH-ja a vizsgalat kezdetén és vegen (magyarazatot
kell adni, ha 1,5 egységnél nagyobb pH-eltérés figyelheté meg),

— a vizsgalt anyag oldhatova tetelére hasznalt segédanyag és
modszer, valamint a segédanyag koncentracioja a vizsgalt
oldatokban,



— a fény intenzitasa és min0sége,
— vizsgalt koncentraciok (mért és névleges),
— eredmeények:

— sejtslriseg minden lombik eseteben, minden egyes
merési pontban es a sejtslrliseg meresi modszere,

— atlagos sejtslruseg,

— novekedési gorbek,

— koncentracio-hatas osszeflugges grafikus abrazolasa,
— EC-értekek és a szamitas modszere,

— NOEC,

— egyeb megfigyelt hatasok.



LEMNA SP. NOVEKEDESGATLASI
VIZSGALATA

* A vizsgalati modszer kulonboz0 anyagok altal a
Lemna (békalencse) nemzetséghez tartozo
édesvizi novenyekre Kkifejtett toxikus hatas
meghatarozasara szolgal.

A mddszer egyenertekll az OECD TG 221

(2000) jell vizsgalataval. Az eurdpai unios
natosagok szeles korben egyetertenek abban,
nogy az erosen szinezett anyagok eseteben a
_emna-vizsgalat megfelel6 modon helyettesiti
az algakon vegzett vizsgalatot.

 Lemna gibba es Lemna minor




FOGALOMMEGHATAROZASOK

El6anyag-tomeqg: a populacioban levo elo anyag szaraz tomege. A
vizsgalat soran az el0anyag-tomeg helyett jellemzéen helyettesito
mennyiseégeket, peldaul levelszamot vagy levelteruletet merunk, es
ezekre a helyettesitd mennyiségekre is ,él6anyag-tomegkent”
hivatkozunk.

Klorozis: a levelszovet sargulasa.

Klon: egy adott egyedbdl ivartalan szaporodassal letrejovo szervezet
vagy sejt. Az azonos klonhoz tartozo egyedek tehat genetikai
szempontbdl azonosak.

Telep: egymashoz kapcsolodo anya- es leanylevelek (altalaban 2—4)
osszessége. Néha novenynek is nevezik.

ECX: a vizsgalati oldatban feloldott vizsgalt anyag azon
koncentracioja, amely adott expozicids id6 alatt a Lemna
novekedésenek x %-os (példaul 50 %-0s) csOkkenését okozza (az
expozicios id6t kulon meg kell adni, ha eltér a vizsgalat rendes vagy
teljes id6tartamatol). Hogy egyertelmu legyen, hogy az EC értékét a
novekedési sebessegbol vagy a kihozatalbdl nyertuk e, novekedesi
sebesseég esetén ,ErC’-t, kihozatal esetén ,EyC"-t irunk, majd ezt
kovetéen megadjuk a mérési valtozot, példaul: ,ErC (Ievélszém)”.




Atfolyasos vizsgalat: olyan vizsgalat, amelynek soran a vizsgalati
oldatot folyamatosan cseréljuk.

Level: a békalencse noveny egyetlen kulonallo, ,levélszerd”
strukturaja. Ez a szaporodasra kepes legkisebb egység (egyed).

Pupossag: pupos vagy duzzadt megjelenést mutato levelek.

Novekedes: a vizsgalat ideje alatt a méresi valtozéban (példaul a
levelszamban, a szaraz tomegben, a nedves tomegben vagy a
levéltertletben) bekovetkezd novekedes.

Novekedesi sebesseg (atlagos fajlagos novekedesi sebesseg): az
eléanyag-tomeg logaritmikus novekedese az expozicios id6 alatt.

Eszlelhet6 hatést okozo legkisebb koncentrécié (LOEC): az a
legkisebb vizsgalt koncentracio, amely mellett adott expozicios id6
alatt az anyag statisztikailag szignifikans mertékben (p < 0,05)
csokkenti a novekedést a kontrolltenyeészethez képest. Az LOEC
felett ugyanakkor minden koncentracionak legalabb akkora karos
hatast kell eredményeznie, mint amelyet az LOEC okoz. Ha ez a két
feltétel nem elégithetd ki, az LOEC (és igy az NOEC)
megvalasztasat reszletesen indokolni kell.



Mereési valtozok: minden olyan valtozo, amelyet a vizsgalat
vegpontjanak egy vagy tobb kilénbdzé hatasvaltozo segitsegevel
torteno kifejezese erdekeben merunk. Ebben az eljarasban meresi
valtozo a levélszam, a levélterulet, a nedves tomeg és a szaraz
tomeg.

Monokultura: egyetlen novényfajbdl allo tenyészet.

Nekrozis: elhalt (példaul fehér vagy vizzel atitatott) levelszovet.

Eszlelheté hatast még nem okozé koncentracié (NOEC): az a
vizsgalt koncentracio, amely kozvetlenul az LOEC alatt helyezkedik
el.

Fenotipus: az eldleny eszlelheto, génjei és a kornyezet
kolcsonhatasa altal meghatarozott jellemzai.

Hatasvaltozok: a toxikus hatas becslésére szolgalo, az éldéanyag-
tomeget leiré méreési valtozokbaol kulonb6z6 szamitasi modszerekkel
szarmaztatott valtozok. Ebben az eljarasban hatasvaltozo a
novekedési sebesseg €s a kihozatal, amelyeket a levelszambdl, a
levélteruletbdl, a nedves tomegbdl és a szaraz tomegbdl mint méreési
valtozOokbol szarmaztatunk.




Féelstatikus (oldatcserés) vizsgalat: olyan vizsgalat, amelynek soran
a vizsgalati oldatot bizonyos idokozonként lecseréljuk.

Statikus vizsgalat: olyan vizsgalat, amelynek soran a vizsgalati
oldatot nem cseréljuk le.

A vizsgalat vegpontja: az az altalanos jellemz6, amelyre a vizsgalat
iranyul, és amely a vizsgalt vegyulet hatasara a kontrolltenyészethez
kepest megvaltozik. Ebben az eljarasban a vizsgalat vegpontja a
novekedeésgatlas, amely kulonboz0, egy vagy tobb meérési valtozobal
szarmaztatott hatasvaltozok segltsegevel fejezhetd ki.

Vizsgalati oldat: az a teljes, szintetikus tapoldat, amelyben a vizsgalt
novenyek a vizsgalt anyag jelenlétében novekednek. A vizsgalt
anyag altalaban oldott formaban van jelen a vizsgalati oldatban.
Kihozatal: az éldanyag-tomeget leird mérési valtozo értéke az
expozicios ido vegen, minusz ugyanezen valtozo erteke az
expozicios ido kezdeten.




A VIZSGALAT ERVENYESSEGE

A vizsgalat akkor ervényes, ha a
kontrolltenyészetben a levélszam
megkett6zodeési ideje 2,5 napnal (60 6ranal)
kKisebb, ami héet nap alatt korulbelul hétszeres
novekedeést, illetve 0,275 1/nap atlagos fajlagos
novekedeési sebességet jelent.

A végleges toxicitasi vizsgalatnak altalaban ot,
egymassal mertani sorozatot alkoto vizsgalati
koncentraciora kell kiterjednie.

Megfelel0 tartasi korulmeények...

A vizsgalat a novények vizsgalati edenyekbe
helyezese utan 7 nappal fejez6dik be.



Meresek és analitikai vizsgalatok

A vizsgalat kezdeten meg kell szamlalni a vizsgalati
edényekben lévl leveleket, es az érteket fel kell jegyezni
a méresi jegyzokonyvben; a szamlalas soran ugyelni kell
arra, hogy a kiallo, vizualisan elkulonuld leveleket
vegyuk figyelembe. A szabalyszerlnek vagy
rendellenesnek tlno levelek szamat a vizsgalat
kezdetén, az expozicio idotartama alatt legalabb
haromnaponta (azaz a hét nap soran legalabb kétszer),
valamint a vizsgalat vegén kell meghatarozni. Fel kell
jegyezni a novenyek fejlédéseben bealld valtozasokat.

A vizsgalat soran a levéelszam mellett a vizsgalt
anyagnak a kovetkezO meresi valtozok kozul legalabb
egy tovabbira gyakorolt hatasat is meg kell hatarozni.

I. a levelek osszterulete;
l. szaraz tomeg;
lii. nedves tomeg.



ADATOK ES
JEGYZOKONYVEZES

Szamolt ertékek:

* Megkettozodesi ido

 atlagos fajlagos novekedési sebesség
 kihozatal

* A koncentracio—hatas gorbék elkeszitese



Vizsgalt anyag:

—fizikai jelleg és fizikokémiai tulajdonsagok, vizben valo
oldhatosagi hatar,

—kémiai azonosito adatok (pl. CAS-szam), tisztasag.
Vizsgalt faj:

—tudomanyos néy, klon (ha ismert) és eredet.
Vizsgalati korilmenyek:

—alkalmazott vizsgalati eljaras (statikus, félstatikus vagy
atfolyasos),

—a vizsgalat megkezdesének idopontja és idGtartama,
—vizsgalati oldat,

—a kiserleti terv ismertetése: vizsgalati edenyek és
fed6k, oldattérfogatok, telep- és levelszamok vizsgalati
edenyenkent

a vizsgalat megkezdésekor,



—vizsgalt koncentraciok (szukség szerint névleges és mert ertékek) és a
parhuzamos tenyészetek szama
koncentracionkeént,

—a torzs- és a vizsgalati oldatok elkészitésenek modszere, az esetleg
alkalmazott oldo- vagy diszpergaloszer,

—hd&meérseéklet a vizsgalat folyaman,
—fényforras, a fény intenzitasa és homogenitasa,

—a vizsgalati és a kontrolloldatok pH-értékei,

—a vizsgalt anyag koncentracioi és az analizis modszere a megfeleld
mindség-ellenbrzési adatokkal egyutt (az

érvényesseég vizsgalata, a szoras vagy az analizis konfidenciahatara),

—a levélszam és a tovabbi mérési valtozok (szaraz tomeg, nedves tomeg
vagy levélterulet) meghatarozasanak moédszere,

—a jelen vizsgalati modszertdl valo esetleges eltérések.



Eredmények:

—nyers meresi adatok: levélszam es a tovabbi meérési valtozok
minden egyes vizsgalati és kontrolltenyészetben

minden adatfelvételkor és analizis alkalmaval,
—az egyes meresi valtozok kozépertékei és szorasai,

—novekedesi gorbek minden egyes koncentraciora (logaritmikusan
transzformalt méreési valtozokkal ajanlott

megadni, lasd a 2.2.1. szakasz masodik bekezdéseét),

—megkettdézodesi ido, illetve novekedesi sebesseg a
kontrolltenyeszetben, a levélszam alapjan,

—hatasvaltozok szamitott értéke minden parhuzamos tenyészetre,
tovabba vizsgalati csoportonként a kozépértek

€s a szorashegyzet,

—a koncentracio—hatas osszefugges grafikus formaban,



—a hatasvaltozok toxikus végpontjanak becsult értekei, példaul
EC50, EC10, EC20 és a hozzajuk tartozé konfidencia-intervallumok.

Ha kiszamitottuk, az LOEC, illetve az NOEC értéke, tovabba a
szamitashoz alkalmazott statisztikai modszer,

—ANOVA alkalmazasa esetén a hatas kimutatasanak mérethatara
(példaul a legkisebb szignifikans kulonbség),

—a vizsgalatok soran észlelt esetleges novekedésserkentes,

—fitotoxicitasra utalo esetleges lathato jelek, valamint a vizsgalati
oldatokkal kapcsolatos eszrevételek,

—az eredmenyek szoveges Osszefoglalasa es ertekelése, ezen belll
a jelen vizsgalati modszertol valo eltérések vizsgalati eredményekre
gyakorolt hatasanak elemzese.



DAPHNIA-FAJOK AKUT
IMMOBILIZACIOS VIZSGALATA

Ennél a tesztnel Daphnia magna és Daphnia pulex
fajokat lehet hasznalni.

Ez az akut immobilizacios vizsgalati modszer
egyenertekl az OECD TG 202 (2004) modszerrel.
Elvegzeésehez rendelkezeésre all megfelel6 magyar
szabvany is: MSZ EN I1SO 6341.

Ez a modszer egy akut toxicitasi vizsgalatot ir le, amely a
vegyi anyagok Daphniakra gyakorolt hatasat ertekeli.

A fiatal Daphniakat, melyek a vizsgalat kezdeten 24
orasnal fiatalabbak, a vizsgalt anyag kulonbozo
koncentracidinak teszik ki 48 6ras idétartamon at. Az
Immobilizalast 24 és 48 ora elteltevel rogzitik, és
osszehasonlitjak a kontrollértékekkel. Az eredmenyeket
elemzik a 48 6ras EC50 kiszamitasa vegett. A 24 oras
EC50 meghatarozasa opcionalis.



FOGALOMMEGHATAROZASOK

Ezzel a modszerrel 0sszefluggéesben a kovetkezo
meghatarozasokat alkalmazzuk:

EC50: az a becsult koncentracio, amely a Daphniak 50
%-at mozgasképtelenné teszi valamely meghatarozott
expozicios idotartamon belul. Amennyiben mas
meghatarozas kerul alkalmazasra, arrol be kell szamolni,
a referenciajaval egyutt.

Mozgaskeptelenseq: Azokat az allatokat, amelyek a

vizsgalati tartaly ovatos megkeverése utan 15
masodpercen belul nem kepesek uszni,
mozgaskeptelennek kell tekinteni (még akkor is, ha a
csapjaikat meég tudjak mozgatni)



MINOSEGI KRITERIUMOK

* Avizsgalat ervényessegeéhez az alabbi
teljesitmenykritériumoknak kell teljesulniuk:

« — A kontrollokban, beleértve az
szolubilizalészert tartalmazd kontrollt, a
Daphniak immobilizalasi aranya nem haladhatja
meg a 10 %-ot,

« — Avizsgalat vegeig az oldott oxigen
koncentracioja legyen =2 3 mg/l a kontrollban és a
vizsgalati tartalyokban.



Vizsgalati csoportok és kontrollok

* A vizsgalati tartalyokat megfelel6 mennyisegu
higitovizzel es a vizsgalati anyag oldataival kell feltolteni.
A tartalyokban a leveg0/viz aranya legyen azonos a
vizsgalati és a kontrollcsoport esetében. Ezutan a
Daphniakat bele kell helyezni a vizsgalati tartalyokba.
Minden egyes vizsgalati koncentraciéban és a
kontrollokban legalabb 20 allatot kell hasznalni —
lehetoleg négy, egyenkent ot allatot tartalmazo csoportra
osztva. Allatonként legalabb 2 ml vizsgalati oldatot kell
biztositani (azaz vizsgalati tartalyonként 10 ml
mennyiseget o6t Daphniara).

« Legalabb ot vizsgalati koncentraciot hasznaljunk. A

egmagasabb vizsgalt koncentracio eredmeényezzen

ehetoleg 100 szazalekos immobilizaciét, a

egalacsonyabb vizsgalt koncentracio pedig lehetlleg ne

okozzon megfigyelhetd hatast.




« 24 es 48 oraval a vizsgalat megkezdéset
kovetoen minden vizsgalati tartalyban
ellenorizni kell a mozgaskeptelen
Daphniakat. A mozgaskeptelenseg mellett
minden rendellenes viselkedéesrol vagy
jelensegrol be kell szamolni.



VIZSGALATI JELENTES

A vizsgalati jelentesnek a kovetkezOket kell tartalmaznia:

Vizsgalati anyaqg:

— fizikali jellege és fontos fizikai-kémiai tulajdonsagai,

— kémiai azonositasi adatok, beleértve a tisztasagot.

Vizsgalt fajok:

— Daphniak faja és eredetuk, szallitd (ha ismert) és az alkalmazott
tenyésztési korulmények (beleértve a forrast, taplalék fajtajat és
mennyiséget, az etetés gyakorisagat).

Vizsgalati koriilmények:

— a vizsgalati tartalyok leirasa: a tartaly tipusa, az oldat térfogata, a
Daphniak szama vizsgalati tartalyonkent, a vizsgalati tartalyok
szama (ismétlések) koncentracionként,

— a torzsoldat és a vizsgalt oldat elkeszitesenek modszere,
beleértve barmilyen olddszer vagy diszpergaloszer hasznalatat, az
alkalmazott koncentraciokat,

— a higitoviz adatai: forras és vizminGségi jellemz6k (pH-érték,
kemeényseég, Ca/Mg-arany, Na/K-arany, lugossag, vezetbképesseég,
stb.); a mlviz 0sszetétele, amennyiben alkalmaztak,

— inkubacids korulmények: hémérséklet, fenyintenzitas és
periodicitas, oldott oxigén, pH-értek, stb.



Eredmények:

— az immobilizalt vagy mas karos behatast mutato (beleértve a
rendellenes viselkedest) Daphniak szama és szazaleka a
kontrollokban e€s az egyes kezelt csoportokban, minden egyes
megfigyelési idopontban, és a megfigyelt hatasok jellegének leirasa,

— ha rendelkezésre all, a referenciaanyaggal vegzett vizsgalat
eredmenyei es datuma,

— a nevleges vizsgalati koncentraciok és a vizsgalati tartalyokban
levo vizsgalati anyagok koncentracidinak meghatarozasara vegzett
valamennyi analizis eredménye; a modszer visszanyeresi
hatekonysagarol és a meghatarozas korlatjarol is beszamolva,

— vizsgalat soran vegzett 0sszes hOmeérsékletre, pH-értekre és
oldott oxigénre vonatkozo fizikai-kémiai méreés,

— immobilizacidos EC50 48 oranal, konfidenciaintervallumokkal, és a
szamitasaikhoz hasznalt illesztett modellek grafikonjai, a
dozisreakcio-gorbek meredeksége, és standard hibaja; az EC50
meghatarozasahoz hasznalt statisztikai eljarasok; (ha meértek,
ezeket az adatokat a 24 6ras immobilizalasra is meg kell adni)

— a vizsgalati modszertdl valé barmilyen eltérés magyarazata,
lletve annak magyarazata, hogy az eltérés befolyasolta-e a
vizsgalati eredmeényeket.



Hosszutavu halas tesztek

96 oranal hosszabb tesztek

Az éeletciklus bizonyos reészein, vagy teljes
életcikluson keresztul tortenik

Tobb parameter vizsgalhato, komplexen
Alapjaiban hasonlit a rovidtavu tesztekhez

Nagyon alacsony tesztanyag koncentraciok
hasznalata

Nehez kivitelezhetoseg, nagy laborigeny
(nagyfoku kreativitas...)



Timeline Test Day # Organisms Endpoints
P Hatching Success 2010 par conpentratlon P hatching success
100 per replicate .
Day 0-7 : . Embryo time-to-hatch
50 per incubation cup
Month 1
P Larval Exposure 100 per concentration P survival
(Early Life-Stage) 50 per replicate Lengths
Day 7-35 25 per growth chamber
P survival
Time to maturity
Sex ratio
Month P Juvenile Exposure 100 per concentration Male, female length and weight
23 Day 35-90 50 per replicate GSlI
2° sex characteristics
Whole body homogenate biomarkers
Histopathology
Time to maturity
Sex ratio
P Reproduction Phase 32 maIes/ZO e o 2° sex characteristics
concentration oy
Day 90-104 Pre-spawn condition
16 males/10females per )
: Fecundity (eggs/female)
replicate L
Month 3 Fertilization success
Spawning behavior
Male, female length and weight
P Adult Termination T — GSI
Day 104 Whole body homogenate biomarkers
Histopathology
: 200 embryos per concentration F1 hatching success
Month 3 I Hatehing Suecess 100 per replicate Embryo time-to-hatch
Day 90-111 ) :
50 per incubation cup
F1 Larval Exposure 100 larval fish per concentration | F1 survival
Month 4 (Early Life-Stage) 50 per replicate Length

Day 97-139

25 per growth chamber




Timeline Test Day # Organisms Endpoints
F1 survival
Time to maturity
Sex ratio

F1 Juvenile Exposure

100 per concentration

Male, female length and weight

Mpntn 'S Bay 1eirs 50 per replicate GSI
2° sex characteristics
Whole body homogenate biomarkers
Histopathology
Time to maturity
: 32 males/20 females per Sex ratio
F1 Reproduction : 5 -
concentration 2° sex characteristics
Phase o
16 males/10females per Pre-spawn condition
Day 178-192 : )
replicate Fecundity (eggs/female)
Month 6 Fertilization success
Spawning behavior
Male, female length and weight
F1 Adult Termination Survivors GSI
Day 192 Whole body homogenate biomarkers
Histopathology
F2 Hatching Success 240 embryqs Per gonseniration F2 hatching success
100 per replicate :
Day 178-199 : : Embryo time-to-hatch
50 per incubation cup
Month 7

F2 Larval Exposure
(Early Life-Stage)
Day 206-227

100 larval fish per concentration
50 per replicate
25 per growth chamber

F2 survival
Length
Weight







lvari dimorfizmus (masodlagos
nemi jelleg)

FEMALE 1

. Males snout comes evenly to a rounded point, ferales snout comes to a small concave before coming
to a sharper rounded point than the males,
2. Males fins show small ‘spines’ and his body appears sort of ‘furry’
3. Body of male curves evenly inwards from widest point (4) behind the head, while femals body curves
slightly outward frorm the head, making widest point of body just behind the pectoral fins,




Petefészek, oogenezis

* A valddi csontoshalaknal (Teleostel) az
egyedfejlodes (ontogenezis) kezdeten az
lvarszervek, mas gerincesekhez
hasonloan, a gononephrotom
ventromedialis reszerol ventralis iranyban
megjeleno hosszanti kettozetbdl, a
genitalis redobol indulnak fejlddesnek.
Ebben a kettozetben helyezkednek el az
osivarsejtek



* A zebradanio petefeszke paros szerv, amit
a hasureg zar korbe. A petefészket az
ivarnyilassal a petevezeto koti ossze. A
kulonbozo fejlodesi allapotu follikulusok
véletlenszeruen helyezkednek el a
petetarto lemezeken.



* A petefejlodes egyes szakaszainak jellemzése, a
fejlodési stadiumok elkulonitése tobbféle
szempont alapjan lehetséges.

« AfObb oocyta fejlodesi stadiumok a legtobb
csontoshalnal azonosak. A fobb fejl6desi
allapotok: az oogoniumok mitotikus osztodasa és
atalakulasa els6rendl oocytava, a follikularis
sejtek megjeleneése, a kortikalis alveodlusok
kialakulasa (elhelyezkedése es alakja), a
vitellogenezis és az oocytak vegso erésenek
folyamata.



| stadium

Az elsbdleges novekedés fazisaban a follikulusok atmeréje 7-140 um kozotti. A
follikulusok atlatszoak, megfigyelhetéek bennik a sejtmagok. A sejtmag a

citoplazmahoz képest nagy, sokszor nehéz elkulonult citoplazmat tartalmazo
reszt megfigyelni.



|l stadium

A kortikalis alveolus stadiumban a follikulusok atméréje 0,14-0,34
mm kozotti. Ennek a stadiumnak a kezdetét a kortikalis alvedlusok
megjelenése jelzi az oocytan belll. Ahogy a follikulus mérete n6 és a
kortikalis alveolusok szama novekszik, az oocyta egyre opalosabba

valik, és a kozepen elhelyezked6 germinalis vezikulumot egyre
nehezebb megfigyelni.



l1l. stadium

« Avitellogenezis stadiumaban 0,34-0,69 mm atmerojlek a
follikulusok, és egyre opalosabba valnak, a germinalis vezikulum is
teljesen kivehetetlen lesz. Ebben a stadiumban az oocytak

elsOsorban a szikanyagok beépulese miatt latvanyos meretbeli
novekedésen mennek keresztul.



V. stadium

A maturacio stadiumaban Iévd follikulusok atmeérdje 0,69-0,73 mm. A
maturacio eldtti follikulus opalos és néha nehéz, de nem lehetetlen
megfigyelni benne a germinalis vezikulumot. strukturalis valtozasok mennek
végbe a szikben ebben a stadiumban: a szikszemcsek elveszik kristalyos
szerkezetuket és homogéenekkeé vallnak.



V stadium

* Az érett ikra 0,73-0,75 mm atmergjl, es attetszobb, mint
a IV stadiumban |év6 follikulusok. A kortikalis alvedlusok

retege az ikra kortexében talalhatoak, kozvetlenul a
szikszemcsek felett.



Petefejlodesi tipusok

* Az elsO csoportba az életuk soran csak egyszer ivo fajok
tartoznak. A petefészkukben az ivasi ciklus soran a
petesejtek azonos stadiumban vannak, fejlodésuk
egyideju.

A masodik csoportba azok a fajok tartoznak, melyek
petefészkeben két vagy tobb olyan oocyta csoport
talalhato, melyek fejlodesi fazisukban kulonboznek. Az
ikrasok fajtol es a kornyezeti feltételektol fuggéen
tobbszor is ivhatnak a szaporodasi idoszakon belul.

* A harmadik csoportba melyek petefejlodése
aszinkronizalt, a petefészek oocytai kiilonb6zo
fejlodesi fazisban vannak Az azonos fejlodesi
allapotu petesejtek nem képeznek jol
megkilonboztetheto csoportokat a petefészken
belil. A viszonylag hosszu szaporodasi idoszakon
beliil az ikrasok meghatarozott idokézonkent
ovulalnak és ivnak.



eléfordulas az osszes follikulus aranyaban (%)

Az kulonboz6 fejlédesi stadiumu follikulusok
reszaranya a petefeszekben
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ll. stadium

a szaporitas utan eltelt ido (het)
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Spermiunfejlodés, here

* A here a csontoshalaknal paros szery,
altalaban lebenyes felépitésu. A lebenykek
feszinén ulnek a Sertoli-féle dajkasejtek,
ezek koze beagyazva fejlédnek a
spermiumok.

* Egy-egy fejlodesnek induld 6si hs-bal
kialakulo utodsejtek es a Sertoli féle sejtek
egyutt cisztakat alkotnak. Felnyilnak ha
érett sperma van bennuk.



- Gomboly fej, elliptikus sejtmag
- Fej és farok kozott centridlum

- 2-10 darab mitokondrium
-Farok (flagellum)

- A tipusu spermatogoniumok.
Nagy meretlek, mindig egyesével
allnak,

- B tipusu spermatogonium,
csoportokba rendezddnek,
kisebbek

-Els6rend spermiocita, még 2n-
es, a cisztakban szinkronizaltan
fejlédnek

-Masodrendi spermatocita---
osztoédas--- haploid gombaolyU
spermida sejtek--- érés utan
sperma
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Anyal hatas biologiaja

A legtobb allatfajnal, kozvetlenul a termékenyulés utan, az embrio
genomijarol nincs aktiv transzkripcio az egyedfejl6dés korai
szakaszaban. Ebben a korai id6északban az embri¢ fejlédését az
anyabol szarmazo anyagok (a petesejtben jelenlévd RNS-ek,
fehérjék, és mitokondriumok) szabalyozzak, melyek az oogenezis
soran szintetizalédnak és halmozodnak fel a petesejtben.

Ezt a korai szakaszt koveti a midblasztula atmenet (MBT), amit a
hosszabb, nem szikronizalt sejtosztodasi ciklusok, €s a transzkripcio
kezdete Jellemeznek ez az idopont egybeesik a gasztrulauo
kezdetével. Az MBT-t egy bizonyos sejtmag-citoplazma arany inditja
be (nucleocytoplasmic ratio), haploid embrioknal kéesdbb,
tertaploidoknal hamarabb kezdddik.

Csontoshalaknal altalaban az elsd hét osztdédas torténik
szinkronizaltan. A hetedik osztodast kovet6en torténik az MBT, ami
fajonként valamelyest eltérhet. Zebradanioban a midblasztula
atmenet a tizedik osztodast kovetden torténik meg






Toxikologiai tesztekben felhasznalhato
mutatok (o0sszefoglalas)

GSI (gonadoszomatikus index)
Fekunditas (ikra/anya)
lvarsejt fejlodesi utem
lvareréshez szuksegs ido
Masodlagos nemi jelleg
lvararany (populacio)
Termekenyulés

lvas kozbeni viselkedés
Szovettani vizsgalatok
Hormonszint mereés
Stb...






Az Ivast kivalto tenyezoOk, ivasi
viselkedés

« Két ivar jelenlete

» KulsoO és belso optimalis vagy kozel
optimalis kornyezeti tenyezok jelenléete

» |lvas meghatarozott viselkedésmintazat
szerint, fajonként kulonbozik, de
tartalmazhat hasonlo6 elemeket
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Terulethasznalat, preferencia

 Felnétt halakhoz hasznalatos kisérleti medence

Top View of Preference Tank

Black Chamber White Chamber

Start Box

N 7

Doors to
chambers

transparent divider




Embriok
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ecialis életfolyamatokhoz kotott
viselkedesformak

Fig. 1. Air-breathing cvcle of Hoplosrernwm littorale: 1) ascent to the water surface; 2) in contact with the surface the fish
expands its oral cavity, inspiring air: 3) turning head down, with compression of the oral cavity pushing air into the intestine
and causing the expiration of old air from the anus (circle, continuous line): 4) return to bottom and release of small air bubbles

through the opercula (circle, dotted line). Arrows indicate the action of the buccal pump.



Csoportos viselkedes

* |deiglenes (pl
taplalkozaskor) vagy zart
tarsulasok (pl
bolcsOszaju halak
ivadekgondozas)

* Vizualis es kemiali
iIngerek
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Territorialis viselkedes

1. Male sees

2 Ny

female, begins zig-

zag dance

4

é%ﬁ:ﬂ\ K

3. Male leads

female to nest

Qe

2. Female displays
her swollen
abdomen

F T

4.Male prods
female, stimulating

egg-laying

Female stickleback:

" Actual colour & red reyish-green bod]r,
shape  bluish- %Is E\ft:ﬂl&n-gilvary belly

Swollen belly

characteristics ; ;

Reaction of males
to model Attack Court

Model




Menekulés, védekezes

Kovacs R. és mtsai 2007



Betegseggel kapcsolatos
viselkedesformak

Petike aranyhalanak mar megint hasmenése van...



Tanulas

Egyszeri

- fajtars- ragadozo

- veszélyhelyzetek

- Csalik

- Etet0 hasznalata
-(ember jelenléte...)
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A vizualis vizsgalatok szerepe a halembrio
toxikolégiaban

Csenki-Bakos Zsolt




Az elozo részek tartalmabol:

* Aviz, mint élettér és tesztkozeg (fizikai, kémiai,
toxikologiai/6kotoxikoldgiai stb. sajadtossagok)

* Toxikoldgiai alapfogalmak (hidrotox.)

* A legfontosabb vizi tesztszervezetek attekintése/ laboratdriumi
tartasuk

e Szabvanyositott toxikologiai vizsgalatok felépitése altalanossagban,
,Vizes expozicid” sajatossagai

e OECD 203; akut halteszt (AFT) (hogyan fogjunk hozza, mortalitas, mint
vizsgalati végpont)

* Ma pedig els6sorban halembridkkal fogunk foglalkozni...



Gerinces allatmodellek a laborban

Felhasznalas szerinti megoszlas: 80% egér/patkany; 10% zebradanid; 10%-egyéb (kutya, tm, nyul, béka stb...)




Gerinces allatmodellek a laborban

Felhasznalas szerinti megoszlas: 80% egér/patkany; 10% zebradanio; 10%-egyéb (kutya, tm, nyul, béka stb...)




Hogyan ,uszott a képbe” a zebradanio embrié?

Kifogytunk a laboregerekbdl...

 EmI6s modellek (egér, \ —yKovacs ur! Vegye fel ezt a sapkat
patka'ny, nyul stb_) és legyen szives jojjon veliink.,

3R stratégia
elterjedése

 Szigorodo allatvédelmi
torvények

* High-throughput
stratégiak alkalmazasa

e Szukség volt és van
alternativ modellekre

©C OngmdlAm st
Reproduction rnights obtainable from
www.CartoonStock’com




Alternativ modellek

Sejt- és
In silico modellezés szOvettenyészetek
C. elegans Halembridk

(zd.)




Fenotipusos elvaltozasok keresésének lehetéségei

/4 [ I 4
Zebrada nion TUNETERTELMEZO ADULT ZEBRADANIOKHOZ
A hal ,tinetszegény” modell.
Adult halak esetében ez altalaban igaz—> szervi mérgezett | nem mérgezett | unatkozik

elvaltozasok megfigyelése csak boncolas utan (kivéve
néhany pigmentmutans vonal pl.: Casper)

Az embridkban in vivo is van lehet6ség erre, mert
ex utero az egyedfejlédésiik | hisztis
az ikrahéj atlatszé és nem ragadods

az embridk/larvak teste transzparens

Emberben is van tunetszegeny
.de azért nem ez az altalanos

GG

Boldog | Stomord_| ressélyes | Magnyos |

OO0

[ Vidim | Keteleds

Van aki az embridkra is ezt mondja...

OO0
6 6a s 6



A fenotipus vizsgalat erre a jatékra hasonlit:
Keresd a két kiilonbséget a két kép kozott...

cosmopolitan.hu

... a nehezités csak annyi, hogy senki nem mondja meg el6ére mennyi kiilonbség lesz.




A zebradanio embridk egyedfejlodésének atlasza
a sorvezetonk”

pecegeecesee
(‘"CCCC(‘OOOﬁOC
CLCOOOOthq
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lkra (embrid) valogatas

Csontoshalaknal altalaban az els6 7 osztddas szinkronizaltan zajlik a termékenyulés utan
(zd: els6 10 osztédas) - a sejtek egyforma méretliek (és az el6z6 osztodashoz képest kb.
feleakkordk). Ez a tampont a valogatasban. (osztédasok 20-25 percenként 25,5 °C-on (zd.))

Termékenydlt ikra 2 sejtes allapot 4 sejtes allapot 8 sejtes allapot 16 sejtes allapot 32 sejtes allapot
(1 sejt)

Koagulaltikra  Nem termékenyiilt ikra Hibas sejtosztédasok




Vad tipusu (AB) zebradanidk egyedfejlodése az els6 négy napban

24 6réaval a termékenyiilés utan (ikrahéjban/dekorionalva) 72 6raval a termékenylilés utan (kelés)




5 napos normal fejlédési, vad tipusu (AB) zebradanio

G SZE

Roviditések:

Felsd sor: FA: fels6 alkapocs; EA: elBagy, KA: kdzépagy; UA: utdagy, G: gerinchur; SZE: szelvények; F. farok
Kézépen: SZ: szem; BF: belsd fiil (otolit zsakocska); UH: Uszéhdlyag

Alsé sor: AA: alsé alkapocs; Ki: kopoltyu ivek; SZ: sziv; M: mdj; B: bélcsatorna; USZ: Uszdszegély

(fenotipusa: a szaj mar kinyilt, illetve megfigyelhet6 az uszéhdlyag)



OECD No. 236: Fish Embryo Acute Toxicity (FET) Test (2013)

Cél: Egy vegyi anyag LC50 értékeinek meghatarozasa 96 6ras
expozicié alatt (naponta) Az embrid akkor tekinthet6 pusztultnak, ha az alabbi
Bedllitds: 5 koncentracié + kontrollok, +kontroll: 4 mg/| 3,4- kritériumokbol legalabb egy teljesul:
dichloroaniline (hatarérték keres6 teszt; limit teszt (100mg/l))
Egyedszam: 20 embrid/konc., egyedileg elhelyezve

Végpont: Pusztulas, amit vizualis vizsgalattal hatarozunk meg,

Expozicios id6
24 6ra 48 6ra 72 6ra 96 o6ra

egyéb fenotipusos elvaltozasok meghatarozasa nem kotelezé. Koagu‘lalllt e.n,1br|o s s + +
Validitds: mint az AFT-nél + pozitiv kontrollnal min. 30% Szomitak hla,nya ot + + +
pusztulas (96h) Farok nem valik el a szikt6l — + + + +

Szivverés hianya + + +

Koagulalt embrid Szomitak hianya Farokelvalas hianya Embrid szivveréssel



A fenotipusos elvaltozasok értekelése

Zearalenon (mikotoxin) kezelés
okozta elvaltozasok

—C2
“* NDE
2000 pg/! &% F
= a BS
™
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750 pg/l & ;-\_;t_-uu —
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A fenotipusosan megjelend tiinetek a vizsgalt anyag hatdsainak pontosabb
megismerését, felmérését teszik lehetdve.

A fenotipusos vizsgalatot (tinetelést) ugyanugy kell végezni, mint ahogy a
letalitast vizsgaljuk. Minden koncentracid, minden ismétlésének, minden
egyedét megvizsgaljuk egymas utan (a kontrollal kezdve) és minden észrevett
tlinetet lejegyziink.

Az egyes tlinetekre/tlinetcsoportokra (vizsgalati végpont) dézis-hatas
elemzéseket csindlhatunk (hasonldan, mint a pusztulas elemzésénél) és EC
értékeket szamolhatunk rajuk (effective concentratio (hatasos koncentracio)).
Azt, hogy egy elvaltozas specifikus, vagy nem specifikus az adott tesztanyagra a
Specificitasi Rata (Specificity ratio — SR) adja meg nekunk.

_ LCSOExperimentélis
EC50

SR

Végpont

Ha az SR=1 - nem specifikus valasz

Ha az SR > 2 - specifikus valasz



* A legtobb esetben tobb tiinettel is szamolhatunk egy embridn.

* Egy tlinetegylttes (,,fenotipus mintazat”) megfigyelése alkalmas lehet
a tesztelt vegyulet molekularis hatasmechanizmusanak a
felderitésére is (informacids forras pl.: zfin.org).



@ ZFIN The Zebrafish Information Network — Mozilla Firefox

Fajl Szerkesztés Nézet El6zmények Konyvjelzok Eszkozok Sigo

E] & ZFIN The Zebrafish Information X =+

¢ C ® QO 8 https://zfin.org %y Q zfinorg Y @ &) =

9 Tajékoztatas a GMO-e... I: ScholarOne Manuscripts [ Mas konyvjelzék

;’\
¢ QZFIN Research Genomics Resources Community  Support Sign In
v v . 4 v v

Search expert curated zebrafish data

Phenotype ~

Genes Expression About ZEIN

Search for genes, transcripts, clones, > Search for gene expression data, and

and other markers annotated images The Zebrafish Information Network (ZFIN) is the database of
genetic and genomic data for the zebrafish (Danio rerio) as a
model organism. ZFIN provides a wide array of expertly curated,
organized and cross-referenced zebrafish research data.

Mutants/Tg Antibodies Learn More

Search for mutants, knockdowns, > Search for antibodies by gene, labeled >

transgenics, and affected phenotypes anatomy, and other attributes

Your Input Welcome



* A legtobb esetben tobb tinettel is szamolhatunk egy embrion.

* Egy tunetegylttes megfigyelése alkalmas lehet a tesztelt vegytlet
molekularis hatdsmechanizmusanak a felderitésére is.

ﬁ_‘\\\'BS
™ o ,Heart and soul” fenotipus = atipikus protein-kinaz C
,,f,/ (aPKC) gén m(ikodése valtozik (epithelidlis szovetek
/'-‘ v kialakulasa és szervfejl6dés)
. 9YE
PE‘

Nagyon ritkan akar egyetlen elvaltozas is

utalhat egy vegylletcsoportra:
Osztrogénhatdsu vegyiiletek hatasara gyakran
zarodik az embridn korbefutd pigmentsav a
farokuszo tovénél. Normal esetben nyitva marad.




Forditva is igaz: a génexpresszios valtozasok alatamasztasara is

alkalmas lehet a fenotipusos vizsgalat

A fenotipusok akar ,készithet6ek” is.

(EBA: 4-etil-benzaldehid, az ibuprofen egyik bomlasterméke, ill. mandula

aromaként hasznaljak)

ercc6l
ttk
ndc80
cdca8
pli1
fbxoS
mad211
cenbl
esco2
nusapl
cde20
MIS12
ckslb
cenb2

cdca7a

ctrl. 1.6 3.2 6.4 12.8 25.6

EBA (mg/l)

normalized signalintensity

Cluster

1

Cluster

5

Cluster

3

Top S biological
functions
response to light stimulus
response to radiation
DNA repair
response to DNA damage
stimulus

cellular response to stress
cell division

cell cycle

M phase

cell cycle phase

cell cycle process

response to bacterium
response to organic substance
immune response

cellular amino acid derivative
metabolic process

response to inorganic substance

p-
value

1,38E-06
4,38E-06
1,11E-05

0,008128
0,014503

0,04253

0,048799

ERA ety

Bencsik 2019



EREDMENYEK standard to\thnssl,*

zebradanié larvak flufenacet expoziciot kovetden, az embrionalis fejlodés végén

Szoftveres kiértékelés

DMSO 0.2 04 0.8 1.6
flufenacet (mg/l)
larvalis bélhossz
=

flufenacet (mg/l)

0
DMSO 0.2 04 08 1.6
flufenacet (mg/l)

tiszoholyag teriilete 0.4 5 horizontilis szematméré vertikalis szematmérd

* Ivanovics et al 2024.

* Fénykép alapjan torténd kiértékelést is lehetbvé tesz.
0 .- 7 7 ’ 7”7 s
DMSO 02 04 08 L6 DMSOOZ04 08 L6 DO 04 08 L6 * Nagyon pontos kiértékelést tesz lehetéveé.
0.15 fej dorsalis teriilete 0.15 garat régio teriilete ® Nagyrészt kikuszbbéli aZ emberi ténye26b6| ered6 SZU bJEktiVitéSt.

* %

0.10

* Nagy a munkaigénye (fényképezés+ kiértékelés).

DMSO 0.2 04 0.8 1.6 ¥ Dm0 02 04 0B 16 . . B
flufenacet (mg/I flufenacet (mg/l https ://l magej . net/IJ/
A flufenacet egy széles korben, nagy mennyiségben alkalmazott

gyomirto vegyiilet, amely a per- és polifluoroalkilok (PFAS)
csoportjaba tartozik.




Automatizalt Képalkoto Robot

(Automated Imaging Robot — Life Science Methods)

» movavi



Fishinspector 1.7 (UFZ)

elfogulatlan értékelés

Gépi tanulason (Deep Learning) alapulé miikodes,
mely altal a pontossag és a precizitas a hasznalat
idejevel aranyosan novekszik.

2D felvételeken képes az egyes testrészeket
automatikusan felismerni.

A képkoordinatak alapjan 74 kilénb6z6 morfoldgiai
végpont kertl kiszamitasra (50 lateralis és 24
dorzalis)

2024-t6l nyilt forraskddd, ingyenesen elérhet6
szoftver:
https://codebase.helmholtz.cloud/ufz/tb3-
cite/biotox/FishInspector

Notochord_net Otolith2_net Pigmentation_net  Swimbladder_net

Eye1DV_net Eye2DV_net
v

@




Legyen LATHATO a lathatatlan
- Transzgenikus vonalak-

GFP-derived mRFP1-derived Evolved by SHM
AL e g NG

4 N P SN
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Kiilénbdz6 szind fluoreszcens fehérjék (ZIMMER 2010)




Pe

Er: Fli-1 (Friend leukemia integration site-1)
(GFP: zold) (Lawson és Weinstein 2002)
| .

e |
| - ";_ l
|\ |

.\ l

Vvsejt: GATA-1 (globin transcription factor-1)
(DsRed, piros) (Yaqoob et al., 2009)

dak a toxikologiai teruletén is felhasznalhato tg-s zebradanio vonalakra

Maj: fapb1 (Fatty Acid-Binding Protein 1) (Venus: sarga)
Yan et al. 2023




Példak a tg-s zebradanio vonalak segitségével megfigyelhetd elvaltozasokra

wtl zebradanio embrio (vese) mikotoxinok okozta elvéaltozasok wt1:GFP zd.-kban (vese)
OTA OTB OTC CIT DHC

-

Control OTA+OTB OTA+ OTC OTA+CIT OTA+DHC

GATA (vvs) Kezelt Fli GATA




Multicolor ill. tobbszoros transzgenikus zd. vonalak

Része lehet a 3R stratégianak - Egyedszam
csokkentés!
Gyorsabb, olcsobb vizsgalat B

Ezek ellenére, nem tul sok ilyen vonal van.

Hasnyalmirigy (pancreas) alfa és béta sejtek dupla transzgenikus
zebradanidban (Jia et al. 2021)



Transzgenikus biomarker vonalak

Biomarker/Bioldgiai marker: A bioldgiai rendszerekben tortént valtozasok vagy események indikatora. A biomarker egy
molekularis, sejtes vagy biokémiai valtozas, amely pontosan és megismételhet6en mérhetd, és felhasznalhatd pl.:
fiziolégiai és patogén folyamatok vagy farmakoldgiai beavatkozasokra adott valaszok azonositasara és nyomon

kovetésére.

Kornyezeti mintak xenoosztrogén vizsgalatanak nehézségei

* Tobb szaz molekula rendelkezik hormonhdaztartdst
megzavard  hatdssal (EDCs-  Endocrine-disrupting
chemicals)

* A zOmik 6sztrogénhatdsu vegyiilet (tobb, mint 600)

* A vegylletek szerkezeti valtozatossaga miatt kiilonb6z6
analitikai modszerek sziikségesek a kimutatasukhoz

* Kornyezeti mintakban keverékek formajaban vannak jelen
a vegyluletek

* A hatas oldalrdl torténé megkozelités egyfajta megoldast
jelenthet a problémara—> transzgenikus biomarker
modellek haszndlata

hulladéklerakdk (1), szennyviztisztitd telepek (2), ipari
tevékenység (3), haztartasok és korhazak elfolyd vize (4),
allattarto telepek (5) szantéfoldek, gabonatarolok(6)

Kép: Csepeli

Andrea



A tg(vtgl: mCherry) 6sztrogén hatast kimutato
transzgenikus bioszenzor zebradanié vonal eléallitasa

Vitellogenin (vtg) (szik el6anyaga) — Osztrogérrfégs KifejezOdése
Egy élettanifofyymredi fekaisk lathatova

Tg konstrukcid készitése

Kontroll 100ng/I E2

vtgl promoéter mCherry

Tol 2—GHE»————————afiBy——afiB———afiB>— 101 2-

A vonal elkésziilte utan még maddszerfejlesztések és validalasok sziikségesek



Az alap kezelési és értékelési protokoll kidolgozasa

1. Hol varjuk a jelet a majban? 2. Mikor és hogyan jelenik meg a fluoreszcens jel?

mCherry
1 dpf

vtgl (WISH) fabp1 (WISH) Tao és Peng,

5 napos korban csak a baPdldali majlebeny termel vitellogenint:
Az embridt a jobb oldaldra fektetve kell fényképezni

2 dpf
3 dpf

4 dpf R
5 dpf fe

A maj 3 napos korban kezd fejlédni, a jel is
ekkor jelenik meg: Nem kell feltétleniil a
termékenyiilés utdan kézvetlen elkezdeni a
kezelést. Erdemes 5 napos korig kezelni.

3. Van-e egyedei kilonbség az érzékenységben?

1 2 3 4
» A : 1.-

vigl vigl vigl
WISH WISH WISH

mCherry

g
WISH

mCherry mCherry mCherry

A vitellogenin és a fluoreszcens jel azonos terlileten, de a vtg
kifejez6dés mértéke és az érintett teriilet az embridkban kiilonboz6:
Magasabb embrio- és ismétlésszamot kell haszndlni.

Bakos et al. 2019



A fluoreszcens jel kiértékelése (Imagel)

1. Fénymikroszkdpos (BF) és flureszcens
(mCherry) felvételek készitése minden
embriordl, pontosan ugyanazokkal a
beallitasokkal.

2. Afluoreszcens felvételek megnyitasa az Image)
programmal

3. A félvétel szétbontasa RGB csatornak szerint
(Image/Colors/Split Channels).

4. Az R(ed) csatornan a maj pontos kijel6lése
(Oval)

5. Integralt Denzitas (IntDeg; ID) érték
meghatdrozasa a szoftverrel (Analyse/Measure)

6. A felugrd tablazatban az IntDen oszlopban
jelenik meg az értek. . e S, N

7. Addig folytatni az értékelést, mig minden Csenki et al. 2020
embridra el nem késziil, majd statisztikai
madszerekkel elemezni az eredményeket.

Integralt Denzitds: A vilagito terilet nagysagdbdl és a vilagitas intenzitasdbdl szarmaztatott érték.




Tesztelés referenciavegyililetekkel

17-R-0sztradiol 17-a-etinil-0sztradiol

0lpgl  625ug1 125ug]  25ugl  S0pgl  100pgl  200ugl

6.25ng1 12.50g1 25ngl 50ng/1 100ngl  200ng 500ng/l 1000ng1

100 3 }
gt
i ¢

Szennyviz- | b'ze'unﬁ'xz—'
tisztitd teleprél

elfoly6 vizben

0,1 -4,3 ng/))

tisztito teleprdl
elfoly6 vizben
(0,02- 0,15 ug/1)
Y

N
o —

ECs,= 30,46 ng/1 EE2 koncentré

M1 ~entrAcid
ECsy= 8,304 g/l E2 koncentréacio (ug/l)

Biszfenol-A

0.625mgl  1,25mgl 2.5mgl 4mg/l Smg/l 6mg] Smgl 10mg 10pgl 50ug/l 100ugl  250ugl 500pg

150

denzitas

i
¥

Szenny Szennyviz-

integralt denzitas

tisztité teleprdl tisztit6 teleprél
elfolyé vizben

(0,001 - 0,22
ug/D

elfolyé vizben
<05 mg/l)
vy

N

ZEA koncentrécio (ng/l)

ECs0=2,601 mg/I BPA koncentracié (mg/l)




Valoban hasznalhato kornyezeti mintakon?

* 5 szennyviz minta (pelyhes, eleveniszapot is tartalmazo fazis)
* Vizsgalat a tg vonallal és 6sztrogénhatast kimutaté élesztével (BLYES)- validalas
 Osztrogénhatds mindkét mddszerrel 1 mintaban

400000 10 -
300000

2 200000
)
| i N
0
25

37,5 50 25 37,5 50 100
Higitas (szennyviz %) Higitas (szennyviz %)

Biolumineszcencia

Integralt denzitas %

O N B O
|

Bakos et al. 2019



Mi a helyzet kifejlett korban a vizualis vizsgalatokkal?

tg(vtg1: mCherry) adult egyedek
Kontroll 100 ng/l E2 5 ng/l E2

mCherry

BF +
mCherry

Az adult himek kb. 10x érzékenyebbek az 6sztrogénhatasu anyagokra, mint az embriodk.



Pigmentmutans zebradanié vonalak

roy*;nacre’-(casper) G0

http://faculty.washington.edu/dparichy/pigment-pattern.html

White et al. 2008



Szervi elvaltozasok nyomon kovetése 0sztrogén kezelések hatasara

Vizsgalat menete:

« Adult tejes példanyok kronikus
kitettsége (4 het) 100 ng/I EE2

vegyuletnek

» Minden héten fenymikroszképos

fenyképezeés és fluroeszcens fotdzas

R | T Pikkelyborzoltsag, a bér
Germcgorbules‘ l szinének fakulasa
, A kopoltyu vérrel telitetlen




Osszefoglalds

A vizualisan megfigyelhet6 (fenotipusos) értékelések a vizsgalt anyag
hatasainak részletes feltérképezését teszik lehetbveé.

e A zebraddnid embridok/larvak  alkalmasabbak ezekhez a
vizsgalatokhoz, mint az id6sebb egyedek.

* A transzgenikus vonalak segitséget nydjtanak a vizualis
vizsgalatokhoz.

* A hatasoldalrél vizsgalo, biomarker transzgenikus vonalak
el6allitasaban és alkalmazasaban nagy lehetdségek rejlenek.



Dr. Csenki-Bakos Zsolt
MATE Kornyezettoxikologia Tanszék
Csenki-Bakos.Zsolt.Imre@uni-mate.hu



Allatbiotechnoldgia

- ahogyan azt nagyon sokan elképzelik-

TRANSZGENIKUS ALLATOK

EPIGENETIKA
CSODAGYOGYSZEREK




s o J

... €s amilyen valdjaban:

Tényleg vannak izgalmas, kicsit misztikus , high science” teriletek:

Kldnozas

Epigenetika
Személyre szabott gyogyaszat
Stb...

De vannak a mindennapjainkat is érint6 teruletei:
Toxikologia
Transzgenikus allat el6allitas

Természetvédelem
Allattenyésztés
Stb...




Klonozas

A leghiresebb klon: Boba Fett
Google: 95 000 000 talalat (0,65 masodperc)

...szegény Dolly csak a masodik
Google: 21 400 000 talalat (0,54 masodperc)
5 July 1996 Roslin Institute, Edinburgh, Scotland




Adonor cell is taken from
a sheep's udder. Donor

), Nucleus

& \
Egg Cell ? Ty
G /The'nucleus of the @

eqq cell is removed. -
An eng cell is taken

These two cells are fused
using an electric shock.

W

L —
Cloned Lamb]‘ﬂ}
The embryo

develops normally
into a lamb—Dolly

El6nyok:

-Ertékes allitok gyors elszaporitasa
- Allatnemesités gyorsitasa
-Veszélyeztetett fajok megmentése
(naitt jon a képbe a Mamut...)

- Alapkutatasi célok

from an adult
female sheep.

The fused cell
hegins dividing
normally.

=" Embryo
The embryo is placed
in the uterus of a foster

mother.

Hatranyok:

-Draga

-Bonyolult

-Alacsony hatékonysag

- Magzati/ujszulott rendellenességek
- Genetikai Ujraprogramozas???



Prof. Dr. Dinnyés Andras és csoportja MBK

2007 Tapsilla (masfél évesen)



EPIGENETIKA az uj ,,celeb”

Az epigenetikai modositasok képezik a hidat a kornyezeti faktorok és az altaluk
kivaltott fenotipusos valtozasok kozott

Environmental factors
1 : |
C Environmental toxins | Diet | Stress | Exercise | Smoking | Alcohol | Drugs | Pathogens | Weather

l Signaling pathways? microRMNA?

(DD R
L g
ou e

~ | 7

| (eRarge nPhenotvpe | 1

2

Develop nd aging

Tammen at al., Molecular Aspects of Medicine, 2013



A DNS metilacid alkalmazasa betegség biomarkerként

a Dizeasze diagnosis Patient with cancer ¢ Therapy responze

Malignant tizzue Benign tiszue Poor rezponze Oood response
[ _

il mﬁlm..,n m

\

\ A
Patient semple
\\\ ," d Tumour type identification from cancer of
b Disease prognosis | = Biopay L’ unknown primery origin
Short-term survival Long-term survival S| = Selive . Colon Lung Breast Kidney Liver Skin Brain
— : x * Stool :
| —p— ———p— — 'I » Urine
i AT ‘ T l [ 1 » Cancers of
\ r ' unknown
primery origin




MiRNS-ek alkalmazasa a tumor diagnosztikaban és

terapiaban
e ARA mir-91,
mir-211 mir-103/1071,
, -211, ir-10b1,
mRNS lebontas mir-17-921, mir 211,
mir-34) mir-200]
MIRNS 7
mir-211, )
mir-15-16, mir-2107,
mir-34 mir-17-921
MG i A AAA

fehérje szintézis
gatlasa

— l

| r =3 .
|’ . Be Wh wde®™" - -
“" '”: . :_ i e | I 3 - o p e
A Ui b, i {Fia i By
RS s s it e ": M o “v“
il CLRLARE L . | T ¥ W datd et . -
. :
T i iy
701 gl A |
| A Tens - il S T

tumor diagnosztika

[=)

fontos szabalyozo szerep a
tumorok kialakulasa soran

b

©
! OO
I

|
4 4

tumor terapia



MiRNS-ek alkalmazasa a toxikoldgiaban

Kombindlt mikotoxinkezelések hatdsa a miR-731 miRNS expresszidjdra és a
vese fejlédésére Tg(wtl:GFP) embridkban

Génexpresszios valtozas alatamasztasa fenotipussal
Oehiretoxin (OTA] —> vad tipusu vonalon ez nem lenne megfigyelhetd

40~

miR-731 | W o OTA OTB OTC cIT DHC

304

PRLRa | 1. 5

204 p-STA115 l ﬁ;AKT 1

Renal defects

Relativ miRNS-731 expresszio

104

o;m;

KONTROLL OTA CIT Dl'lc OTA+OTB OTA+OTC OTAlOCIT OTA:DHC
Mikotoxinok Control OTA+OTB OTA+ OTC OTA+CIT OTA+DHC

[Expozicio | Koexpozici6 |
OTA: 0,23 p.M 0,23 pM OTA + CIT: 3,125 pM

A miR 731- vizhaztartast,

s s , , OTB: 2,58 pM 0,23 puM OTA + DHC: 3,125 uM . . .
o oot e _ artoreket ol
, . OTC: 0,055 nM 0,23 uM OTA + OTB: 2,58 uM 4
utvonlon keresztil hat. : - = markereket eml@sre

(Wu et al. 2016) CIT: 3,125 pM 0,23 uM OTA + OTC: 0,055 nM halon!

Lehet?
Ilgen ©



Syemélyre szabott gyigydszar
- Avatarn modellets-
A moddszer lényege, hogy rdkbeteg pdciensek tumordbdl izolalt
sejteket iltetnek be egér/patkany egyedekbe. Miutdn a tumor

kialakult benniik, kikisérletezhetik rdjuk a legmegfeleldbb gydgyitdsi
mddszert. A médszer mlkaodik, azonban igen kéltséges és idGigényes.

Personalized cancer

treatment
: ﬁ
reatment se
i0gIC studies
iomarker discover
'@l tual ban
. S-S 4L ) nl
| Avatar model generation | -
Testing drugs
in avatar
Cancer
patient

Cancer genome analysis platform

and nocenal samples
Generate Sbranes for

Purity DNA from tumor
Fex]-Generaton sequencing
,‘(\\
Caphare rogions of interest ‘?
Next-generason a
OxpeVC saquencng
Datact saquerce alerations
Identity tumor-spectic mutaticns
folevance
$
9res and patiadys

Identifying
Whole-exome sequencing targets

copy-number variation




© 20th Century Fox

Gyorsabb kiértékelés
Olcsobb vizsgdlati alany
Nagyobb mennyiségli tesztelési lehetdség

5 napos kor elétt gyakorlatilag nincs immunrendszere a
halaknak

Allatvédelmi t6rvények nem szabdlyozzdk

Human sejtek --- Zebradanio sejtek hmérsékletigénye
eltérd - ez a probléma jelenleg még megolddsra var




Daganatos betegségek modellezése

a Adult transplants b Embryo transplants
—
Donor: zebrafish tumour
S o, Donor: human
o<> — fluorescent
=7 /| cancer cells

Recipient: irradiated
casper or wild type

Wild-type recipient:
1-4-day-old zebrafish
embryos prior to

a immune development

. WO~ o,

f‘%m 2
A

1 Readout: growth or l Readout: growth or dissemination

dissemination and metastasis
5 11/ B B
AN
4 — 3 p "\\
Local engraftment o / = } u /
\ (

Single metastasis

~200 cells VW e ; W ) € 2 \
£, W\ e

Nature Reviews | Cancer

(White et al, 2013 Nat Rev Cancer)



AWatmodellch a laborban

- és ami mogotte van-

Emlds modellek (egér,
5y

patkdny, nydl st
3R stratégia
elterjedese

Szigorodd

alla yedelmi
torvenyek
High-throughput
stratégidk
alkalmazasa

Sziikség volt és van
alternativ modellekre

2 Kifogytunk zﬁgboregérekbél...
~Kovacs ur! Vegye fel ezt a sapka
és legyen szives jojjon velunk.

Reproduction rights obtainable froE'n
www, CartoonStock™com




Alternativ modellek

Sejt- és
szovettenyészetek

In silico modellezés Halembridk

==




Danio rerio

(Cypriniformes) . :
Oryzias latipes

(Beloniformes)

Tetraodon nigroviridis
Takifugu rubripes

(Tetraodontiformes ) Development. 2004



Wicnt pout a sebraddnio?

-Népszerd akvdriumi diszhal
-Békés természet

-Konnyen tarthatd, szaporithaté
< el -Ivari dimorfizmus

fo

A\




Streisinger Gyorgy




Zebradanio, mint modell

* kis méret (~ 3-5 cm)
* rovid generacios id6 (~ 3 hdnap)

* nagy mennyiségu ivartermék (100-150
ikraszem/anya/hét)

* ex utero embridfejl6édés

» gének, receptorok, molekularis és élettani
mechanizmusok—> eml&sdkével (szinte) egyezik

* konny( és olcso kisérleti technikak
* teljes genom informacié

* teljes életciklus a vizben—> hidrotoxikologia,
kornyezeti kockazatbecslés




Zebraddais: a tudomdnyss . maltiteol”

okotoxikologia

szaporg

BEAR GRYLLS

S

feJIodesblologla

Stb...

tas
ran
gia



A laboratoriumi modellek 0sszehasonlitdsa

Toxikoldgiai vizsgalatok megoszlasa: 80% egér/patkany; 10% zebradanido 10%-egyéb (kutya, tm, nyul, béka stb...)

Homolog gének (70% az emberi génekkel)
Az emberi betegséghez kapcsolt gének 82%-anak van legalabb 1 ortolégja zd-ban

e ) —
Tartasi koltségek SSS $SS
Toxikoldgiai vizsgalatok +4+++ +++
Transzgenikus és mutans vonalak +++ ++ 4+
Célzott génmodositas + ++++ +
Transient in vivo assay ++++ + +

Alkalmassag atfogo screening
vizsgalatokra ++ + +



Fenotipusos elvdltozdsok keresésének lehetdségei
Zeb r'C(d (in | 6 n UNETERTELMEZO ADULT ZEBRADANIOKHOZ

 Anhal ,tinetszegény” modell.-Adult halak esetében
ez altalaban igaz, az embridk vizsgalata ebbdl a
szempontbdl el6nyosebb.

e Vad tipusu és transzgenikus embridkat is
hasznalhatunk a vizsgalatokhoz.

* A fenotipus vizsgalat erre a jatékra hasonlit:
Keresd a két kiilonbséget a két kép kozott...

... a hehezités csak annyi, hogy senki nem mondja meg el6re mennyi kiilénbség lesz. | Rémilt_| Bustke




.A sorvezeté"- A zebraddniéo embriok egyedfejlédése

@ece

Fermlzed Two cells

Four colls Eghtcels  Sbdcencells  Thiety two

cececd

Doene 307 epiboly 50°% epdoly

High stage High to obiong

Yansaon

Gem ning Shiedd TO% epiboly - 75% epiboly

2-somite

& a " 3 L » 1
D ;' :
; : ‘ }
4-50mtes S-somitas 13-s0mites 15-30miles 17-80Mmites -
20-somitos 25-somites
- |
N 3 24 by 28 b 33 he Whe
%/
5 From: Kimmel et al. Stages of embryonic development of the zebrafish
A7 Dev. Dyn, 203:253-310, 1995
R
i @
| i
]
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e Gene loss of function
e Gain of function

‘A zebraddnié, mint kutatdsi modell”

hasznadlata

 Manipulaciés-moddositasi technikak- mutagenezis

2 dpf

2 dpf

5 dpf

A vizsgalt gén loss-of-function fenotipusa, knock down (funkcidvesztés) tesztelés- morpholino injektalassal

S T ]
i ,—--.:;E--\_“';L}-,rﬂ"
-

100uM MO

. Mutagenezis
©OAnita Racz / g \
B (\Q > 2__ i)
PO = X T"(_
z .% 5 \ b
A B x -
Z = = —=
.‘S;NT\/ +[+ w MT  +/m*
£ -
= (\ @) a® =
Zz E L 2
n e e
< — @ & ajA.—_: 50% +/m*
Z % ] = <7 :»-; E—rE —
V) -
Z = \ —
% he(erozlgola hordozék keresziezese/_r
+/m* * +/m*
Ve ~N/ — R - PO
TN . 4 )
25% +/+ 50% +/m* 25% m*/m*
normal fenotipus normal fenotipus muténs fenotipus

A mutagenezissel véletlenszer(i vagy specifikus
mutacidk indukalhatdéak, amelyek stabil és 6rokl6d6
mutacids valtozdsokat okoznak (lehet vizsgalni a
hatterét..)



Klasszikus toxikoldgia
-Vizes expozicio-

Citosztatikumok okozta elvaltozdsok

A szabdlytalan pigmentdcio az
6sztrogénhatdsu anyagok jellemzéje

B e S A s W s

e = =

Heart and soul fenotipus
Zearalenon (gombatoxin)




Ha nincs .. fenotipus”, akkor
csindljunk...

‘.\ moedanciag of
ol Sa
rega T aSon

Az EBA: ctmizon
- Viztisztitasi melléktermék o
- lbuprofen bomlasi termék
- Aromaanyag

Génexpresszios valtozas alatdmasztasa fenotipusos vizsgalattal

SGOL1 Cluster Top 5 biological p-
e ’ functions value
nuf2 X .
azcotl response to light stimulus 1,38E-06
ttk response to radiation 4,38E-06
nde80 Cluster pny repair
cdca8 1 response to DNA damage -
plkl stimulus %
fbxoS cellular response to stress 8
-
mad2ll cell division - EERATMSLILT AT Y -
- X2 ————
coakl Clust cell cycle 5,14E-10
3 .
i MSIEL phiase 1,37E-07
nusapl 2
cell cycle phase 1,79E-07
cde20
MISI2 cell cycle process 1,16E-06
ckslb response to bacterium 0,00523
cenb2 response to organic substance 0,008128
cica7a [ Cluster immune response 0,014503 e
ctrl. 16 32 64 128256 P e ’
3 cellular amino acid derivative 0.04253
EBA (mg/l) metabolic process R
normalized signal intensity response to inorganic substance  0,048799
- -
-~ 4 s 3 s 2 4




Legyen LATHATO a ldthatatlan
- Transzgenikus vonalak-

Torz [T 6D Toi2 | | +

Plazmid DNS

w mikroinjektalds —
—
- - T

FO0 alapito egyed, mozaikos expresszié

I
e 3 e x o i
Z %v 3 w _,:g:;;»g,—; —-

GFP fehérje modellje —
GFP-derived mRFP1-derived Evolved by SHM .
I A X F1valogatas/
Exc. 380 433452 488 516 487504 540 548 554 568 574 587 595 596 605 590 nm klkeresztezes

Em. 440 475505 509 529 sarse2 553 562 581 585 596 610 620 625 636 648 nm

B o\ e x

?/%v

~50% WT -/- ~50%Tg +/- belkeresztezés

vry ' ' ' ' A o

-50%Tg+/-
04 e = ~25%Tg +/+

© Anita Racz

F3 - stabil Tg vonal

(ZIMMER 2010)

ojewo p}
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Kilonb6z6 szind fluoreszcens fehérjék



Toxikoldgidban ..is" haszndlatos transzgenikus zebraddnié vonalak

- Multicolor TG zebradanio vonalak

A - Egyedszam csékkentés!-
GFP YFP mCherry
Fli-1 (Friend leukemia integration site-1) - 1( _— <
(GFP: green) l
- ~
-%<
.
GATA-1 (globin transcription factor-1) /
(DsRed, red)
%<
-

Neurogenin (GFP=Green)



Vitellogenin
promoter

prométer

Vitellogenin Fluorescens fehérje

(mCherry)

vtgl promoter mCherry

“Tol 2—@iiBB

Fluorescens

fehérje(mCherry)
Mﬁ




Biomarker/bioindikator vonalak
-hatasoldalrdl torténd vizsgalatokhoz-

Tg(vtgl: mCherry) 6sztrogén hatdst kimutato
transzgenikus bioszenzor zebradanié vonal
Kontroll 100 ng/l E2 5 ng/! E2

BF

mCherry

BF +
mCherry

Tobb szaz molekula rendelkezik hormonhdztartast megzavaro
hatassal

A vegyiiletek szerkezeti valtozatossaga miatt kiilonb6z6 analitikai
modszerek sziikségesek a kimutatasukhoz

Kornyezeti mintdkban keverékek formajdban vannak jelen a
vegyliletek

A hatés oldalrol torténé megkozelités egyfajta megoldast jelenthet a
problémara— transzgenikus biomarker modellek hasznalata

Egy élettani folyamatot tesziink lathatéva

Vitellogenin — 6sztrogénfliiggd ---- Kifejez6dése majspecifikus




Allattarté telepek kérnyezeti terhelése
0sztrogénhatds szempontjabal

Az allattarto telepeken jelent0s mennyiségli tragya keletkezik, melyet
szerves tragyaként szivesen hasznalnak fel a ndveénytermesztésben.

A mezOgazdasagi hulladekok, példaul a szarvasmarha-gazdasagok
tragyaja, azonban a termeészetes €s szintetikus szteroid Osztrogének ¢€s
nem szteroid tipusu 0sztrogénvegyiileteknek 1s a forrasai.

Egy telep 0sztrogén kibocsatasat (takarmanyozas, ¢letkor,
allomanynagysag, vemhes allatok szama stb.), valamint az
Osztrogenhatdstl anyagok kornyezeti sorsat 1s szamos teényezo
befolyasolja (pl. talaj tulajdonsagai, mikrobiologiai tényezOk, 1ddjaras
sth.).

A tragyaban nem csak 0sztrogénhatasu vegyliletek talalhatoak és ezek
befolyasolhatjak a hatasukat.

A minta magas szervesanyagtartalmu- vizes expozici0- masodlagos
tlinetek-



Hogyan vizsgdl juk halon?
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A klasszikus és a fluoreszcens megfigyelések taldlkozasa

BF mCherry BF mCherry

A mintak hepatotoxikus hatasa befolydssal van az 6sztrogénhatas kimutatasara



In vivo ovotestis modell kialakitasa

Ovotesztisz: here- és petefészekszovetet egyarant
tartalmazé belsé nemi szerv

Him halaknal gyakran el6fordul kornyezeti
Osztrogénterhelés hatasara

Kimutatasa szovettannal - az allat felaldozasaval jar




A CSILI (Chili) vonal

Csili= mitfarw2/w2; mpv177a9/a9; Tg(bact:YFP; vtgl:mCherry)

Tg(vtgl:mCherry)

A munka folyamatban van.



Sziv- és érrendszer modellek
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Vér és érrendszer transzgenikus vonalak

EKG mérés zebradanion = - -
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A zebradanio modell elfogadottsaganak novekedése

tesztelt vegylletek eredményeinek kozvetlen felhasznalasa klinikai
tesztelésben

doi: 10.1093/brain/aww342 BRAIN 2017: 140; 669683 | 669

A JOURNAL OF NEUROLOGY

Clemizole and modulators of serotonin
signhalling suppress seizures in Dravet syndrome

Aliesha Griffin,'! Kyla R. Hamling,' Kelly Knupp,? SoonGweon Hong,> Luke P. Lee?® and
Scott C. Baraban'

Dravet syndrome is a catastrophic childhood epilepsy with early-onset seizures, delayed language and motor development, sleep
disturbances, anxiety-like behaviour, severe cognitive deficit and an increased risk of fatality. It is primarily caused by de novo
mutations of the SCN1A gene encoding a neuronal voltage-activated sodium channel. Zebrafish with a mutation in the SCN1A
homologue recapitulate spontaneous seizure activity and mimic the convulsive behavioural movements observed in Dravet syn-
drome. Here, we show that phenotypic screening of drug libraries in zebrafish scz1 mutants rapidly and successfully identifies new
therapeutics. We demonstrate that clemizole binds to serotonin receptors and its antiepileptic activity can be mimicked by drugs
acting on serotonin signalling pathways e.g. trazodone and lorcaserin. Coincident with these zebrafish findings, we treated five
medically intractable Dravet syndrome patients with a clinically-approved serotonin receptor agonist (lorcaserin, Belvig®) and
observed some promising results in terms of reductions in seizure frequency and/or severity. Qur findings demonstrate a rapid path
from preclinical discovery in zebrafish, through target identification, to potential clinical treatments for Dravet syndrome.



Hozzuk kozelebb egymdshoz az halembrié és az adult hal
eredményeket (és ha lehet, az emlést is...)
-MAS (mammalian metabolic activation
system) aktivdlt anyagok vizsgadlata-
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S9 aktivalt toxinok hatasa
halembridokon
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Viselkedésbioldgiai- genetikai kutatdsok

-a szocidlis zavarok és mentdlis betegségek vizsgalatdhoz-
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V.S Kirpichnikov

Gegfetic Bases
Fish Selection
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Fibroblaszt novekedési faktor receptor gén (fgfrl)
- asszem felesleges volt Kirpichnikov dogmajat megtanulnom-

spiegeldanio

Rohner et al. 2008



Fogas (hajas) problémak

Bercsényi M. és mtsai 2009
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