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Bevezetés és célkituzések

Az egyre gyakoribba valo elhizas a fold népessége korében az utdbbi évezredben fokozodo
kozegészségligyi problémat jelent, az ez elleni kiizdelemben a népesség segitségére lehetnek a
kiilonféle alacsony vagy nulla energia tartalmt édesitészerek. Szdmos publikacid szamol be a
cukor (szachardz) lehetséges kéaros hatasairdl az emberi szervezetre. Ezek az ismeretek vezettek
a cukorfogyasztéas lecsokkenéséhez és a mesterséges édesitdszerek megjelenéséhez az 1800-as
években. Az elsé cukor helyettesitd, mesterséges édesitészer az alacsony kaloria tartalmu
szacharin volt, amit hamarosan sorra kovettek mas mesterséges édesitdszerek, mint példaul az
aszpartam, a ciklamatok és az aceszulfim-kalium (Ace-K) (Izakovic 2021). Ugyanakkor
szamos szakirodalmi eredmény hivja fel a figyelmet egyes mesterséges édesitdszerek nem
kivanatos bioldgiai hatasaira (Suez, 2022), (Shum, 2021), ezért az ide vonatkozd ismereteink
bovitése kiemelt jelentdséggel bir.

Az Ace-K jelenleg az egyik leggyakrabban eléforduld édesitdszer, amivel talalkozhatunk.
Szamos ,,zero” és ,light” tiditékben, lekvarokban és kiillonbozo élelmiszerekben eldéfordul,
melyeket lathatunk a boltok polcain.

Az aceszulfam-kalium egy olyan mesterséges édesitdszer melyrél mar megallapitottak, hogy
képes atjutni a placentan és bekeriilni a magzatvizbe, valamint a magzati keringésben is
megjelenhet (Palatnik, Moosreiner, and Olivier-Van Stichelen 2020; Zhang et al. 2011). A
varandos anydk korében egyre gyakoribb probléma a gestacios diabetes mellitus vagyis a
terhességi cukorbetegség, amely a terhesség soran kialakult vagy felfedezett szénhidrat-
anyagcsere zavar {Al-Aissa, 2017 #14}. Ezek az anydk a cukorfogyasztas keriilése miatt
gyakran vélasztanak a cukor mentes ¢lelmiszerek és tiditok koziil.

Az embrionalis fejlddés idészaka kiemelten érzékeny periddus, amelynek soran a bekdvetkezd
kornyezeti stresszhatasok szamos karos, rovid, illetve hosszl tava bioldgiai hatdst vonhatnak
magukkal (Dufour-Rainfray et al. 2011; Barr, Bishop A Fau - Needham, and Needham 2007,
Gluckman, Hanson Ma Fau - Beedle, and Beedle 2007).

Az embrionalis Ace-K-expozicié kiillonb6zd potencidlis karos hatdsairdl tobb kutatomunka is
beszdmol, mint pl. az utédok megvaltozott gliikdoz és lipid anyagcseréje, illetve a ma4j
detoxifikécios képességében, valamint a bél mikrobiom mitkddésében bekdvetkezd eltérések
(Lin et al. 2021; Bian et al. 2017). Ugyanakkor az embrionalis aceszulfam-kalium-expozicid

bioldgiai kovetkezményeirél még kevés informacid all rendelkezésiinkre. Kutatomunkank



témajat az aceszulfam-kalium embriondlis hatasainak feltarasa képezte, amelyet a zebradanio,
mint embriotoxicitds-modell segitségével végeztiink.

A zebradanié egy szubtropusi halfaj, amely India és Dél-Kelet Azsia folyéiban Gshonos.
Akvariumi diszhalként vald elterjedése utan a tudomany teriiletén is szamos tanulmany
modellszervezetévé valt. Viszonylag kis méretli, csapatban €16, nagy ikraprodukcidra képes hal,
amelynek egyedfejlédése rendkiviil gyors, valamint harom-négy honap alatt eléri az
ivarérettséget. A zebradanio kiilsé termékenytiléssel szaporodik, az embridk és a larvak
gyengén pigmentaltak, igy konnyen vizsgalhatok és nyomon kovethetok a szervezetiikben
bekovetkezd valtozasok. Ezek a kedvezd tulajdonsdgok lehetdvé tették, hogy a gerinces
fejlédésbiologia, molekularis genetika, és embriotoxikologia modellallatava valjon (Linney,
Upchurch L Fau - Donerly, and Donerly 2004; Dooley and Zon 2000; Vargesson 2007). Mivel
kutatdémunkankban az Ace-K embrionalis hatdsaira fokuszaltunk, igy a zebraddni6 embrio egy

hatékony modellként szolgalt a szamunkra.

Kutatomunkank elsddleges céljat az embrionalis fejlédés iddszakara korlatozodd Ace-K-
expozicid6 hatdsainak feltérképezése képezte zebradani6 modellrendszeren, olyan
koncentraciotartomanyban, amely atfed a szakirodalomban kozo6lt, magzatvizben, illetve
koldokzsinorbol vett vérben mért értékekkel (Razieh, Noori, and Pilevarian 2020), (Colin-
Garcia et al. 2023). Ennek a vizsgélatsorozatnak az els6 f6 allomasat az alapvetd vitalitas béli
eltérések megismerése képezte. Ennek érdekében kivancsiak voltunk arra, hogy milyen
morfoldgiai valtozasokat eredményez az Ace-K-expozicid, valamint, hogy okoz-e ez a vegyiilet
eltéréseket a larvak viselkedésében.

A morfoldgiai véaltozasokat mikroszkopos képalkotas segitségével kivantuk értékelni. Az Ace-
K-expozicio larvak viselkedésére gyakorolt hatdsait zebradani6 larvak szdmara kialakitott
specidlis viselkedésvizsgalo rendszerben kivantuk meghatarozni, ahol vilagos-s6tét periddusok
véltakozasa mellett szerettiik volna nyomon kovetni a larvak lokomotoros aktivitdsaban
bekovetkezd valtozasokat. Masrészt, tovabbi sotét-vilagos preferencia vizsgalatban kivantuk

értékelni a larvak viselkedését.



Irodalmi attekintés

Az embrionalis fejlodés megzavarasanak kovetkezményei

Az embriondlis fejlédés idOszaka igen érzékeny periddus az egyedfejlodés soran. Az
ekkor bekovetkezd kornyezeti stresszhatdsok, (pl. xenobiotikumok; karos fizikai hatdsok;
patogén agensek) rovid és hosszl tavu biologiai problémakat eredményezhetnek az utédokban.
A fejlédd embrid szervezete szamos tdmadasi pontot szolgaltat az azt érd toxikus anyagok
szamara, egyes esetekben teratogén, mig maskor felndtt kori betegségeket eredményezd
kovetkezményeket magaval vonva (Barr, Bishop A Fau - Needham, and Needham 2007).
Szamos xenobiotikum esetén kimutattak, hogy képes atjutni a placentan, igy bekertil a magzati
keringésbe (REF!). A bioldgiai kdvetkezmények széles skalat 6lelnek fel. Okozhatnak példaul
kiilonbozé idegrendszeri, viselkedésbeli rendellenességeket, mint az autizmus (Dufour-
Rainfray et al. 2011). A varandosag alatti valproinsav, etanol, thalidomid és a mizoprosztol
kitettség Osszefliggésbe hozhatd az autizmus megndvekedett eléforduldsaval. Az autizmuson
kiviil szamos felndttkori betegséget eredményezhet az embrionalis xenobiotikum-expozicio,
ilyenek példaul a koszoruér-megbetegedések, vagy a cukorbetegség. Egy tanulmany (Selgrade
et al. 2013) arr6l szamolt be, hogy az asztma egyesesetekben kialakulhat méhen beliil, vagy a
korai ¢letszakaszban is. Tobb tanulmany kimutatta (Leth-Mpgller et al. 2023a), hogy bizonyos
mesterséges édesitOszerek mint példaul a szukral6z, szacharin, aceszulfam-K es a ciklamat
atjuthatnak a placentan, ¢és jelen vannak a magzati keringésben, valamint az
amnionfolyadékban. Egy tanulmany azt vizsgalta (Cai, Sivak, and Davenport 2021), hogy a
mesterséges édesitoszerek varandossag alatti fogyasztasa, hogyan hozhaté kapcsolatba
kiilonboz6 sziiletési kimenetelekkel. Kimutattdk, hogy a napi mesterséges ¢édesitdszer
fogyasztas 0sszefliggésben lehet a korasziilés kockazatanak novekedésével, enyhe mértékben
novelheti a sziiletési sulyt, és hatassal lehet a gesztacios kor hosszara. Egy masik kutatés ( ;
Plows et al. 2022) pedig az anyai non-nutritive édesitdszer (olyan mesterséges ¢desitdszerek,
amelyek vagy alacsony kaldria tartalmtiak, vagy egyaltalan nem szolgaltatnak energiat a
fogyasztd szamara) fogyasztast hozta Osszefiiggésbe a gyerekek magasabb BMI-indexével és
testzsirtartalmaval a sziiletéstdl a serdiil6korig tartdé iddszakban. A varandossag alatt az
anyaknak fokozott figyelmet kell szentelni az étkezésiikre, életmodjukra, mivel ezek a magzat

fejlodését szamottevd mértékben befolyasolhatjak.



Edesitoszerek

A diabétesz, az elhizas és a tulstly egyre gyakoribb problémaja a tarsadalmunknak, amely
elleni kiizdelemben nagy szerepet jatszanak a kiilonféle cukormentes diétak és a kevesebb
cukorbevitellel jaro taplalkozas. A kevesebb energia bevitellel jaro étkezés és a testtomeg
kontroll iranti torekvés teret adott az édesitdszerek széleskori elterjedésének. Az élelmiszeripar
a cukor alternativajaként haszndlja a mesterséges édesitoszereket, mivel magasabb az édesitd
értekiik, kevesebb energiat tartalmaznak, mint a szachar6z, valamint ugyanazon édes iz elérése
érdekében kevesebb mennyiség is elegendd beldliik. A fogyasztok szivesen valasztjak a ,,zero”,
illetve ,light” termékeket a fent emlitett eldnyeik miatt. A mesterséges édesitdszerek
fogyasztasanak élettani hatdsa, nagy mértékii népszeriiségiik miatt, intenziven kutatott tertiletté
valt (Chattopadhyay, Raychaudhuri, and Chakraborty 2017).

A mesterséges édesitOszerek felhaszndlasa eldszor az elsé vilaghabori idején lett
felkapott, ugyanis a mezdgazdasagi valsagnak kdszonhetden a cukor eldallitas lecsokkent. A
legtobb mesterséges édesitoszer szintetikusan eldallitott készitmény, felépitésiik teljesen
kiilonbozik a szachar6z molekula szerkezetétdl, felfedezésiiket a véletlennek kdszonhetjiik. A
mesterséges ¢édesitdszerek kutatdsdnak ¢és eldallitdsanak kezdetén a szakemberek arra
torekedtek, hogy lemasoljak a cukor (szachardz) felépitését, szerkezetét és tulajdonsagait, amik
hatéast gyakorolnak az édes iz érzékelésére, de a kisérletek nem vezettek sikerre. A mesterséges
¢desitdszerek nagy része mas kémiai kisérletek melléktermékeként keletkezett (Maja Izakovic
2021).

Az els6 mesterséges édesitdszert, a szacharint, 1879-ben Constantine Fahlberg fedezte
fel. A szacharin megismerését kdvetden tovabbi édesitoszereket szintetizaltak, mint példaul az
aszpartam, aceszulfam-K, szukral6z, neoheszperidin, neotdm, ciklamat (Maja Izakovic 2021).
A statisztikai analizisek arrdl szamolnak be, hogy a mesterséges édesitoszerek fogyasztasa
kozvetlen moédon nem befolydsolja a testsulyt, valamint a vércukorszintet. Ennek ellenére, a
legtjabb kutatdsok eredményei alapjan arra kovetkeztethetliink, hogy a mesterséges
édesitdszerek hatassal vannak a gliikoz felszivodasara a bélrendszerben, valamint az inzulin- és
inkretin-szekréciora, emberekben ¢és dallatokban is (Chattopadhyay, Raychaudhuri, and
Chakraborty 2017). Tovabba a mesterséges édesitszerek befolydsolhatjdk a mikrobiom
Osszetételét, ennek koszonhetden a vércukorszintet is (Bian et al. 2017). Ezen kiviil megjelentek
a szakirodalomban olyan publikéacidk is, amelyek Osszefiiggésbe hozzék a nagy mértékii non-
nutritive édesitdszer fogyasztast a sziv-és érrendszeri, koszortuér és agyi érrendszeri

megbetegedések kialakuldsaval, valamint a tumorképzddés kockazatanak ndvekedésével



(Iizuka 2022). A mesterséges édesitoszerek varandossag alatti fogyasztasanak magzatra
gyakorolt hatdsairdl szintén egyre tobb tanulmany jelent meg az elmult évtizedben, ezért a
potencialis rovid és hosszatavu kéros biolodgiai hatdsok megismerése kiemelt fontossaggal bir.
Mindemellett, a nagymértékii kibocsatas és sok esetben jelentds mértékii perzisztencia miatt
egyes mesterséges édesitdszereket a szakirodalom mara potencialis kornyezeti szennyezd
anyagokként is szdmontart (Praveena, Cheema, and Guo 2019a). Egy kutatds a mesterséges
¢édesitdszerek Okotoxikologiai kockazatat vizsgalta a talajokoszisztémaban (Lin et al. 2024),
kornyezetileg relevans koncentraciokban a mesterséges édesitOszerek befolyasolhatjak a
talajlakd szervezetek anyagcseréjét, szaporodasat ¢s mikrobidlis egyensulyat. A
szakirodalomban taldlunk olyan irast, (Goveas 2025) amely egy kutatdsi hianyteriiletre hivja
fel a figyelmet, az édesitOszerek kornyezeti és egészségiigyi kockazatainak pontos
értékeléséhez. A tanulmany szerint ,,One Health” megkozelitésre van sziikség, amely egy olyan
integralt szemlélet, amely magaba foglalja az emberi, kornyezeti és vadon ¢16 allatok
egészségeének egységes vizsgalatat. Ez a szemlélet elengedhetetlen a mesterséges édesitészerek

szennyezésének mérsékléséhez, valamint a hosszl tavi kdvetkezmények megeldzéséhez.



Az aceszulfam-kalium jellemzése
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1. ABRAAZ ACESZULFAM-KALIUM SZERKEZETI KEPLETE (FORRAS: SAJAT KESZITES(U ABRA)

Az Ace-K (1.4bra) része az édesitdszerek azon csoportjanak, amelyeket véletlenszeriien
fedeztek fel. Leirasa Karl Clauss kémikus és természettudds nevéhez flizodik, aki laboratoriumi
munkdja kozben vette észre sajat kezén az édes anyag izét 1967-ben (Izakovic
2021).Alkalmazasa a Sweeteners in Food Regulations 1983. rendelet alapjan engedélyezett. Az
Ace-K alkalmazasat illetéen az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO) és az Elelmezésiigyi és
Mezbgazdasagi Vilagszervezet (FAO) megallapitott egy megengedhetd napi bevitelt
(Acceptable Daily Intake, ADI= 15 mg/testsuly kg) (Zeece 2020), valamint kedvezden értékelte
¢lelmiszerbiztonsagi szempontbol.

Az Ace-K egy szulfonat vegyilet kaliumsdja. Az Ace-K eltarthatosaga
szobahOmérsékleten majdnem korlatlannak tiinik. Vizben rendkiviil jol oldodik, alkoholban
azonban kevésbe. Az Ace-K-nak nincs energiatartalma, valamint, 200-szor édesebb, mint egy
3%-0s szachar6z oldat (Maja Izakovic 2021), (Zeece 2020). Intenziv édes izének ¢és
elhanyagolhatd energiatartalmanak koszonhetéen az egyik leggyakrabban alkalmazott
mesterséges édesitdszer. Az élelmiszerek és italok esetében alkalmazott feldolgozasi és tarolési
koriilmények kozott az Ace-K stabilnak bizonyul. Felhasznalasa rendkiviil széleskord,
megtalalhatd kiilonféle iiditdkben, péksiiteményekben, fagylaltokban, valamint asztali
¢édesitdszerként is meg lehet taldlni a boltok polcain. Nem csak dnmagédban alkalmazzak, a
kutatdsok nem észleltek problémat az Ace-K szorbitollal, polidextrozzal és hasonlo
térfogatnoveldkkel vald egyiittes felhaszndlds esetén, igy ezeket a keverékeket szintén
megtalalhatjuk a kiilonféle élelmiszerekben, mint példaul lekvarokban, ragdégumikban,
pékarukban (von Rymon Lipinski 1985).

Az engedélyezett mesterséges anyagok szabalyozasa eltér az Egyesiilt Allamokban,
valamint Eurdpaban, ezért az édesitdszerek szabalyozasaban is vitdk meriiltek fel a mesterséges
édesitdszerek fogyasztasa és annak egészségiligyi hatasai kozott. Ennek ellenére szdmos

vizsgalat kimutatta, hogy az édesitészerek fogyasztisa nem jar kéaros egészségligyi
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kovetkezményekkel, ha a fogyasztok betartjdk a megengedhetd napi bevitelt (Maja Izakovic
2021). Kiilonbozd kutatasok eredményei alapjan az Ace-K nem mutatott, citotoxikus, rakkeltd
vagy teratogén hatdst. Az ide vonatkoz6 munkak Osszefoglaldjat 1981-ben megjelentette a
Vildgegészségiigyi Szervezet (von Rymon Lipinski 1985).

Az emberi test altal metabolizalhatd cukrok (szachardz, fruktoz, gliikkéz) fogyasztasa
jelentdsen hozzajarul a napi kaldriabevitelhez. Az aceszulfam-kalium viszont nem-
metabolizalodik az emberi szervezetben. Az erre iranyul6 kisérleteket patkanyokon, kutyadkon
¢és sertéseken végezték. Mivel az allatkisérletek azt tamasztottdk ald, hogy az Ace-K nem
metabolizalodott, onkénteseket is bevontak a vizsgalatokba. A humén 6nkénteseken elvégzett
tanulmany esetében az Ace-K szintén nem metabolizalodott, az emberi szervezetbe kertilést
kovetden a bélbdl gyorsan felszivodott, majd kivalasztédva, valtozatlan formdban a vizelettel

tiriilt (von Rymon Lipinski 1985).

Az aceszulfam-kalium nemkivanatos biologiai hatasai

Annak ellenére, hogy az aceszulfam-kdlium fogyasztasa napjaikban kiilonboz6
¢lelmiszerbiztonsagi kutatasok szerint alapvetden biztonsdgos, megjelentek a szakirodalomban
olyan publikaciok, amelyek a mesterséges édesitdszerek, koztikk az aceszulfam-kalium
lehetséges negativ hatdsairdl szdmoltak be (Chattopadhyay, Raychaudhuri, and Chakraborty
2017). A mesterséges édesitdszer kitettség tobbnyire felndtt emberek esetében diétas italokbol,
valamint ételekbdl ered. Az aceszulfam-kalium képes atjutni a placentan ezaltal megjelenik a
magzati keringésben, illetve a magzatvizben, valamint az anyatejben is. Az Ace-K jelenlétét
varansossag alatt a magzatvizbdl, tovabba az anyatejbdl, forditott fazisti nagy teljesitményti
folyadékkromatografias és tomegspektrometrids modszerekkel mutattak ki (Zhang et al. 2011).
Az Ace-K jelenléte a magzati keringésben €s az anyatejben kihatassal lehet az utddok felndtt
kori egészségi allapotara. Az egereken végzett vizsgalatok ramutattak arra, hogy az utédok
prenatalis vagy posztnatalis Ace-K kitettsége késObbiekben hosszutavu hatéssal lehet a felndtt
utodok édesiz preferencidjara (Zhang et al. 2011).

Szamos publikacio kiemeli a bélmikrobiom fontos szerepét a teststly szabalyozasaban és
a gliikéz metabolizaldsaban (Bian et al. 2017). A szacharin kihatéssal lehet a bél mikrobiotajara,
¢és gliikoz intoleranciat okozhat. Ez egy wjabb kérdést vet fel, hogy van-e Osszefliggés az
édesitdszer fogyasztas és a jarvanyszerl elhizés, valamint a cukorbetegség kozott. Egy tovabbi
kutatémunka arrdl szdmolt be, hogy az Ace-K befolyasolta a bél mikrobiom &sszetételét CD-1

egerekben. A megfigyelt testsuly gyarapodas, a bélbaktériumok Osszetételének eltolodasa,
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egyes energia metabolizmus-asszocialt gének kifejez0désének megvaltozasa, és a széklet
anyagcseretermékek Osszetételének valtozasa ivar- specifikus volt, a megfigyelt hatdsok
kiilonbdztek a him és a ndstény egyedek esetében. Az Ace-K novelte a testtomeg gyarapodast
a him egyedekben, ellentétben a ndstényekkel (Bian et al. 2017). Ivar-specifikus hatasrél egy
masik publikacidoban is olvasni, a tanulmany egereken vizsgalta az Ace-K kronikus
fogyasztasanak hatdsdt a neuro-metabolikus funkcidkra. Az eredmények him egerek
(C57BL/6J) neuro-metabolikus funkcidiban mutatott valtozast, ezaltal feltételezhetd, hogy az
Ace-K tartos fogyasztasa befolyasolhatja a kognitiv funkcidkat (Cong et al. 2013).

Vembhes ¢és laktacios fazisban 1évo egereket tettek ki non-nutritive édesitdszer (Ace-K és
szukraloz) felvételnek, huméan fogyasztds szempontjabol relevans dozisban. Bar az utdodok
expozicidja alacsony volt, igen jelentdés metabolikus valtozasokat lehetett megfigyelni rajtuk.
A vizsgalatok alatdmasztottdk, hogy az Ace-K fogyasztisa a varandossag és a szoptatds alatt
kihatassal lehet az utédok anyagcsere folyamataira, és kiilonbozé metabolikus valtozasokat
eredményezhet, kihathat a mdj méregtelenitd mechanizmusaira, valamint a mikrobiom
Osszetétel aranyaiban is valtozasokat okozhat. Az ilyen mikrobiom mikddésében ¢és
Osszetételében bekovetkezd valtozasok Osszefiiggésbe hozhatdk az elhizassal és kiilonféle
anyagcsere betegségekkel (Olivier-Van Stichelen, Rother, and Hanover 2019).

Egyes kutatomunkédk eredményei felvetik, hogy a non-nutritive édesitdszer fogyasztasa
fiatal korban noveli a korai serdiilés esélyét. A kisérletben vizsgalt patkdnyok esetében az
aceszulfam-kalium fogyasztdsa a méhen beliili szakasztol az elvélasztasig felgyorsitotta a
pubertas kialakulasat, amihez fokozott gonadotropin-felszabadité hormon (GnRH) elvalasztas
tarsult. Tovabba az intracerbroventrikularis aceszulfdm-kalium injekcid szintén indukélta a
korai serdiilés bekovetkezését patkanyoknal (Wu et al. 2024).

Egy masik tanulmény szerint magas koleszterin diétaval taplalt ApoE-/- egerek esetében
az aceszulfam-kalium novelte a magas koleszterin diéta altal kivaltott diszlipidémiat, amely
egylitt jart a zsirképzés fokozasaval €s a lipolizis csokkenésével. Ezek tovabb sulyosbithatjak a
magas koleszterin diétaval okozott érelmeszesedést az ApoE-/- egerekben. A magas koleszterin
diéta mellet az aceszulfam-kalium tovabbi hatdsokat gyakorolt a lipogenezisre. Mindemellett
az aceszulfam-kalium befolyéasolhatja a lipidek metabolizmusat a majban, ami tovabbi lipid
szabalyzasi zavarokhoz vezethet, ezzel fokozva az érelmeszesedés eldrehaladasat (Lin et al.
2021).

A mesterséges édesitdszerek, mint Gjonnan keletkezd kdrnyezetszennyezd anyagok,
kornyezetre gyakorolt hatdsdnak tanulméanyozésara egyre tobb figyelmet szentelnek a kutatok

(Praveena, Cheema, and Guo 2019b). Az Ace-K a kornyezetben viszonyleg gyakran fordul eld,
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rendkiviil perzisztensen van jelen az Okoszisztémaban, kimutathaté a szennyvizben, annak
koszonhetden, hogy az emberi szervezetbdl szinte valtozatlan forméban {iriil. Emiatt az Ace-K
kihatassal lehet a vizi é16vilagra is. Az Ace-K vizi szervezetekre gyakorolt karos hatasairol még
meglehetésen kevés ismerettel rendelkeziink, ezért nagyobb figyelmet kell forditani olyan
kutatomunkék, melyek a kornyezeti szempontbol relevans Ace-K koncentracidknak torténd
kitettség biologiai kovetkezményeit vizsgaltak.

Egy kutatomunka (Li et al. 2021), arrél szamolt be, hogy az aszpartam emberi elfogadott
napi beviteli érték tartomanyaba esd koncentraciokban okozott neurotoxikus ¢és viselkedésbeli
eltéréseket felndtt zebradanié modellnél. Az aszpartam-expozicié hatasara a halak viselkedési
mintdzata szignifikdnsan megvaltozott. Megbomlott az agyi neurotranszmittel-egyensuly,
csokkent az aktivitds a sotét térben, valamint a szocialis viselkedésiik is megvaltozott. Egy
masik kutatas (Li et al. 2021), pedig a sztivia és a szukraldz hatasat tanulmanyozta szintén
feln6tt zabradanié egyedeken. Eredményként kimutattak, hogy az eldbb emlitett non-nutritive
édesitoszerek szorongdsos ¢és depresszids jellegli viselkedést, valamint megndvekedett
agressziot okoztak. Bar az Ace-K esetében a standard toxicitasi tesztek nem mutattak, ki letalis
hatasokat, egyre tobb vizsgalat utal példaul az Ace-K idegrendszer miikodését befolydsolod
hatasaira. Egy kutatas (Colin-Garcia et al. 2023) céljaul tiiztek az Ace-K ( 50, 75, 125 pg/l) és
a szukral6z (50, 75, 125 pg/l ) hatasanak vizsgalatat, kiilon-kiilon és egylittesen, az Gszésra, az
acetilkolin-észteraz  aktivitdsara, az oxidativ stresszre adott valaszra zebradanio
modellszervezetben 4 honapos expozicid utdn. Az expoziciot kovetden a felndtt zebradaniok
szorongésszerl viselkedést mutattak, megndtt az egyhelyben t6ltott idé hossza és csokkent az
uszasi aktivitds, valamint oxidativ stresszt eredményezett a kdzponti idegrendszerben, és
gatolta az acetilkolin-észteraz aktivitasat. Az eredmények kimutattdk, hogy az Ace-K
toxikusabb volt, mint a szukraldz, viszont a két édesitdszer egylittes alkalmazasa még karosabb
hatast valtott ki, mint kiilon-kiilon (Colin-Garcia et al. 2023). Egy hasonlo vizsgalatban az Ace-
K ¢és a szukral6z biokémiai, fizologiai és viselkedésbeli hatdsaira fokuszaltak, a Daphnia magna
modell segitségével. Mindkét édesitOszer esetében az acetilkolin-észteraz aktivitast érintéen
dozisfiiggd novekedést, a szivfrekvenciara és a viselkedésre pedig gatld hatast lehetett
megfigyelni. Ezen felil az Ace-K alacsonyabb koncentraciokon gatolta, magasabb
koncentraciokon pedig serkentette az acetilkolin-észterdz aktivitasat (Wiklund et al. 2023).

Egy felndtt zebradaniokon végzett vizsgéalat, viszonylag alacsony, kornyezeti
szempontbol azonban relevans koncentraciokon (1, 10, 100 mg/l) vizsgalta az Ace-K
idegrendszerre gyakorolt hatdsait. Az eredmények megmutattak, hogy az Ace-K ezeken a

viszonylag alacsony, tulélést nem befolydsolok koncentracion beliil is megvaltoztatja a
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zebradaniok viselkedését. Az Ace-K-expozicid befolyasolta a halak sotét-fény preferencidjat és
a felfedez6-képességiiket, novelte a neofobiat, befolyésolta a szocialis viselkedésiiket, valamint
kihatassal volt a tanulasra és a memdoriara (Dong et al. 2020).

Az Ace-K részben lebonthatd a hagyomanyos UV fert6tlenitéses eljaras soran, viszont a
bomlastermékeinek toxicitasarol szintén kevés informacio all rendelkezésiinkre (Ren et al.
2016). A kovetkezo kutatomunka, Ace-K-nak és bomlastermékeinek Kkitett eziistkaraszok
(Carassius auratus) majdban végbemend lehetséges oxidativ  allapotvaltozasokra
Osszpontositott. Az eredmények alapjan fokozott toxicitast lehetett megfigyelni az Ace-K UV
sugarzas utan képzddott bomlastermékei esetén. Ezen végeredmények ravilagitottak arra, hogy
az Ace-K vizi kornyezetben vald jelenlétét és fennmaradasat ujabb kornyezeti kockazatként
kell kezelni. Az Ace-K tehdt egy potencidlis kornyezeti kockéazattal biré anyag, tovabbi
megismerése, kornyezetre és emberi szervezetre gyakorolt hatisainak feltdrasa indokolt

(Praveena, Cheema, and Guo 2019b).

Aceszulfam-kalium utédokra gyakorolt hatasai

Tobb kutatdmunka eredményei utalnak arra, hogy az anydk mesterséges édesitdszer
fogyasztasa terhesség alatt novelheti az elhizas kialakuldsat az utdédokndl, azonban ennek
mechanizmusa még nem ismert. A kiilonb6zd non-nutritive édesitdszerek, igy az Ace-K is
képes a transzplecentalis transzmissiora, jelen van a magzati keringésben és a magzatvizben
valamint egy kisérletben vizsgalt koldokzsindrvér mintdkban is mérhetd koncentracidkban is
kimutattdk az Ace-K-t (Leth-Moller et al. 2023b). A ragcsalokon végzett vizsgalatok alapjan,
arra kovetkeztethetlink, hogy az édesitdszerek expozicidja negativ hatassal lehet az utdédok
metabolikus egészségére. Egereken végzett vizsgéalatok alapjan szamottevd valtozasokat
tapasztalhattak a kutatok a bél mikrobiom Osszetételében, valamint a mdj méregtelenitd
folyamataiban is olyan utddok esetében, amelyek a méhen beliili fejlédés és a laktacid
idészakaban non-nutritive édesitdszer (koztiik Ace-K) expozicionak voltak kitéve (Halasa et al.
2020).

Szinte alig fellelhetd olyan kutatomunka, amely az embriondlis Ace-K-expozicid
immunologiai kovetkezményeit vizsgalja. Ugyanakkor a fejlodé embrid immunrendszerét
befolyasol6 faktorok jelentés mértékii kihatassal lehetnek az utod életkilatasaira. Bridge-Comer
¢s mtsai. (2023) egerek in utero Ace-K-kitettségét kdvetden vizsgaltak az 0jsziilott egyedek

borének allapotat, valamint a sebgyogyulasi, és az ahhoz tarsulé gyulladasos folyamatokat. Az

14



anyai Ace-K fogyasztds novelte az utdodok boérében a pro-inflammatorikus markerek
kifejez6dését, valamint befolydsolta a sebgyodgyulas folyamatat. Mindezek alapjan a
tovabbiaknak jol megtervezett, prosprektiv klinikai vizsgélatok elvégzésére van sziikség, amik
segitik megérteni a non-nutritive édesitdszerek, koztiik az Ace-K varandossag alatti bevitelének

hatéasat a fejlodo utdd szervezetére.

A zebradanio mint modellszervezet

A zebradanié (Danio rerio) a pontyfélék (Cyprinidae) csalddjaba tartozd szubtropusi
halfaj, India, Dél-Kelet Azsia folydiban 6shonos. A Danio genus elsd megjelenését Kelet-
Indidban figyelték meg, majd ezt kdvetden a kontinens szdmos teriiletén észleltek fajokat,
kiilonosképpen Asszam és Meghalaja allamokban, valamint Nepal és Banglades teriiletén
(Vargesson, 2007). A diszhalként igen népszertivé valt halfaj hamarosan a tudomany teriiletén
is elterjedt, mint modellorganizmus. A zebradanio egy kistermetii csapatban €16 halfaj, igy
viszonylag kis helyen nagy egyedszdmban tarthatd, valamint rovid generacios iddvel
rendelkezik. Ezek a tulajdonsagok lehetdvé teszik egy specidlisan zebradanidk szamdra
kiépitett recirkuldcios rendszer létesitését, melyek megkonnyitik a laboratériumok munkajat, és
ujabb lehetdségeket nyitnak eldttiink.

A zebradanio embrid széles korben alkalmazott modellszervezet a biologiai tudoméanyok
szadmos teriiletén, kiilondsen kedvelt modellszervezetté valt a gerinces fejlodési folyamatok és
a human rendellenességek tanulmanyozasaban (Dooley and Zon 2000). A teljes szekvenalt
zebradanio genom 2013-t6l elérheté a tudomdnyos koézosség szamara (Howe et al. 2013).
Egyarant jol alkalmazhato a fejlédésbiologiai és molekularis genetikai kutatdsok soran,
kiilonb6z6 human megbetegedések vizsgalatanal, valamint kitind modell szervezete a
farmakologiai, toxikoldgiai és kornyezeti kockazattal biré anyagok 6kotoxikoldgiai hatdsanak
vizsgalatanak (Scholz et al. 2008).

A gerincesek fejlédésmenetére iranyuld tanulményok emlés modellallatok alkalmazasa
soran akadélyokba litk6zhet, mivel az emldsallatok embridgenezise méhen beliil jatszodik le.
A zebradanio kiilsé megtermékenyitésii halfaj, igy az embridgenezis méhen kiviil megy végbe,
gyors fejlddésmenete, valamint az embriok és a larvak atlatszosaga, hozzajarul a fejlédésmenet
egyszeriibb nyomon koveteséhez és vizsgalhatosdgahoz. Napjainkban mar tobb ezer mutans és
transzgenikus zebradanidé vonalat hoztak létre, specializalodva a kiilonb6zé tudomanyos

terliletek kutatasi céljaira. (Dooley and Zon 2000)
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A zebradanié embri6 az Europai Unio allatkisérletek végzésére irdnyuld rendelete alapjan
(2010/63/EU) o6nalléan nem-taplalkozd stadiumokban nem engedélykdteles. A zebradaniod
egyedfejlédése gyors, a megtermékenyitést kovetd 24 ordval mar kifejlédik a legtobb
szervkezdemény, az organogenezis nagyrésze az elsd két napon lejatszodik, és az 5. napra
befejezddik. A larvak 6nallo taplalkozasa az 5. napot kovetden indul. Ezaltal az organogenezis
teljes mértékben nyomon kovethetd, allatkisérleti engedély nélkiil. Emellett kifejezetten
eléremutatd szervezetet kinal a 3R szabaly (Replacement, Reduction, Refinement) mentén. A
3R szabaly (Russel, Burch, 1959) a kisérleti allatok felhasznaldsara iranyulod szabalyozas;
Reduction: allatszam csokkentés, Replacement: helyettesités, alacsonyabb rendii modellezés,
Refinement: eredmények finomitasa, kisérleti technikdk mindségének javitisa, kisérleti
koriilmények tokéletesitése. A zebradanidé tudomanyos célokra vald felhasznalasa, teljes
mértékben nem képes helyettesiteni az emlds modelleken végzett kisérleteket, de
lecsokkentheti, finomithatja azokat (Dooley and Zon 2000).

A zebradédni6 szerveinek fejlodése és mitkddése szamos hasonlosdgot mutat az emlds és
a human szervezethez képest, és a mutans vagy transzgenikus vonalak egyszerli létrehozésa
nagy mértékben megkonnyiti a kiilonb6zé betegségmodellek 1étrehozasat. Nagyléptéki
genetikai szlirések tobb mint 500 mutans fenotipust azonositottak a korai fejlédésmenet
kiilonbozd aspektusaiban. A human fehérje kodolo gének legaldbb 70%-nak van funkcionalis
megfeleldje a zebradanidban (Santoriello and Zon 2012). Mivel a zebradani6 nem emlds
modell, ezért vannak bizonyos hatranyai a human betegségek modellezésében, példaul
hidnyoznak bizonyos szervek, mint a tiido és az emlOmirigy. Ezen kiviil a zebradanié genomja
szamos duplikaciét tartalmaz, melyek gén szubfunkcionalizacidt és neofunkcionalizaciot
eredményezhetnek. A zebradanié alkalmazéasa a természettudomanyok teriiletén ugyanakkor
hasznos lehet a kiillonb6z6 human betegségek patogenezisének megismerésében, és 11j terapias
szerek felfedezésében is nagy segitségére lehet a tudomanynak.

A zebradanié tartdsa viszonylag egyszerli, koltséghatékony koriilmények kozott
kivitelezhetd. Egy specidlisan a faj szdmara kiépitett recirkuldris rendszerben, tarsas ¢l6lény
mivoltukbol fakaddan, a megfeleld vizi paramétereket biztositva, nagy egyedszamban
tarthatok. Laboratoriumi tartas esetén, taplalékukat szaraz haltap, és €106 frissen kikelt s6 rakok
alkotjak. Szaporitasuk viszonylag egyszeriien elvégezhetd, rendkiviil nagy mennyiségli ikrat

képesek adni.

16



Zebradanio a toxikologiaban

A fent emlitett alkalmazdsokon kiviil a zebradani6 embrid a toxikologidban is jol
alkalmazhaté modell szervezet. A kornyezet-toxikologia és az élelmiszer-toxikologia
tudomanya gyakran alkalmazza a zebraddniét, mint modellszervezetet. Olyan tanulmanyokhoz
szolgalnak kivalé modellként, amelyek célja a xenobiotikumok hatdsmechanizmusainak, és
szervezeten torténd sorsanak megértésére és annak lehetséges rovid és hosszutava karos
hatdsainak vizsgalata. Szdmos transzgénikus zebradénid reporter vonalat alkalmaznak a
toxinok hatdsmechanizmusainak és timadaspontjainak feltérképezéséhez (Linney, Upchurch L
Fau - Donerly, and Donerly 2004). A toxikus anyagok miikddési mechanizmusanak
megismerése fontos a kornyezetben és az élelmiszerben is megjelend vegyi anyagok
kockéazatanak értékelésében, valamint segithet a karos révid és hosszatavu hatdsok feltarasaban.
A zebradanio a kordbban mar emlitett tulajdonsagai miatt jol hasznalhatd a xenobiotikumok
hatdsmechanizmusainak megértésére iranyuld vizagalatokban. Alkalmazésa jo alternativaja
lehet az emlds modelleknek, a toxikoldgia és az Okotoxikologia tudomanyok teriiletén is,

gazdasagossag, id6- és helytakarékossag, és allatjoléti szempontok alapjan is.
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Anyag és modszer

A zebradanio sziiloallomany tartasi és szaporitasi koriilményei

crer

Magyar Agrar-és Elettudomanyi Egyetem, Akvakultira és Kornyezetbiztonsagi Intézet,
Kornyezettoxikologiai Tanszékének zebradanios laboratoriumaban, a Techniplast ZebTEC
altal kimondottan erre a fajra tervezett, recirkulacios haltart6 és halneveld rendszerben tortént.
A vizsgalatainkhoz a széles korben alkalmazott AB tipusu zebradanié vonalakat hasznéltunk
fel, amelyeket a vizkeringetésii rendszerben 3 literes medencékben tartunk. Az automatizalt
rendszer megfeleld kornyezetet biztosit a viz allandd keringetésével, szlirésével, cseréjével,
valamint az optimalis kornyezeti paraméterek fenntartasaval. A viz hémérséklete 24-25 °C,
kémbhatasa: 6,8-7,8 pH, vezetoképessége 500-800 uS. Ezeket a beallitott paramétereket a
rendszer folyamatosan ellendrzi és korrigalja. A rendszerben 1évd viz tisztasagaért egy
tobblépcsds (aktiv szenes, mechanikai és UV-csoves) szlird felelés. A laboratérium
automatikusmegvilagitast biztosit, 14 ora vilagos ¢és 10 ora sotét periddus altal. A halallomany
taplalékat szaraz haltap (Zebrafeed), valamint napi egy alkalommal, €16 taplalak kiegészités,
frissen kikelt s6 rakok (Artemia salina) képezik.

Az nemzetkodzi szinten is elterjedt AB laboratériumi vonalll sziil6k szaporitdsa az
alabbiak szerint tortént. Erre a célra specidlisan kialakitott, elhuzhaté valaszfala 1 literes
mianyag ivatd edényben zajlott. Az edények kiemelhetd racsos alju belsd résszel vannak
ellatva, amely segiti az embriok begylijtését. A racs résein az ikrak atjutnak, és lelilepednek az
edényben, ahol a sziilok nem férnek hozzajuk, igy nem tudjak elfogyasztani 6ket. Ez a szaporitd
eszkoz igyekszik a halak természetes szaporodasi koriilményeit modellezni, ezért a racs forméja
imitalja a természetes partvonalat, igy még komfortosabbd teszi a halak szamara. Az ivast
kovetden az ikrakat embrido médiummal (E3: 5 mM NacCl, 0,17 mM KCI, 0,33 mM CaCl2, 0,33
mM MgS04) félig feltoltott, 10 cm atmérdjii Petri-csészékbe helyeztiik, majd fénymikroszkop
alatt szelektaltuk az embriokat, kivalasztva a normalis fejlédést mutatd, ép embridkat a

kisérletek elvégzéséhez.
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Embrionalis aceszulfam-kalium-expozicio

Az embridk az Ace-K expozicionak az embriondlis fejlédés idészakaban, 8-16 sejtes
allapottdl a megtermékenyitést kovetd 120. oraig voltak kitéve (2. dbra). A kezelés 10 cm
atmérdjii Petri-csészékben zajlott, melyekben a kezelési oldatokhoz a zebradani6é szdmara
megfeleld paraméterekkel rendelkezd embrio médiumot (E3) hasznaltunk. Az embridkat 40 ml
végtérfogatl oldatokban inkubaltuk, valamint az expozicié soran, naponta 50 %-os oldatcserét

végeztiink. A kezelési egyedsiirliség Petri-csészénként 20 embrio volt, vagyis 20 embrid/40 ml.

EMBRIONALIS ACE-K-EXPOZICIO
25, 50, 100, 200 pg/l

2. ABRA AZ EMBRIONALIS ACE-K-EXPOZiCIO IDOSZAKA (FORRAS: SAJAT KESZITESU ABRA)

A kisérlethez kivalasztott Ace-K koncentracid tartomany (25, 50, 100, és 200 pg/l) atfed
a szakirodalmakban megjelend, magzatvizbdl, illetve kdldokzsindrbol vett vérbdl kimutatott
Ace-K koncentracio értékekkel (2. abra) (Halasa et al., 2020, 2021; Leth-Mpgller et al 2023).

Mivel az Ace-K hidrofil tulajdonsdgi ezért a kezelés sordn nem volt sziikségiink
kiilonboz6é oldoszerek haszndlatdra. Az kisérleteink sordn az Ace-K vizes oldatabol adddo
kalium-ion koncentracid novekedés a legmagasabb alkalmazott koncentracid esetén is
elhanyagolhat6 volt a zebraddanié embridk nemzetkozileg is alkalmazott embrié médiumanak

(E3) ajanlott kalium koncentércidjahoz képest (KCI E3= 0,17 mM).
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A zebradanio larvak morfologiai elemzése

Az Ace-K expozicio utan, a kisérletben résztvevd 120 o6ras zebraddnio larvéakat elaltattuk

(trikain-metanszulfonat, 168 mg/l), majd az altatast kovetden sztereomikroszkop (Leica M205
FA, Leica DFC 7000 T kamera, Leica Application Suite X szoftver) segitségével, oldalnézeti
fényképeket készitettiink roluk.
A fényképek alapjan, az Ace-K expozicidt kovetd, lehetséges, jol azonosithaté deformitasok
megjelenését  vizsgaltuk. Az Ace-K expozicidnak kitett vizsgalati csoportokat
Osszehasonlitottuk a kontroll csoport egyedeinek morfologiai paramétereivel. A morfologia
eltérések szamszertisitése érdekében Imagel szoftvert haszndlva, meghataroztuk a standard és
teljes testhosszt, a larvalis bélhosszt (Chuang et al., 2019 alapjan), az uszéholyag oldalnézeti
horizontélis és vertikalis atmérdjét, valamint a szik-bélrendszer teriiletét.

Az morfologiai elemzéseket két fliggetlen kisérletben, fiiggetlen ikratételekkel, harom

belsd ismétlésenként hat larvaval végeztiik (N=2 x 3 x 6 = 36 larva/csoport).

Narancssarga vonal: standard testhossz

Zold vonal: teljes testhossz

Kék vonalak: szem horizontalis és vertikalis atmérdje
Sotétkek teriilet: iszoholyag teriilete

Lila teriilet: szik-bélrendszer teriilete

koponya dorzalis régidja

3. ABra 120 ORAS ZEBRADANIO LARVAK MORFOLOGIAI MERESEINEK PARAMETEREI (FORRAS: SAJAT
KESZITESU ABRA)
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Viselkedésvizsgalat

Az embriondlis Ace-K-expozicidnak a zebradanio larvak viselkedésére gyakorolt
hatasait, ViewPoint Zebral.ab rendszerben ZebraBox késziilékben vizsgaltuk (4. abra). Az Ace-
K-expoziciot kdvetden a 120 o6ras zebradani6 larvakat individudlisan egy 96 lyukq, vizszintes
alju, sejttenyésztd lemezekbe helyeztiik el, larvanként 200 pl embrié médium kiséretében (5.
abra). Mieldtt megkezdtiik volna a vizsgélatot, az elhelyezést kovetéen 30 perces
akklimatizacios 1d6szakot biztositottuk a larvaknak 25+0,5 °C hoémérsékleten. Az
akklimatizacios periddus leteltével a larvakat tartalmazé sejttenyésztd lemezeket elhelyeztiik a

zart rendszerli vizsgalo késziilékben.

ViewPoint Zebralab

4.ABRA A VISELKEDESVIZSGALAT ELVEGZESERE SZOLGALO KESZULEK (VIEWPOINT ZEBRALAB, ZEBRABOX)
(FORRAS: SAJAT KESZITESU ABRA)

5. ABRA A ZEBRADANIO LARVAK ELHELYEZESERE SZOLGALO, 96 LYUKU SEJTTENYESZTO LEMEZ (FORRAS:
SAJAT KESZITESU ABRA)
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A viselkedést vizsgalod rendszer folyamatosan felvételeket készitett (infravords fényre
érzékeny kamera segitségével) a larvak mozgasarol, 10 perc vilagos, 20 perc s6tét majd (jbol
10 perc megvilagitott periodusok folyaméan. A ZebralLab szoftver abban volt segitségiinkre,
hogy meghatarozta a felvételek alapjan, a kis finom-mozgésokkal megtett tavolsagokat, illetve
a nagyobb mértékii, durvabb mozgasokkal megtett tdvolsagokat. Ezeket az adatokat a szoftver
percre vonatkozdan dsszesitette, egyedenként.

A larvék altal mutatott, perces felbontasban megfigyelhetd mozgas-mintazat alapjan
kiértékeltiik a fény-sotét atmenet el6tti 10 perc sordn, valamint az atmenetet kdvetd egy perc
folyaman mutatott lokomotoros aktivitast. Ez utdbbi egy perces periodus kiilon értékelését a
zebradanio larvékra kontroll koriilmények kozott jellemzo, fény lekapcesoldsara adott gyors,
nagymértékii mozgasaktivitas novekedés indokolta.

A viselkedésvizsgalatot harom fliggetlen ismétlésben (fliggetlen ikratételek), harom belsé

ismétléssel, ismétlésenként nyolc larvaval végeztiik (N =3 x 3 x 8 =72 larva / csoport).

Zebradanio vilagos-sotét preferencia teszt

Az Ace-K-expozicidnak kitett, 120 o6rds zebradanid larvak viselkedésének tovabbi
vizsgalatat a vilagos-sotét preferencia teszt képezte. Ehhez olyan, kozvetlenill erre a célra
kialakitott, 10 cm 4tmérdjt Petri-csészéket alkalmaztunk, amelyek egyik fele matt fekete szind,
igy a fény errdl az oldalrol torténd beszlirddése megakadalyozott. A Petri-csészébe 40 ml
embrié médiumot toltdttiink. A teszt megkezdése elbtt a Petri-csészék kdzepébe alulrol nyitott,
1 cm atmérdji szlir6kosarkakat (gytrii) helyeztiink, melyekbe ismétlésenként 10 larvat tettliink

(6. 4bra).
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6. AiBrRA10 CM ATMERGIJU MODOSITOTT PETRI-CSESZE, BENNE A SZUROKOSARKA (FORRAS: SAJAT
KESzIiTESU ABRA)

A teszt inditasakor a gytiriket 6vatosan kiemeltiik, majd visszahelyeztiik a Petri-csésze
tetejét (7. abra). A megvilagitott teriileten 4 mérési pontban digitalis fénymérd segitségével
meghatdroztuk a megvilagitas mértékét (LUX). A teszt megvilagitasatol szamitott, elsd és
masodik ordban, leszamoltuk a Petri-csésze vilagos térfelén tartozkodo6 zebradanio larvakat, a
larvak megzavarasa nélkiil (7. dbra). A vizsgalat 24 £0,5 °C hémérsékleten zajlott. A tesztet

harom belsé ismétléssel, ismétlésenként 10 larvaval végeztiik el (N =3 x 10 =30 larva/csoport).

<

1)

)

7. ABRASOTET-FENY PREFERENCIA TESZT, MEGVILAGITOTT TERBEN TARTOZKODO LARVAK SZAMA
(FORRAS: SAJAT KESZITESU ABRA)
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Statisztika

Az adatok statisztikai értékelése folyamdn, els6ként Shapiro-Wilk normalitési tesztet
hajtottunk végre. Az adatok eloszlasa alapjan, a normalitasi tesztet kdvetden, paraméteres
ANOVA-t és Dunnett-féle post hoc tesztet vagy nem-paraméteres ANOVA-t (Kruskal-Wallis
préba) és Dunn-féle post hoc tesztet végeztiink GraphPad Prism szoftver segitségével. A
statisztikailag igazolhato kiilonbségeket p< 0,05 érték fliggvényében hataroztuk meg. A
tanulmany sordn megfigyelt eredményeket, atlag + szoras formdban prezentdlom. A
statisztikailag igazolhat6 kiilonbségeket a mellékletekben feltiintetett diagramon a megfeleld

oszlop felett egy csillaggal jeloltem.

Bioetikai allasfoglalas

Az Eurdpai Parlament és a Tandcs tudomanyos célokra felhasznalt allatok védelmérdl
sz616 (2010/63/EU) iranyelvei alapjan a kizarolag 6nalldan nem taplalkozé stadiumi halakon
végzett kisérletek nem engedélykotelesek. A vizsgalataink folyaman nem alkalmaztunk

onalldan taplalkozo stadiumu egyedeket.
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Eredmények és értékelésiik

Az embrionalis aceszulfam-kalium-expozicio zebradaniok morfologiajara

gyakorolt hatasai

Vizsgéalataink soran nem tapasztaltunk pusztulast, valamint jelentés mértéki
deformitasokat a zebradanio larvdkndl az egyes kezelési (és kontroll) csoportokban. Az
embriondlis Ace-K-expozici6 nem eredményezett drasztikus morfologiai eltéréseket,
ugyanakkor a 200 pg/l Ace-K koncentraciohoz tartozd csoportok esetén enyhe, de
statisztikailag igazolhato csokkenés mutatkozott meg a kontroll csoporthoz viszonyitva a
standard testhosszban, teljes testhosszban, a larvalis bélhosszban, és az iszoholyag méretében

crer

egyarant. Valamint a koponya dorsalis régiojanak teriiletében a két legnagyobb
tekintetében nem tapasztaltunk szamottevo eltéréseket, ugyanakkor a horizontéalis szematmérd
esetén egy enyhe, de statisztikailag igazolhatdé csokkenés mutatkozott meg a legnagyobb
kezelési csoport esetén a kontroll csoporthoz viszonyitva (200 pg/l). A 8. abran latni lehet a
120 oras zebradanié larvak oldalnézeti felvételét, a kiilonbozo koncentracioknak Kkitett
csoportokbol. A kovetkezd dbra (9.4bra) mutatja a morfologiai mérések eredményét, a
csillaggal jelolt oszlopokban lehet latni a statisztikailag igazolt kiillonbségeket a kontroll
csoporthoz viszonyitva. A szem teriiletében, valamint a szik-bélrendszer teriiletében nem
tudtam kimutatni statisztikailag igazolhat6 kiilonbéget egyes csoportokban a kontroll csoport
egyedeihez képest.

Ez idaig meglehetdsen kevés kutatomunka vizsgalta az Ace-K zebradanié embridkra
gyakorolt hatasait. Hasonldan az ltalunk kapott eredményekhez, (Saputra és mtsai. 2021) nem
tapasztaltak szignifikans kiilonbséget a mortalitasban a kontroll és kezelt csoportok kdzott az
altalunk is vizsgélt Ace-K koncentracio tartomanyon beliil. Mindemellett 72 6ras zebradanio
embrioknal statisztikailag igazolhatd ndvekedésrél szamolnak be a szivverés frekvencidjaban,
100 pg/l Ace-K expozicid esetén. A szivet érintd morfologiai elvaltozasokat (pl. perikardialis
6déma) tekintve ugyanakkor nem mutatkoztak meg kiilonbségek.

A szakirodalomban nem taldltam olyan kutatdsokat melyek bizonyitékokkal tudtik
alatdmasztani, hogy az Ace-K-expozicié okoz drasztikus morfologiai elvaltozast, valamint

teratogenitast emlds modelleknél.
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Osszességében elmondhatd, hogy a vizsgalataink soran az embrionalis Ace-K-expozicio
enyhe mértékii morfologiai eltéréseket okozott a zebradanid larvakban, amelyek hatterében

htz6d6 mechanizmusok tovabbi feltar6 munkat igényelnek.

.

e e R S ——

8. ABra120 ORAS ZEBRADANIO LARVAK MIKROSZKOPPAL KESZITETT KEPE, KULONBOzO ACE-K
KONCENTRACIONAK KITEVE (FORRAS: SAJAT KESZITESU ABRA)
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9. ABRA AZ ACESZULFAM-KALIUM-EXPOZzICIO 120 ORAS ZEBRADANIO LARVAK
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MORFOLOGIARA

GYAKOROLT HATASA. K: KONTROLL; *: STATISZTIKAILAG IGAZOLHATO KULONBSEG A KONTROLLHOZ
VISZONYITVA, P < 0.05 (FORRAS: SAJAT KESZITESU ABRA)
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10. ABRAAZ ACESZULFAM-KALIUM-EXPOzIiCIO 120 ORAS ZEBRADANIO LARVAK SZEMTERULETRE
GYAKOROLT HATASA. (FORRAS: SAJAT KESZITESU ABRA)

Az embrionalis aceszulfam-kalium-expozicio zebradaniok viselkedésére

gyakorolt hatasai

Az Ace-k expozicido nem eredményezett nagymértéki eltéréseket a 120 oras larvak kis,
finom-mozgasokkal és nagy, ,,durvabb” jellegli mozgasokkal megtett tavolsagait tekintve.
Erdekes modon azonban a legnagyobb, 200 pg/l Ace-K koncentraciohoz tartozd csoportok
esetén a sotét periddust megelézO vilagos szakaszban statisztikailag igazolhatdo mértékd,
emelkedett mozgés-aktivitas volt megfigyelhetd, mind a finomabb, mind a nagyobb mértékii
mozgasokkal megtett tadvolsagokra vonatkozoan egyarant a kontroll csoporthoz képest (8., 9.
abra). Emellett azonban koncentracid fiiggd emelkedd tendenciat ebben a kezdeti vildgos
periddusban nem tapasztaltunk. A vildgos-sotét &tmenetet kovetden minden csoportban hirtelen
bekovetkezd mozgésaktivitds ndvekedés jelentkezett. Ez a megndvekedett mozgasaktivitas a
fény lekapcsolasat kovetd percben a nagyobb Ace-K koncentracidkhoz tartozo csoportok esetén
meghaladta a kontroll aktivitasat (els6 sorban a nagy mozgasokkal megtett tavolsagokra
vonatkozoan), azonban ez esetben statisztikailag igazolhatd kiilonbséget nem mutattunk ki. A

sOtét periodusban a kis mozgasokkal megtett, percenként Osszesitett tavolsagok fokozatos

28



csOkkenést mutattak, mig a nagy mozgasok mennyisége a sotét periddus kezdetét kovetd
masodik percben mar visszaallt kdzel a kiindulasi allapotra, ezt kovetéen pedig enyhe emelkedd
majd csokkend ivet jart be (10., 11. abra). Ezekben a periddusokban mar nem tapasztaltunk
lathato kiilonbséget az egyes csoportok kozott. Erdekes modon a sotét periodus kovetd vilagos
periddusban a 200 pg/l Ace-K koncentracidhoz tartozd csoportok esetén a larvak
mozgasaktivitasa fokozatos novekedést mutatott a tobbi csoporthoz képest (8., 9. dbra). Ennek
a jelenségnek a tovabbi vizsgalata ujabb, nagyobb iddintervallumokra kiterjesztett

fényperiodusok bevondsat szorgalmazza.
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11. ABRAEMBRIONALIS ACE-K-EXPOZiCIO HATASA A ZEBRADANIO LARVAK KIS, FINOM-MOZGASOKKAL
MEGTETT ATLAGOS TAVOLSAGARA. K: KONTROLL; A: SOTET PERIODUS ELOTTI SZAKASZ; B: FENY-SOTET
ATMENETET KOVETO PERC; *: STATISZTIKAILAG IGAZOLHATO KULONBSEG P <0,05 (FORRAS: SAJAT
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12. ABRAEMBRIONALIS ACE-K-EXPOzZiCl® HATASA A ZEBRADANIO LARVAK, NAGYOBB, DURVA
MOZGASOKKAL MEGTETT ATLAGOS TAVOLSAGARA. K: KONTROLL; A: SOTET PERIODUS ELOTTI SZAKASZ;
B: FENY-SOTET ATMENETET KOVETO PERC; *: STATISZTIKAILAG IGAZOLHATO KULONBSEG P
<0,05(FORRAS: SAJAT KESZITES(U ABRA)

Az Ace-K expozicié zebradanidk viselkedésére €s idegrendszerére gyakorolt hatasait
tudomasunk szerint csak felndtt egyedeken vizsgalta néhany kutatomunka (Dong et al. 2020).
Embrionalis Ace-K-expozicid neurotoxikus vagy viselkedésbeli elvaltozast okozé hatasairdl a
nem taldltam kutatomunkdkat a szakirodalomban. Az embriondlis Ace-K expozicid
lokomotoros aktivitast €s vildgos-sotét ingerre adott valaszreakciot érintd kdvetkezményei
ugyanakkor szinte még ismeretlenek. Kronikus Ace-K expozicionak kitett felndtt

zebraddnioknal igen jelentds, komplex viselkedésbeli kiilonbségeket tapasztaltak, amelyek
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tobbek kozott megvaltozott fény-preferenciaban, szocidlis viselkedésben, tanuldsban,
neurotranszmitter-atvitelben jelentkezett (Dong et al., 2019). A mi eredményeinkhez hasonld
minazatot mutattak mas édesitoszerekkel végzett tanulmanyok is felndtt zebradanié egyedek
esetében, amiket mar a szakirodalmi attekintésben részleteztem. Emldsok esetén szintén
korlatozott mennyiségli informacid all rendelkezésiinkre az in utero Ace-K kitettség utdédok
viselkedésére, idegrendszerére gyakorolt hatdsairol. Az eddigi ide vonatkozd tanulmanyok
els6sorban a taplalékfelvételben, illetve azt meghatarozd iz-preferenciaban bekovetkezd
eltéréseket emelik ki (Morahan et al., 2020; Zhang et al., 2011).

Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy az embriondlis Ace-K-expozicié enyhe
mértékben kihatassal volt a zebradanid larvak lokomotoros aktivitasara, nagymértéki
viselkedésbeli valtozasokat — ellentétben a feln6tt zebradédnidkra vonatokozo szakirodalmi

eredményekkel — azonban nem tapasztaltunk a csoportok kozott.

Az embrionalis aceszulfam-kalium-expozicio zebradanio larvak sotét-fény

preferenciajara gyakorolt hatasa

Az Irodalmi attekintés cimii fejezetben mar emlitettem, hogy a kiilonb6z6 non-nutritive
édesitdszerek expozicidja hatassal volt a felnétt zebradanido modellek sotét térben 1évo
aktivitasara.

A sotét-vilagos preferencia-vizsgalat sordn a teszt inditadsakor a Petri csésze kozepére
helyezett zebradanid larvak a vilagos térfél felé orientalddtak, majd pedig a 2 6ras inkubacios
periddus soran dontd tobbségben a vilagos térfélen tartozkodtak. Nem volt statisztikailag
kimutathat6 kiilonbség a kontroll és kezelési csoportok kozott (12. abra).

Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a vizsgélt 2 6rds periddusban az altalunk
alkalmazott koncentraci6 tartomanyban az embrionalis Ace-K -expozicidé nem eredményezett

kiilonbségeket a larvak sotét-vilagos preferencidjaban.
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13. ABRAEMBRIONALIS ACE-K-EXPOZiCIO HATASA A ZEBRADANIO LARVAK SOTET-FENY
PREFERENCIAJARA, K: KONTROLL (FORRAS: SAJAT KESZITESU ABRA)
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Kovetkeztetések és javaslatok

Osszességében elmondhato, hogy a morfoldgiai elvaltozasokat tekintve az aceszulfam-
kalium-expozicié nem okozott drasztikus elvaltozasokat, ugyanakkor bizonyos paraméterek
esetében enyhe mértékli csokkenés mutatkozott. A megfigyelt jelenség hatterében 1€vo
mechanizmusok azonositasa és vizsgalata érdekében, tovabbi célzott és részletes kisérletekre

van sziikség.

A viselkedés vizsgalatok alapjan elmondhatd, hogy az Ace-K-expozicio Kkitettség
hatéséara, enyhe mértékben megvaltozott a zebradanid larvak lokomotoros aktivitasa, de nagy
mértékil viselkedésbeli elvaltozasok nem voltak tapasztalhatok a kiilonb6z6 csoportok kozott.
A sotét periodus utan kovetkezd vildgos peridodusban, a 200 pg/l aceszulfdm-kalium
koncentracionak Kkitett csoportokban a zebradanid larvak mozgasaban statisztikailag
kimutathat6 aktivitdas novekedést mértiink. Ezen jelenség pontosabb ismeretére ¢&s
kimutatasahoz, tovabbi vizsgalatok sziikségesek, nagyobb iddintervallumok és tovabbi
fényperidoédusok bevonasa, valamint nagyobb egyedszdmban végzett kisérletek javasoltak.
Mivel a feln6tt zabradanio egyedekkel végzett kisérletek eredményei jelentds viselkedésbeli és
neurotoxikus hatasokrol szamoltak be az aceszulfam-kalium-expozicidt kovetden, ezért a

tovabbi kiterjesztett vizsgalatok elvégzését szorgalmazom.
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Osszefoglalas

A kiilonb6zé mesterséges édesitOszerek hasznalata az élelmiszeriparban nagy
népszeriiségnek orvend. megtalalhatok a boltok polcain 1évé termékekben, felhasznaljak
éttermekben és az élelmiszer feldolgozasban. A cukros iditék és élelmiszerek elkeriilése
érdekében egyre tobb ember fogyasztja a mesterséges édesitdszerekkel késziilt termékeket.
Mindezzel parhuzamosan az elmult évtizedekben egyre tobb kutatomunka tiizte ki célul ezen
vegyiiletek huménegészségiigyi kockdzatainak a feltérképezését. A szakirodalom mara mar
szamos kérdést vet fel a kiilonbozd mesterséges édesitoszerek karos kdrnyezeti és egészségiigyi
hatasaval kpcsolatban. Ezek koziil kiemelt jelentdséggel birnak a fejlddé embridra gyakorolt
hatdsokra fokuszald kutatdsok. Az embriondlis fejlédés soran kapott ingerek, hatdsok

meghatdrozoan hatnak a magzat méhen kiviili és felnéttkori életére is.

Az aceszulfam-kalium az egyik leggyakrabban alkalmazott édesitszer, amely képes
atjutni a placentan és szamottevé mennyiségben megjelenni a magzati keringésben, valamint a
magzatvizben egyarant. Az embrionalis aceszulfam-kalium-expozicié6 nem kivant bioldgiai
hatasairdl a szakirodalomban azonban meglehetdsen kevés eredmény érhetd el jelenleg. Ezért
ennek a kutatdmunkanak a céljat az embrionalis aceszulfam-kalium- expozicié feltérképezése
képezte egy human betegségek modellezésében is gyakran alkalmazott modellorganizmus, a
zebradanio segitségével. A zebradanio fehérjéket kodold génjei 72 %-nak van funkcionalis
megfeleldje a human szervezetekben, kiils6 megtermékenyitése miatt jol nyomon kdvethetd az
embriondlis fejlédése, ezért megfelelé modell a kisérletiink elvégzéséhez.

Az ép 8-16 sejtes allapotban 1évd larvak a megtermékenyitést kovetd 120 ora leteltéig
voltak kitéve az aceszulfam-kalium-expozicionak, kiilonbozd Ace-K koncentracidk szerint
csoportokra bontva (25,50,100,200 ng/l). A morfologiai vizsgalat mellet, az Ace-K expozicid
viselkedésre és a sOtét-fény preferenciara gyakorolt hatdsanak vizsgalatara iranyul6 vizsgalatok
is elvégzésre keriiltek.

Az altalunk alkalmazott, humén kitettség szempontjabol potencidlisan relevans
koncentraciokkal torténé embrionalis Ace-K-expozicid nem okozott drasztikus elvaltozasokat,
sem morfologiai, sem pedig viselkedésbeli tekintetben. Ugyanakkor a legmagasabb
koncentracioval (200 pg/l) kezelt vizsgalati csoportok esetében enyhe mértékli, de
statisztikailag mar igazolhaté cs6kkenés mutatkozott a kontroll csoporthoz képest a vizsgalt

morfoldgiai paraméterekben, ide tartozik a standard és a tényleges testhossz, a larvalis bélhossz,
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crer

atmérdje. Mindemellett, az Ace-K-expozicid kihatassal volt a larvak lokomotoros aktivitasara,
elsd sorban a megvilagitott periddusok alatt, a legnagyobb koncentracionak (200 pg/l) kitett
csoportokban nagyobb mozgasaktivitast tapasztaltunk, azonban az expozicid6 nem valtoztatta
meg azok fény-preferencidjat. Eredményeink alapjan, valamint tekintetbe véve a
szakirodalomban megjelend, felndtt zebraddnioknal tapasztalt viselkedésbeli eltéréseket,

crer

viselkedésvizsgalatok elvégzése valik sziikségessé.

Itt érdemes kiemelni, hogy jelen kutatomunka az embrionalis fejlddés végére fokuszalt,
ugyanakkor az embriondlis expozicid hosszu tavu kdvetkezményeinek feltarasa kiemelten
fontos. Ezen tovabbi munkdk sordn érdemes kiemelt hangsulyt fektetni emellett az
immunrendszerre gyakorolt hatdsok megismerésére is, f0ként, mivel ezen a teriileten az Ace-K

expozicid tekintetében szinte alig rendelkeziink ismeretekkel.

Kutatémunkank eredményei reményeink szerint kiindulasi alapot képeznek egy hosszabb
tavu vizsgalatsorozatnak, amelynek soran ujabb, molekuléris, immunolégiai és bioinformatikai
vizsgalomodszerek bevonasaval lehetévé vélik az Ace-K embriondlis hatdsainak minél

részletesebb feltérképezése.
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MATE Szervezeti &s Milkodési Szabélyzat

Ill. Hallgat6i Kévetelményrendszer

Il.1. Tanulmanyi és Vizsgaszabalyzat

6.13. sz. fiiggeléke: A MATE egységes szakdolgozat /
diplomadolgozat / zarédolgozat / portfolid készitési ttmutatdja
4.1. sz. melléklete: Konzulensi nyilatkozat

NYILATKOZAT

Lo NikeleH {(név) (hallgaté Neptun azonositéja: \S'C‘P- MTU )
konzulenseként nyilatkozom arrdl, hogy a
zérédolgozatot/szakdolgozatot/diplomadolgozatot/portféliot? attekintettem, a hallgatét az
irodalmi forrdsok korrekt kezelésének kovetelményeirdl, jogi és etikai szabdlyairdl
tdjékoztattam.

A zérédolgozatot/szakdolgozatot/diplomadolgozatot/portfélist a zardvizsgan torténd
védésre javaslom / nem javasiom?.

A dolgozat dilam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: igen nem*3

Kelt: _Ac2 (. év AG . hé__30 . nap

u—fl\

belsd konzulens

1 A megfeleld dolgozattipus meghagyasa mellett a tobbi tipus tériendd.
2 A megfelel§ aldhtzandé.
3 A megfeleld aldhtzandé.
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