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Előadó
Bemutató megjegyzései
1. dia:
Tisztelt Elnök Úr, hallgatóság a A nátrium-fluorid szubletális hatása zebradánió (Danio rerio) embriókra és lárvákra
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Bevezetés
•

 
A fluor legnagyobb mennyiségben a vizekben található.

•
 

Antropogén hatások is befolyásolhatják a mennyiségét.
•

 
A fluor kémiai tulajdonságai miatt csak fluoridok 
formájában kerülhet a szervezetbe.

Fluorapatit CaF2

Előadó
Bemutató megjegyzései
A fluor illetve ionos formája a fluorid a természetben számos helyen előfordul, legnagyobb mennyiségben a vizekben található. Természetes formái: a fluorapatit CaF2, cryolite. Egyike a legelektronegatívabb elemeknek, és mint ilyen rendkívül reakcióképes, erős oxidálószer.  A fluor kémiai tulajdonságai miatt csak fluoridok formájába kerülhet a szervezetbe. A felszíni vizek különböző mértékben tartalmaznak fluoridot. Egyes vulkanikus területeken a vizekben mért mennyisége igen magas lehet. A vizek fluorid tartalmát  antropogén hatások is növelhetik,  az aluminium kohászat, az üveg- téglagyártás, valamint a mezőgazdaságból származó peszticidek és műtrágyák jelentős szennyezőforrások.
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Bevezetés
•

 
A fluorid megtalálható a csontokban és a 
fogzománcban.

•
 

Szükséges a fogzománc kialakulásához, valamint a 
kemény szövetek természetes mineralizációs 
folyamataihoz.

•
 

A fluor csontokra gyakorolt hatása: 
– a csontépítő

 
osteoblastokat mitózisra serkenti

–gátolja a csontbontó sejtek működését 

Előadó
Bemutató megjegyzései
A fluor megtalálható a fogzománcban és a csontokban. A szervezetben található fluorid 95%-a kemény szövetekben deponálódik. A fluorid alapvetően szükséges a fogzománc kialakulásához, valamint a kemény szövetek természetes mineralizációs folyamataihoz. Emberbe jutva elsősorban a csontokban és a fogakban koncentrálódik. A fluor csontokra gyakorolt hatása hogy a csontépítő osteoblastokat mitózisra serkenti, aktivitásukat fokozza, illetve, a csontszövet szervetlen állományának legnagyobb részét alkotó hidroxiapatit- kristályba beépülve (fluoroapatit) gátolja a csontbontó sejtek hatását.
A fluorid káros hatásai hosszú évtizedek óta foglalkoztatják a kutatókat. Ezen idő alatt derült fény többek között genotoxikus, és teratogén hatására is, illetve a túlzott mértékű fluorid felvétel beavatkozik a szénhidrát, lipid, protein, enzim és ásványi anyag forgalomba és fluorózis alakulhat ki
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Bevezetés
•

 
Túlzott fluor felvétel fluorózishoz vezethet.

•
 

Több formája létezik:
–

 
Fog

–
 

Vázrendszer

•
 

Halakra gyakorolt hatása: tömegvesztés, kezdeti 
agresszivitás majd apátia, egyensúlyvesztés, 
tetánia

Forrás:http://bestmeal.info/food/fluoridation.shtml 

Forrás: Barlett et al. 2005 

Előadó
Bemutató megjegyzései
Sok országban a fogszuvasodás megelőzése végett fluoriddal dúsítják az ivóvizeket, illetve sok ásványvíz is tartalmaz 1-1,4 mg/l mennyiségben. Magyarországon az ivóvízben a fluorid-ion egészségügyi határértéke 1,7 mg/l.
A fluorózisnak több típusú tünete létezik, az egyik a fogakat érintő fluorózis, a másik ennek súlyosabb formája a vázrendszert is érinti. A fogakat érintő fluorózis során elszíneződik a fogzománc. A fogakon először fehér és sárga fénylő foltok, csíkok jelennek meg, amelyek később barnává válnak, és végül elfeketednek és kilyukadnak Ezzel egyidejűleg a fogzománc felülete egyenetlenné és durvává válik. A vázrendszert érintő fluorózis a fiatal és az idősebb korosztályt egyaránt érintő probléma. Általában akkor figyelhető meg, ha az ivóvíz 3-6 mg/l mennyiségben tartalmazott fluoridot. Ebben az esetben a fluorózis tünetei lehetnek a súlyos gerinc, ízületi és csípő fájdalom; a gerinc és az ízületek merevsége, a csontok sűrűsége, növekedése; paralízis
A fluorózis tüneteit szivárványos pisztrángon (Oncorhynchus mykiss), pontyon (Cyprinus carpio), aranyhalon (Carassius auratus auratus) írták le). A betegség tömegvesztéssel, kezdetben agresszivitással majd apátiával, előrehaladottabb állapotban pedig egyensúlyvesztéssel, tetániával és végül elhullással jár. Zebradániókkal végzett kísérletnél leírták hogy a kezelt csoportok garatfog felszíne durvává vált.

Forrás!!!!
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Célkitűzés

Kísérletünk elsődleges célja: a fluorid ion 

zebradánió (Danio rerio) lárvák porc és 

csontfejlődésére gyakorolt hatásának vizsgálata.
↓

Porc-csont átalakulást hogyan befolyásolja a 
fluorid terhelés

Előadó
Bemutató megjegyzései
Kísérletünk elődleges célja a fluorid ion zebradánió lárvák porc és csontfejlődésére gyakorolt hatásának vizsgálata…. Porc csont átalakulást vizsgáljuk, hogy hogyan befolysolja a fluorid terhelés
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Zebradánió (Danio rerio)

Előadó
Bemutató megjegyzései
A tudomány számára a magyar származású, de az Egyesült Államokban élő Streisinger György fedezte fel ezt a fajt. Közkedveltségének. Az embriók fejlődése az átlátszó ikrahéjon keresztül jól megfigyelhető és nyomon követhető. Az embriók 24 órás korukra az összes létfontosságú szervvel rendelkeznek, termékenyülés után 72 órával pedig kikelnek a lárvák, illetve az első csont, mely a zebradánió embrionális fejlődése során megjelenik a cleithrum. . Már 72 órával a termékenyülés után megkezdődik a cleithrum porcszövetben a mineralizáció, 96 órával a termékenyülés után már látható volt kalcifikáció a garatfogaknál, 120 órával termékenyülés után pedig a kalcifikáció a cleithrumon és a garafogon kívül kierjedt már az operkulumra is. 

majd ezt követően 2-3 nap alatt elúsznak és megkezdik önálló táplálkozásukat.
Széles körben használják fejlődésbiológiai és genetikai, viselkedésbiológiai, tumorbiológiai, keringési betegség,  idegrendszeri betegség és ökotoxikológiai vizsgálatokhoz. 
°C hatása fontos!!!!!!
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Anyag és módszer
•

 
Vizsgálatainkhoz  zebradánió (Danio 
rerio)  AB vonalból származó 
egyedeket használtunk fel.

•
 

50 mg/l, 100 mg/l, 200 mg/l, 300 
mg/l, 400 mg/l,  500 mg/l 
koncentrációkkal és 3 ismétlésben 
végeztük a kezelést 
[n=(3x250)x7=5250].

•
 

A NaF oldatok cseréje naponta 
történt.

•
 

5 napos kortól 10 napos korig vettünk 
mintákat.

Előadó
Bemutató megjegyzései
A kísérletet a Halgazdálkodási Tanszék zebradániós laboratóriumában végeztük. A kísérletekhez zebradánió AB vonalat használtunk. Először az anyákat leszaporítottuk. Az ikráikat átválogatás után bontott csoportokban 100 cm átmérőjű Petri-csészébe helyeztük. A kísérlet során 50, 100, 200, 300, 400, 500 ppm-es nátrium-fluorid oldattal kezeltük az embriókat 10 napon keresztül. Minden koncentráció esetében a kezelést 3 ismétlésben végeztük, kontroll csoportok alkalmazásával. Az oldatok cseréje naponta történt. Az 5. naptól kezdve a 10. napig, naponta mintákat vettünk szövettani vizsgálathoz és teljes testen történő porc-csont festéshez.
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Anyag és módszer
•

 
Szövettani vizsgálatok: 15 egyedet helyeztünk 8 %-os 
pufferolt formalinba.

•
 

A teljes testen történő
 

csont-porc festéshez: 12 
egyedet helyeztünk 4%-os PBS-ben oldott 
paraformaldehidbe

•
 

Szövettan: hematoxilin-eozin festés

•
 

Csont-porc: alizarinvörös-alciánkék kombinált festés

Előadó
Bemutató megjegyzései
Szövettani vizsgálatok elvégzéséhez minden nap 15 egyedet helyeztünk 8 %-os pufferolt formalinba. A teljes testen történő porc-csont festéshez 12 egyedet helyeztünk 4%-os PBS-ben oldott paraformaldehidbe minden nap. A szövettani metszetek elkészítése és elemzése az Állatorvos-Tudományi Kar Patológiai Tanszékén történt. A metszetek festése során a metszetekről teljes áttekintést adó hematoxilin-eozin festést alkalmaztuk.
A kalcifikáció kimutatására a halgazdálkodási tanszéken csont-porc festést, úgynevezett  az alciánkék-alizarinvörös kombinált festési eljárást alkalmaztunk, amelynek során a csontos elemek vörösre-lilára, a porcos elemek kékre festődnek. 
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Eredmények

Az átlagos elhullási eredmények az egyes kezelések 
esetében

Előadó
Bemutató megjegyzései
Láthatóak a vizsgálat teljes ideje alatt tapasztalt átlagos elhullási eredmények az egyes kezelések esetében. Az 500 mg/l-es kezelés kivételével a többi csoportban az átlagos mortalitás nem érte el a 10%-ot. A statisztikai értékelés során nem találtunk szignifikáns különbséget az egyes kezelések elhullási eredményeinek összehasonlításakor.
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Eredmények

A kontroll 10. napos lárva 
belső

 
füléről és annak porcos 

vázáról készült metszet. 

Az 500 mg/l 10. napos lárva 
belső

 
füléről és annak porcos 

vázáról készült metszet.
KSZ: kötőszövetes beírat

 

KSZ 

Előadó
Bemutató megjegyzései
A halak egyensúlyozó- és hallószerve a koponyába zárt belső fül.
A vizsgálatba vont lárvák kórszövettani vizsgálatával megállapíthattam, hogy bár a porcképződés beindul, de a későbbi csontosodásnak semmi morfológiai nyomát nem tapasztaltam. A porcszövetben a koncentráció és a behatás időtartamának a kontrollokhoz képest csak enyhébb kórszövettani elváltozásokat mutattam ki. Az 500 mg/l 10. napos lárva belső füléről és annak porcos vázáról készült metszeten megfigyelhető, hogy a  csontképződést megelőzően differenciálódó porcszöveti szerkezetben kötőszövetes beírat látható.
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Eredmények

A kontroll 10. napos lárva 
koponyaalapját képező

 porcszövet metszete.
AP: az agy ép szövete

Az 500 mg/l 10. napos lárva 
koponyájának porcos vázáról 
készült metszet.
P: piknózis

 

AP 

P

Előadó
Bemutató megjegyzései
Az 500 mg/l 10. napos lárva koponyájának porcos vázáról készült metszeten megfigyelhető a csontképződést megelőzően differenciálódó porcsejtek magjaiban kifejezett piknózis. Ezen kívül megfigyeltük még, hogy a koncentrációk és a behatási időtartam növekedésével halak bőrében a kehelysejtek számának erőteljes megfogyása és az el nem szarusodó laphám sejtsorai számának csökkenése, valamint a vese kiválasztó szövetében a nephronokat képező sejtekben gyakoribb vakuolizáltság volt megfigyelhető.
 
�Piknózis: kromatin zsugoródás 
Apoptotikus sejt zsugorodik, eltűnnek sejtkapcsolatai, lefűződnek róla hólyagok, kromatinja kondenzál, DNS fragmentálódik („létrásodás”)
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Eredmények

10 napos kontroll zebradánió embriók láthatóak laterális (A) és ventráis (B) nézetben. op:
operkulum, cl: cleithrum, gf: garatfogak 

10 napos 200 mg/l NaF-al kezelt kezelt zebradánió embriók láthatóak laterális (A) és ventráis
(B) nézetben. op: operkulum, cl: cleithrum, gf: garatfogak, cs: csigolyák 

Előadó
Bemutató megjegyzései
A vizsgálatba vont lárvák hisztokémiai vizsgálatával megállapíthattam, hogy a vázelemek  kalcifikáció már megkezdődött. A kontroll csoport esetében a 10. napon fixált halaknál már látható volt az egyes váz elemek csont festődése. Itt a cleithrum, az operkulum és az utolsó garatíven látható garatfogak festődtek pirosra.
A 200 mg/l NaF oldattal kezelt halak esetében tapasztaltuk a legintenzívebb csontfestődést a kísérlet során. A termékenyülés utáni 6. napon a cleithrum és az operkulum gyengén festődött alizarinnal és már a 8. napon fixált egyedeknél az utolsó kopoltyúív, a garatfogak is festődtek, majd a 10. napos egyedeknél a gerinchúr craniális vége mellette az első négy csigolyatest is festődött. 


Kontrollnál csak a fixálás miatt
Vissza kell nyúlni az anyag és módszerhez, miért vágtuk? Szöveti szintén bekövetkezik-e a váltás? Célkitűzésbe már bele kell irni!!!
Háttér mi merre elsődleges tünetek
Robi doktori témájához kell
Fejlödő szerv a csont porc fejlődést eltudjuk-e kapni?  Ekg kép? Kicsi hal = nagy hal
Csont nincs szövet de hisztokéma van 
Fixáló mob a ca bele kell rakni…
Kültakaró változások, vese… 
Vese ekg halacskknál is van szövettani elváltozás 
Rövid expoziciónál is 
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Eredmények

8 napos 400 mg/l NaF-al kezelt zeradánió embriók láthatóak laterális (A) és ventráis (B)
nézetben. op: operkulum, cl: cleithrum, gf: garatfog, br: branhiostegális sugár 

10 napos 500 mg/l NaF-al kezelt zeradánió embriók láthatóak laterális (A) és ventráis (B)
nézetben. op: operkulum, cl: cleithrum, gf: garatfog 

Előadó
Bemutató megjegyzései
A 400 mg /l egyedeknél a 7. naptól kezdve volt megfigyelhető az operkulum, a cleithrum festődése, a 8. napon már az 5. kopoltyúív csontosodásának kezdete is alizarin pozitív volt, illetve a gerinchúr legelső, craniális szakasza, valamint a fej mindkét oldalán egy-egy branchiosetgális sugár is.
Az 500 mg/ l egyedeknél a 7. naptól kezdve festödött az operkulum és a cleithrum, valamint a 10. napon már megjelent az utolsó kopoltyúíven látható garatfogak is festődtek
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Összefoglalás
•

 
A csont-porc festés eredményei alapján 
megfigyelhető

 
volt, hogy 10. napos halaknál már 

egy jelentős kalcifikáció zajlott.
•

 
A kórszövettani vizsgálatok eredményei alapján 
látható, hogy nőtt a különböző

 
szöveti elváltozások 

gyakorisága.

↓
A jövőben érdemes lenne vizsgálni a fluorid vesére 

gyakorolt hatását. 

Előadó
Bemutató megjegyzései
Legjobban ca a zárcsont kopoltyúiv kopfedő nem mobilizálódott… itt már jelentős beépülés, de szövettannál még nem volt
Porc berakodik a ca
Molekuláris módszerekkel is szeretnénk igazolni… 
Kórszövettannál nincs nagy, kisebb nagyobb elváltozsok, vesét jobban kifejteni, vissza utalni rövid idő után is gondok vannak veseká
Tehát a fluor halaknál cél szerv lehet a vese
Ion háztartás zavar, anyagcserez.





A csont-porc festés eredményei alapján egyértelműen látszik, hogy bár még nem jelentek meg az osteoblast sejtek, mégis a 10 napos halaknál már egy jelentős kalcifikáció zajlott. 
A kórszövettani vizsgálatok eredményei alapján látható, hogy a koncentráció és az expozíció növekedésével nőtt a különböző szöveti elváltozások gyakorisága. A kopoltyú és a kültakaró hámrétegben megjelenő, regresszív elváltozások jól magyarázhatóak a fluorid ion igen reaktív mivoltával, illetve azzal hogy ezek a szövetek folyamatosan direkt érintkeztek az oldattal.
A jövőben a halakkal és fluoriddel kapcsolatos vizsgálat esetében mindenképen érdemes lesz a vese, mint indikátor elváltozásait vizsgálni. E mellett pedig érdemes lenne megvizsgálni molekuláris szinten is, hogy a rövid és hosszú távú fluorid kitettség milyen változásokat indukál a vesében.
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Köszönöm a figyelmet!
A munka a GOP 1.1.1‐11‐2012‐0079, a KMR_12‐1‐2012‐0221 és az Emberi 

 Erőforrások Minisztériuma 8526‐5/2014/TUDPOL  projektek támogatásával 
 valósult meg. 
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