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1 ROVIDITESEK JEGYZEKE

ATP Adenozin-trifoszfat

AVF Aliivibrio fischeri

BLYAS  Bioluminescent yeast androgen screen

BLYES  Bioluminescent yeast estrogen screen

BLYR Bioluminescent yeast reporter

BSA Marha szérum albumin (bovine serum albumin)
cAMP Ciklikus AMP (adenozin-monofoszfat)

CPS fotonbecsapddas/masodperc (counts per second)

CYP19  Aromatdz enzimet kodolo gén

DEA Deetil-atrazine
DHT 5-a-dihidrotesztoszteron
DIA Deizopropil-atrazine

DMSO dimetil-szulfoxid

DTso féléletidoé (mely alatt egy vegyiilet kiindulasi mennyiségének 50%-a elbomlik)
E2 17-B-etinilosztradiol

ECs 50%-os hatast kivaltd koncentracié (effective concentration)

ED Endokrin diszruptor

EDC Endokrin diszruptor vegytilet (endocrine disrupting chemical)

EFSA Eurdpai Elelmiszerbiztonsagi Hatosag (European Food Safety Authority)

ETC Elektrontranszport lanc (electron transport chain)

FCS Fotalis borju szérum (fetal calf serum)

H295R Human adrenokortikalis karcinoma sejtvonal

IARC Nemzetkdzi Rakkutatdo Ugynokség (International Agency for Research on Cancer)

LCs Tesztorganizmusok 50%-anak pusztulasat okozo letalis koncentracio

LDsg Tesztorganizmusok 50%-anak pusztulasat okozo letalis d6zis

LOEC Legalacsonyabb, megfigyelhet6 hatast kivaltdé koncentracio (Lowest-observed-effect
concentration)

NAD Nikotinamind-adenin-dinukleotid

OCSPP  Office of Chemical Safety and Pollution Prevention (US EPA)

US EPA  Amerikai Egyesiilt Allamok Kornyezetvédelmi Hivatala (Environmental Protection
Agency)

WHO Egészségiigyi Vilagszervezet (World Health Organization)

YMM Elesztd minimal tapoldat (yeast minimal medium)
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2 BEVEZETES

Az elmult fél évszazadban az emberi populdcid duplajara ndvekedett, melyhez hasonld
iitemben emelkedett a globalis mezdgazdasagi termelés mértéke is. Azonban a megmivelhetd
terliletek nagysdga mindossze csak 10%-kal nétt, a vilagnépesség ¢Elelmiszerigényeinek
kielégitésére tett eréfeszitések kovetkezménye — tObbek kozott — a felhasznalt peszticidek
mennyiségének drasztikus emelkedése. Haszonnovényeink ¢€s allataink védelmére hasznalt
vegyszeres kezelések soran azonban a hatdéanyagok egy része nem ér célba, a kornyezeti
elemekbe jutva késdbb megjelend, globalis mértékii problémak okozoi lehetnek. A névényvédd
szerek kornyezeti kockazatainak széleskorli ismertetésben ttéré volt 1962-ben Rachel Carson
akkoriban még el nem ismert Néma tavasz cimii miive, melyben a DDT és metabolitjai ragadozé
madarak populacioinak csokkenésére gyakorolt hatasira hivta fel a figyelmet. Azota — amikorra a
modern kornyezetvédelem megsziiletését is dataljuk — hihetetlen tudasbazis alakult ki a
peszticidek nem célszervezetekre és kornyezetre gyakorolt hatasairdl, szdmos nemzetkdzi
egyezmény sziiletett hatdanyagok betiltasarol. Utobbival parhuzamosan azonban tujabbak és
ujabbak jelennek meg, keriilnek a mezOgazdasagi gyakorlat palettajara sokszor anélkiil, hogy a
nem célszervezetekre és kornyezetre gyakorolt komplex karos hatasaikat ismernénk és értenénk.
Az emberiség bioszférat atalakito tevékenysége az ipari-, majd utana a zold forradalommal olyan
mértéklivé valt, hogy mar sajat jollétiinket sot, létiinket veszélyeztetjiik.

Doktori kutatasi éveim soran a PSlI-es fotoszintetikus rendszert gatlo, szimmetrikus
triazinok csaladjaba tartozo két gyomirtd szer hatdanyaggal, az atrazine-nal és terbuthylazine-nal
foglalkoztam. Az atrazine *50-es évek végi bevezetése utan az egyik legnagyobb mennyiségben
gyartott €s felhasznalt herbicid volt vilagszerte, azonban erdsen vizszennyezd tulajdonsagara
hivatkozva a 2000-es évek elején az Eurdpai Unid betiltotta hasznalatat. 1d6kozben Kiterjedt
kutatas eredményeképpen stabilan kdrvonalazodott, hogy a vegyiilet szamos, nem célszervezetre
gyakorol citotoxikus, immunotoxikus, karcinogén, teratogén és a hormonhéztartas természetes
miikodését megzavard hatast mar olyan kis koncentraciokban is Kifejti, melyek gyakran és
elterjedten detektalhatok a kornyezeti elemekben, veszélyeztetve egyes 0koszisztémak jelenleg
normalisnak tartott miikodését. A kutatdsi eredmények ellenére a nemzetkdzi szervezetek
lényegesen kisebbnek itélik az atrazine altal jelentett kockazatot, az EU-n kiviil szamos helyen
jelenleg is alkalmazzak, az Egyesiilt Allamokban a glyphosate utdn mésodik legnagyobb, évi kb.
33 ezer tonnas mennyiségben. A vegyiilet tovabba perzisztens (az abiotikus tényezoktol fliggden
néhany szaz naptol tobb évig is terjed a vegyiilet féléletideje), UV-fénytdl mentes, reduktiv
koriilmények kozé keriilve pedig becsapdazodik, ahol akar évtizedeken keresztiil is megmarad,

ill. tovabb szennyez mas kornyezeti elemeket. Erre ékes bizonyiték, hogy azokban az
5



10.14751/SZIE.2017.092

orszagokban, ahol jelenleg hasznalatos, de az Unid egyes orszdgaiban betiltasa utdn évekkel is a
legtobbszor kimutatott felszini- és felszin alatti peszticid a két leggyakoribb bomlastermékével
egyiitt, és — mivel bolygonk rendszert alkot, ahol minden kérnyezeti elem kapcsolatban van a
masikkal — kimutathat6 sarki jégbdl, tengerek vizébdl, esdvizbdl is, az alkalmazés helyétdl akar
tobb ezer kilométer tavolsagra. A terbuthylazine, ami szerkezetileg egy metil-csoport eltéréssel
megegyezik az atrazine-nal, jelenleg annak helyettesitdjeként hasznalatos az EU-ban. Noha ezt
az anyagot nem vizsgaltdk — még — olyan sok kutatisban, az kezd koérvonalazodni, hogy
perzisztenciaja, valamint egyéb karos biologiai hatasai az atrazine-hoz nagyon hasonloak, €s
kornyezeti elemekbdl elterjedt alkalmazasa miatt szintén a leggyakrabban Kkimutatott
hatdéanyagok kozott foglal helyet.

A kornyezetvédelemben — mint mashol is — a legkézenfekvobb és kifizetddobb a
prevencid, azonban ez a legtobb esetben nem valdsul meg, igy a mar bekdvetkezett karok
felszamolasara, mérséklésére kiemelt figyelmet kell forditanunk. Mas xenobiotikumokhoz
hasonloan a peszticidek kornyezeti elemekbdl torténd elimindldsara is a jelenleg gyakorlatban
alkalmazott kdrmentesitési technikak kozott a bioremediécio a legjobb megoldas. Kiilonbozo €16
szervezetekkel torténd szennyezG-anyag lebontds mas technikakhoz képest koltséghatékony,
valamint a kérnyezet leheté legkisebb bolygatasaval jard eljaras. Munkam soran az atrazine és
terbuthylazine bioldgiai, bakterialis uton torténé bontasat kutattam. Jelenleg a biodegradacios
karmentesitési technikak nagy hianyossaga, hogy a lebontas soran keletkezé metabolitok és
maradékanyagok biologiai hatas-vizsgalataira nem keriil sor, mivel a gyakorlatban jelenleg
csupan az anyavegyiilet kémiai- vagy immunanalitikai uton torténd csékkenésének detektalasa a
cél. Azonban a baktériumok, noha képesek lehetnek szén és/vagy elektronforrasként, adott
esetben elektron akceptorként hasznositani a szerves szennyezdanyagokat, korantsem biztos,
hogy artalmatlan anyagokka képesek Oket atalakitani, bar a kiindulasi vegyiilet az analitika
,»szeme” eldl eltiinik. Az atrazine és terbuthylazine esetében sincs ez masként. A két vegyiilet
biologiai lebontasanak utvonalai, a keletkezd metabolitok nagyjabol ismertek, azonban ezek
analitikai monitorozadsa (amennyiben egyaltalan van ra kifejlesztett detektalasi modszer) egy
bioaugmentacios beavatkozas soran ésszerttleniil nagy terhet jelent, tovabba kérdés marad, hogy
onmagukban és mas vegyiiletekkel interakcidoba lépve, egymas hatasat gyakran felerdsitve az
él6lényekre milyen bioldgiai hatasokat képesek gyakorolni. Epp ezért, ma mar gondot kell
forditani arra, hogy ne csak a szo szoros értelmében vett biodegradacioval, hanem egy anyag

crer

is megszlintetjlk.
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Doktori kutatasi munkam soran céljaim a kdvetkezok voltak:

I. Az atrazine ¢és terbuthylazine biologiai Uton, baktériumok tiszta tenyészetei altal

torténd lebonthatosaganak vizsgalata

Il. A biodegradacid hatékonysaganak novelése bakterialis konzorciumok alkalmazasaval

I1l. A tiszta hatdanyagok és bontasi maradékok hossza tavi expozicid soran kivaltott
sejttoxikus hatasanak megallapitasa kronikus citotoxikus hatas mérésére alkalmas

okotoxikologiai moédszerrel,;

IV. Az atrazine indirekt, nemi hormonok szintézisét megzavard6 komplex endokrin

diszruptor (ED) hatasainak kimutatasara alkalmas kombinalt modszer fejlesztése

c ey

kombindlt ED hatas, valamint a kronikus citotoxicitds mérésére alkalmas biologiai

hatasméro tesztek segitségével

VI. Olyan baktériumtérzsek és konzorciumok szelekcioja, melyek karos bioldgiai

hatassal nem rendelkez6 maradékanyagokka képesek a herbicideket degradalni.
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3 IRODALMI ATTEKINTES

3.1 A peszticidekrol altalaban

Peszticideknek nevezziik azokat a vegyiileteket vagy azok keverékeit, melyek
alkalmazaséaval a haszonnovények és termények védelmének érdekében kivédhetdk, kiirthatok
vagy kontrollalhatok a kérokozok és kartevok, beleértve emberi és allati betegségek vektorait,
valamint nem kivanatos ndvény- és allatfajokat. A peszticidek tovabba alkalmazhatdak az allatok
kiils6- és bels6 €16skddoi, rovarok €s pokszabasuak elleni védekezésben is (OECD 1997).

Az egész vilagon felhaszndlt peszticidek éves mennyisége megkdzelitdleg 3 millio
tonna/év, melynek 45%-a Eurépaban, 25%-a az Egyesiilt Allamokban, tovabbi 25%-a a vilag
egyéb részein keriil felhasznalasra. Indiaban ez az arany minddsszesen 3,75% (De et al. 2014). A
vilagszinten felhasznalt peszticidek 49%-a gyomirto (herbicid), 18%-a rovarirté (inszekticid),
14%-a gombaolé (fungicid), 19%-a egyéb gazositdo novényvédo szer (US EPA 2017).

A Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal —szerforgalmi jelentése alapjan,
Magyarorszagon 2014-ben kdzel 30 ezer tonna ndovényvédd szer keriilt forgalomba, melynek
harmadat (tobb, mint 11 ezer tonna) a herbicidek tették ki. Mindez Gsszesen 9 ezer tonna
hatbanyagot jelent, melyek koziil a vezeté glyphosate utan (1300 t) nyolcadik helyen végzett a
terbuthylazine (280 t) hatéanyag (NEBIH 2015). Az atrazine, melynek felhasznalasa 2004 6ta
tiltott az EU-ban, azonban a mai napig az Egyesiilt Allamokban, valamint még kozel 80 masik

orszagban a legnagyobb mennyiségben felhasznalt herbicidek ko6zott foglal helyet (httpl).

3.2 Atfrazine és terbuthylazine fiziko-kémiai paraméterei,

hatasmechanizmusa, felhasznalasa

Mindkét vizsgalt herbicid hatéanyag, az atrazine' (1-Chloro-3-ethylamino-5-
isopropylamino-2,4,6-triazine?, CgH1CINs) és a terbuthylazine® (N-tert-butyl-6-chloro-N'-ethyl-
1,3,5-triazine-2,4-diamine?, CoH16CINs) is a szimmetrikus klor-triazinok csoportjaba tartozo
vegyitiletek. Fotoszintézist gatlo pre- és posztemergensenként alkalmazott gyomirté hatéanyagok,
melyeket széles levelii gyomok és gyomfiivek irtasara, elsdsorban kukorica, cukornad és cirok
gyomirtdsdban haszndlnak széles korben a vilagon, de hasznalatuk szdmos mas

novénykultaraban is elterjedt (IARC 1999, WHO 1998).

1 ISO kdzhasznalati név, melyet a tovabbiakban alkalmazok a dolgozatban
2 ITUPAC nevezéktan szerinti név
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1. abra — Az atrazine szerkezeti képlete 2. abra — A terbuthylazine szerkezeti képlete
(http2) (http3)

Szerkezetiiket tekintve igen hasonloak, az 1,3,5-triazingytiri 2. szénatomjahoz egy klor-
ligandum, a 4. ¢és 6. szénatomjahoz aminocsoportok, azokhoz pedig alkilszubsztituensek
kapcsolodnak. Az atrazine és terbuthylazine kozott minddssze egyetlen metil-csoport a
kiilonbség (1. és 2. abrak).

Fizikai megjelenésiiket tekintve az atrazine fehér, szagtalan kristalyos por, mig a
terbuthylazine piszkosfehér, rothadd avas szagll, viaszos, porszerli anyag. Oldhatosaguk vizben
kismértéki (33, ill. 8,5 mg/L 20 °C-on), szerves oldészerekben viszonylag jol oldodnak (dimetil-
szulfoxidban 183, ill. 25 g/L, acetonban 31, ill. 41 g/L 25°C-on) (US EPA 1995, WHO-IARC
1999, http2, http3)

Hatdsmechanizmusukat a PSII fotoszintetikus rendszeren keresztiil fejtik ki, amelynek
kozponti részét képez6 heterodimer D1 (Qb, vagy psbA-ként is ismert) fehérjéhez tudnak
kotédni, elfoglalva ezzel a plasztokinon kotohelyét, szétkapcsolva az elektrontranszport
rendszert, mely kovetkezményeként végsé soron nem keletkezik NADPH és ATP, mely a sejt
elhalasahoz vezet (Trebst 2008).

Az atrazine gyartasat 1958-ban a J. R. Geigy Ltd. kezdte meg Schweizerhalle-ban (Svéjc)
(az els6é szimmetrikus klor-triazin a simazine volt, melynek gyartasa 1956-ban kezddott meg).
Az atrazine és simazine utan a Geigy szdmos masik klor- és egyéb triazin herbicid kutatés-
fejlesztését kezdte el. Az atrazine utani egyre novekvo igény kovetkezményeként a Geigy 1969-
ben 1j gyarban kezdte meg a gyartast St. Gabriel-ben (Louisiana). Az 10 létesitmény
tervezésének részeként intenziv kutatdomunka és fejlesztés vette kezdetét Alabamaban és
Baselben, melyek a gyartasi folyamatok javitasara, tokéletesitésére iranyultak. Az uj és hatékony
létesitmény Louisiana-ban szdmos elismerésben és dijban részesiilt, jelenleg pedig a vildgon
felhasznalt Osszes, Syngenta altal forgalmazott atrazine, simazine és terbuthylazine gyartdja.
1970 és 1976 kozott, mikor az eredeti triazinok szabadalmi oltalma lejart, szamos masik cég
(Fisons az Egyesiilt Kirdlysagban, Makhteshim-Agan Izraelben, Oxon Olaszorszagban ¢s
Sanachem Dél-Afrikaban) kezdte meg a gyartasukat, majd vilagszerte az értékesitést. 1981-re a
Shell sajat cyanazine és atrazine gyartd tizemmel rendelkezett, mely termékek és forgalmazasuk

1987-ben a Du Pont-ra ruhazédott. Jelenleg az Egyesiilt Allamokban tébb, mint 140 kiilonbozé
10



10.14751/SZIE.2017.092

atrazine-terméket kinal 41 cég (Heri et al. 2008), ahol évente megkdzelitbleg 36 ezer tonna
atrazine-t hasznalnak fel (Thelin&Stone 2010). Az Egyesiilt Allamokon kiviil szdmos orszagban
elterjedt a hasznalata.

A globalis atrazine-felhasznalas 1987-ben elérte a 70-90 ezer tonnat. Németorszag mar
1991-ben betiltotta az atrazine hasznalatat, mivel a megengedett hatarértéket meghaladd
koncentracidban volt kimutathato felszin alatti és ivovizekb6l (Tappe et al. 2002), majd
vizszennyezd tulajdonsaga miatt egyre tobb orszagban megtiltottdk az alkalmazasat. Ennek
ellenére a 2000-es évek elejéig az atrazine volt a vilagon a legnagyobb mennyiségben eladott
gyomirtd szer. 2001-ig a peszticid-eladasi lista élén allt, majd az Egyesiilt Allamokban a
masodik helyre cstszott a glyphosate utan (US EPA 2004). Az évtizedeken keresztiil torténd
nagymértékli atrazine-felhasznalasnak két fontos kovetkezménye lett. Egyrészt az 1970-es
években elkezdtek megjelenni az atrazine-rezisztens gyomndvények, mely mara jelentds
méreteket 6ltott. Az International Survey of Herbicide Resistant Weed adatbazisa jelenleg 231
atrazine-rezisztens gyom-biotipusrél szamol be (http4). Masrészrél a nagymértéki, folyamatos
és kiterjedt alkalmazas miatt mara az atrazine és bomlastermékei globalisan eléfordulnak a
kornyezeti elemekben, ill. koncentracidjuk gyakran meghaladja a novényvédd szerekre
vonatkoz6 0,1 pg/L-es eurdpai hatarértéket. A felszini és felszin alatti vizek megovasa érdekében
2003. oktober 13-an szamos eurdpai orszagban betiltottak az atrazine hasznalatat, ennek ellenére
egy héttel késdbb az US EPA jovahagyta az USA-ban a gyomirtd szer tovabbi alkalmazasat (US
EPA 2006a)

A kedvez6 tartalmti tudomanyos jelentések ellenére az Eurdpai Unié 2004. marcius 10-i
hatarozataban (2004/248/EK) kimondta az atrazine hatéanyagot tartalmazo névényvédo szerek
engedélyének visszavondsat. Magyarorszdg maximalis derogaciot kért, ,,nélkiillozhetetlen
hasznalat” (,,essential use’) cimén. Az utolsé atrazine tartalmt készitményt 2007.12.31-ig
lehetett felhasznalni (Pethd et al. 2011).

Azokban az orszagokban, ahol az atrazine hasznalata nem engedélyezett, a terbuthylazine
hatéanyagot alkalmazzak gyakorlatilag az atrazine helyettesitéjeként. A terbuthylazine, mint 4j
klor-triazin gyartasat az 1970-es években kezdte meg a Ciba-Geigy és Gardoprim® markanév
alatt forgalmaztdk az Egyesiilt Allamokon kiviil. A terbuthylazine-t eldszor a terbutryn-nal
egyiitt hasznaltak burgonya gyomirtasaban, majd a terbumeton-nal sz6él6ben és
gyiimolcsosokben. Tovabbi fontos része volt Eurdpa és Dél-Afrika egyes teriiletein kukoricaban
biidoskék irtasaban, melyekkel szemben az atrazine kevésbé bizonyult hatékonynak. Az
Egyesiilt Allamokban az atrazine mellett a terbuthylazine felhasznélas viszonylag kismértéki, és
noha 1975-ben regisztraltak az Egyesiilt Allamokban herbicidként, kukorica gyomirtasara nem

arusitjak, ugyanis az atrazine-nal kevésbé hatékony egyes széles levelii gyomok és fiifélék ellen
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(Heri et al. 2008). Algaellenes hatasa miatt 1986-ban algadld, mikroba ellenes végfelhasznaloi
termékként regisztraltak vizhiité rendszerekben torténd hasznalatra (US EPA 1995a). Eurdpai
1987-ben, Hollandidban 1990-ben, Danidban 1993-ban keriilt sor. Europaban kulcsfontossagi
triazin herbiciddé valt az atrazine betiltasa 6ta. Europaban a kukorica term6foldek kozel 60%-a
van terbuthylazine-nal kezelve. Tobb mint 45 orszagban alkalmazzak és a mai napig
kulcsszerepet tolt be kukorica, cirok, zoldborso, bab, csillagfiirt, csemege- €s borsz6l6, almafélék

¢s citrusfélék gyomirtasaban (Heri et al. 2008).

3.3 Vonatkozo hatarértékek, afrazine és terbuthylazine jelenléte kornyezeti

elemekben

1991-ban az US EPA az atrazine ivovizben megengedett maximalis szintjét (MCL®) 3
ng/L-ben (http5), Kanadaban 5 pg/l-ben (MAC*) (Health Canada 1993) az Egészségiigyi
Vilagszervezet (WHO) nemzetkdzi iranyelvben 2 pg/L koncentracioban hatarozta meg (WHO
1996). Az Eurdpai Unido az egyes peszticidekre egységesen 0,1 pg/L, Osszes peszticidre
(98/83/EK). Hazankban az ivovizekre megallapitott hatarérték megegyezik az Eurdpai Unios
szabalyozassal, mely 0,1 pg/L koncentracidoban maximalizalta az atrazine mennyiségét.
Terbuthylazine-ra mindossze a WHO hatarozott meg 7 ug/L értékben maximalis koncentraciot
ivovizre vonatkoztatva (WHO 2007).

Az atrazine el6fordulasa az él6vizekben a mezdgazdasagi teriiletekrdl elfolyo, a
herbiciddel szennyezett vizeknek (runoff) koszonhetd. A talajra jutd peszticidek sorsat, valamint
a talajban maraddé mennyiségiiket kiilonféle tényezdk befolyasoljak, tigy, mint fotobomlas,
kémiai és biologiai lebomlas, adszorpcid, kapillaris aramlas, le- és kimosddas, parolgas,
novények altal torténd felvétel, stb. Az atrazine féléletidejét (DTsp) a kiilonbozo talajtipusok és
az eltéré kornyezeti koriilmények nagymértékben befolyasoljadk. A DTsg érték tavasszal torténd
alkalmazas esetén 2,5-3 honapnak bizonyult talajban (Frank&Sirons 1985), 6szi alkalmazas
soran 198 nap volt (Frank et al. 1991). Vizben egyes forrasok Iényegesen lassabb degradaciorol
szamolnak be, az atrazine felezési ideje 200, s6t néhol a 400 napot is meghaladta (Mersie et al.
1998). 1993-ban végzett tanulmany szerint a herbicidek koziil az atrazine fordult el a legtobb
esetben, a talaj fels6 rétegében (Karoly et al. 1999). A talaj szervesanyag tartalma, valamint

mind a huminsavak, mind a fulvosavak magas affinitast mutatnak a triazinokhoz vald kotodésre

¥ Maximum Contaminant Level
* Maximum Acceptable Concentration
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(Piccolo et al. 1992). A talajoldat fulvosav tartalma komplexeket tud képezni az atrazine-nal,
illetve katalizalhatja annak hidrolizisét hidroxi-formékka. Az &svanyi talajok legf6bb
szervesanyag tartalmat a huminanyagok adjak, melyek szdmos mechanizmus révén képesek
megkotni a triazin vegylileteket. Az atrazine a szerves anyagok amid- és karboxilcsoportjaival
hidrogénkotéseken keresztiill képez komplexeket (Laird&Koskinen 2008). Mint altalanos
szabaly, megallapithato, hogy a triazinok szorpcidja talajban a pH érték csokkenésével nd, 4-6
kozotti talaj pH esetén joval nagyobb mennyiségl atrazine kotddik meg, mint 7, vagy annal
magasabb pH-n (Liu et al. 1995).

Az atrazine-t és transzformacios termékeit vizsgalva azt tapasztaltak, hogy a talaj
felszini- valamint felszin alatti rétegeiben a legnagyobb mobilitds a homokos, valamint homokos
agyagos-valyogtalajokban figyelhetd meg, melyeknek a legkisebb a szervesanyag tartalma. Az
egyes vegyliletek mobilitasa a kovetkezoképpen alapul: deetil-atrazine > atrazine > deizopropil-
atrazine > hidroxi-atrazine, mely szoros Osszefliggést mutatott a felszin alatti vizek monitoring
eredményeivel (Kruger et al. 1996, Ma&Selim 1996).

Szamos tanulmanyt készitettek, melyekbdl kideriil, hogy az atrazine az egyik
leggyakoribb felszini viz- és talajszennyez6, megtalalhato talajvizekben, ivovizekben, valamint a
légkorben is eléfordul. (Bintein&Devillers 1996, Goolsby&Battaglin 1993, Goolsby et al. 1993,
Schottler&Eisenreich 1997, Thurman et al. 1991, 1992, 1998), de a csapadékkal tobb szaz
kilométeres tavolsagra is elszallitodhat (Bossi et al. 2002, Brun et al. 2008,
Chevreuil&Garmouma 1993, Goolsby et al. 1997, Sanusi et al. 2000, Thurman&Cromwell
2000), igy az eredeti alkalmazas helyétdl tavol is képes szennyezést okozni; kimutattdk mar a
Bering és Chukchi tengereknél gyiijtott arktiszi jégmintakbol, valamint kodbdl is (Chernyak et
al. 1996). Németorszagban az 1991-es betiltasa utan kozel két évtizeddel még mindig az atrazine
(egyik dealkilalt metabolitjaval, a deetil-atrazine-nal egyiitt) volt az egyik leggyakrabban
kimutathato peszticid felszin alatti vizekben (LAWA 2003, Tappe et al. 2002, Vonberg 2014).
Egy 2013-as felmérésben Eurodpai orszagokban (Olaszorszag, Spanyolorszag, Gordgorszag,
Torokorszag) vizsgaltak a betiltast kovetd években (2009-2011) a part menti vizek atrazine
tartalmat, a tanulmany eredményei azt mutattdk, hogy alacsony koncentracioban, de minden
vizsgalt teriileten detektalhatd volt a vegyiilet (Nodler et al. 2013).

Az atrazine a felszin alatti vizekben altalaban alacsonyabb koncentracioban van jelen,
mint a felszini vizekben, viszont a mélyebb rétegekbe beszivarogva az ugynevezett masodlagos
perzisztencia miatt rendkiviil hosszu ideig képes megmaradni (Tierney et al. 1998). Az atrazine-t
szinte minden olyan felszini vizben detektaltdk, melynek kornyezetében a mezdgazdasagi
tevékenységek soran alkalmaztak. A legmagasabb koncentraciot a felszini vizekben az

alkalmazast kovetd elsé két honapban mérték, az 6sz és a tél folyaman csokkent a kimutathatd
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mennyiség (Frank et al. 1991, Thurman et al. 1992). Magyarorszagon a 1994 és 2000 kozott az
atrazine volt az egyik leggyakoribb felszini vizszennyez6 hazankban (Székacs et al. 2015). Egy
2014-ben végzett felmérés a Zagrab és kornyéke felszini-, felszin alatti €s ivovizét vizsgalta 13
herbicid hatéanyagra. Eredményei szerint szintén az atrazine volt a leggyakrabban detektalt
vegylilet ivovizben (mintak 84%-aban) és felszin alatti vizekben (mintak 61%-aban) 5-68 ng/L
koncentracidkban, melyet harmadikként (az s-metolachlor utan) kovetett a terbuthylazine az
ivovizek 45%-aban (20 ng/L koncentracioig) és a felszin alatti vizek 26%-aban (25 ng/L-ig). A
felszini vizekben szintén eldkeld 2. helyen végzett a terbuthylazine a mintdk 49%-aban (690
ng/L-ig!), ill. harmadikként az atrazine (mintak 30%-aban, 18 ng/L-ig). A jelenleg hasznalhato
terbuthylazine esetében megfigyelhetd volt a jellegzetes aprilistol augusztusig tartd
koncentracio-csucs (Fingler et al. 2017).

1991-es, az Egyesiilt Allamokban végzett tanulmany alapjan a maximalisan kimutatott
koncentracié a talajvizekben 2,3 pg/L volt (Kolpin et al. 1998). Magyarorszagon 1998-ban
megjelent kozlemény szerint a 17 megvizsgalt nyersviz minta koziil 3 atrazine tartalma
meghaladta az Eurdpai Unid altal meghatarozott hatarérték szintjét, a 0,1pg/L-t (Karpati et al.
1998).

Magyarorszagon az 1996-1997-ben végzett talajszennyez6 felvételezések szerint a triazin
tipusi gyomirtok (terbumeton, terbutryn, terbuthylazine, atrazine) el6fordulasa volt a
meghataroz6 a talajok A-szintjében. A megvizsgalt 46 talajminta atlagos szermaradék-
koncentracidja az A-szintben 280-290 pg/kg volt terbuthylazine-ra vonatkoztatva (Darvas &
Székacs 2006).

Talajokba bekeriilé és jelenlévé terbuthylazine sorsaval, viselkedésével kapcsolatban a
kornyezeti aggodalmak egyre inkabb ndnek, mivel deetil-terbuthylazine (DET) metabolitjaval
egyiitt gyakran az EU-s 0,1 pg/L hatarérték feletti koncentracioban van jelen felszini- és
talajvizekben (Grenni et al. 2012). Kornyezeti vizekbe, mint példaul folyokba, tengerekbe,
talajvizekbe keriilve az atrazine mellett a terbuthylazine jelent6s perzisztenciaval rendelkezik.
Tengervizekben 76 nap a DTsg értéke, folyovizekben 196 nap, talajvizekben 366 nap (Navarro et
al. 2004).
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3.4 Nem célszervezetekre gyakorolt biologiai hatasok

3.4.1 Atrazine

34.1.1 Toxicitas, karcinogenitas, immunszuppressziv hatds

Emberre és allatokra nézve az atrazine enyhén-kozepesen mérgez6 vegylilet, emlsokre
oralis, dermadlis és inhaldcidés expozicid sordn megallapitott LDsg értékeket és néhdny vizi
szervezetre az LCs értékeket az 1. tablazat foglalja Ossze. AKut mérgezés esetén a tiinetek
tobbek kozott hasi fijdalmak, hasmenés, hanyas, szemirritacid, nyalkahartya-irritacio,
izomgyengeség, borreakciok (Stevens&Sumner 1991). Fischer (F344) ndstény patkanyokkal
végzett etetési kisérletek soran (0,375 és 750 mg/ttkg atrazine 126 héten keresztiil) az
emlémirigyek és reproduktiv szervekben tumorok kialakulasat figyelték meg (Pintér et al 1990).
Nostény  Sprague-Dawley patkanyoknal 22,5 mg/ttkg atrazine az ivarzasi ciklus
meghosszabbodasat idézte eld és dozis-fliggd mddon ndvelte meg a plazma Osztradiol szintjét,
valamint eml6- és hipofizis tumorok kialakuldsat eredményezte (Wetzel et al. 1994). Tovabbi
vizsgalatok szerint prenatalis atrazine expozicid ragcsalokban eltéré emléfejlédést okoz, mely a
késdbbiekben a felnétt egyedekben megndveli az emlérak kialakulasanak esélyét (Enoch et al.
2007, Rayner et al. 2005, Rayner et al. 2007). Az a kevés adat, amely a foglalkozasi eredetii
human atrazine expozici6 hatasaval foglalkozik, azt mutatja, hogy az atrazine expozicio
Osszefiiggésben lehet emberben rak, kiilonosen non-Hodgkin limféma eléfordulasanak
gyakorisagaval (IARC 1999, Sass&Colangelo 2006). Mas vizsgalatok arrdl szamolnak be, hogy
az atrazine egyéb vegyiiletekkel egymas szinergistaiként tudnak viselkedni, ndvelve ezzel azok
toxikus hatasat, egy vizsgalat szerint férfiakban non-Hodgkin limfoma kialakuldsdhoz még
nagyobb valdsziniiséggel jarul hozza az atrazine egyéb peszticidek jelenlétében (De Roos et al.
2003). IEC-6 human epitél bélhamsejteket vizsgalva mar 1 pM atrazine sejtproliferaciot indukalt
(Greenman et al. 1997). Azonban a vegyiiletet aUS EPA ,nem valdszinii, hogy emberben
rakkeltd” kategoridba (http6), az IARC jelenleg 3, azaz human karcinogenitas szempontjabol
nem osztalyozhatd kategoriaba sorolja. Utdbbi szervezet 1999-ben mindsitette at az atrazine-t,
addig (1991 o6ta) 2B, azaz emberben feltételezhetden rakkeltd kategoriaban foglalt helyet (IARC
1999).

Az atrazine immunszupresszor hatasarol tobb tanulmany is beszamol. Liskova és mtsai
(2000) vizsgalatuk soran 10 napos egér etetési kisérletben 25 %-os csokkenést figyeltek meg az
IgM mennyiségében. Forson és Storfer (2006a) leirtak, hogy az atrazine csokkenti a periférias
leukocita szintet a tigris szalamandraknal (Ambystoma tigrinum), ezaltal megnovekedett a larvak

fogékonysaga ranavirussal szemben. Vorosfiili ékszertekndsnél szintén immunszupressziv
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hatasokat tapasztaltak (Soltanian et al. 2016). Kétéltliekben atrazine expozicié hatasara
romlottak az immunfunkciok ¢és megnovekedett az egyedek fogékonysaga kiilonbozd
betegségekkel szemben (Brodkin et al. 2007, Forson et al. 2006a, b, Hayes et al. 2006, Kiesecker
et al. 2002, Rohr et al. 2008 ). Ragcsalok esetében szintén az immunfolyamatok leromlasat
(Cantemir et al. 1997, Filipov et al. 2005, Karrow et al. 2005, Porter et al. 1999, Pruett et al.
2003, Rowe et al. 2006), valamint hiperszenzitivitas (Rowe et al. 2006) kialakulasat figyelték
meg atrazine expozicid hatasara. Human periférias vérbol szarmazé limfocitakat vizsgalva
atrazine expozicié a természetes 6l0sejtek (NK-sejtek) az idegen sejtek lizisét eléidézo litikus
granulumok kibocsatasat csokkentette le, anélkiil, hogy az NK-sejtek célsejttel torténd stabil

konjugatumképzddését gatolta volna (Rowe et al. 2007).

1. tablazat — Az atrazine akut toxicitasi értékei egyes emldsokre €s vizi szervezetekre.

Meérési végpont Szervezet Mennyiség Forras
patkany 1869-3090 mg/kg Tomlin (2000)
Orélis LDsg egér 1332-3992 mg/kg Tomlin (2000)
nyul 750 mg / kg http7
nyul 7500 mg / k http7
Dermalis LDsg Y 97 P
patkany >3000 mg / kg http7
Inhalaciés LDso 1
Oras expozicio patkany >0,7mg/L Stevens&Sumner (1991)
esetén
Inhalaciés LDsg 4
Oras expozicio patkany 52mg/L Kidd et al. (1991)
esetén
LDs guppi 43mg/L Tomlin (2000)
LCx Ptychadena bibroni 0,23- 0,43 mg/L Ezemonye L.I.N.&Tongo 1., (2009)
Novekedés gatlas Scenedesmus
LCs quadricauda 0,008 mg/L http8
. TerraTox™ Vibrio fischeri and Aqua
LCxp Daphnia magna 0,415 mg/L Databases

34.12 Endokrin diszruptor hatas

Az atrazine hormonrendszert megzavard hatdsairol mara Oridsi szamu vizsgalati
eredmény all rendelkezésre. A vegyiilet koézvetleniil nem képes az androgén- ¢és
osztrogénreceptorokhoz kotédni (Kojima et al. 2004, Roberge et al. 2004, Suzawa&Ingraham
2008). Az atrazine ED hatasat in vitro vizsgalva kideriilt, hogy a vegyiilet foszfodiészteraz-
inhibitor hatassal rendelkezik, mely enzim gatlasakor megemelkedik a CAMP szintje (Roberge et
al. 2004, Sanderson et al. 2002), ez pedig a szteroidogenezisben a tesztoszteron Osztrogénekké
alakitdsat végz0 aromatdz enzim indukcidjat okozza a CYP19 gén transzkripciojanak
fokozasaval, valamint a vegyiilet ligand lehet az SF-1 sejtmagreceptor szdmara is, mely az
aromataz promoterhez (ArPIl) kotédve szintén a génexpressziot indukalja (Fan et al. 2007). Az

atrazine, valamint két leggyakoribb bomlastermékének, a deetil-atrazine (DEA) és a
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deizopropil-atrazine (DIA) aromataz enzim aktivitast noveld, illetve CYP19 gén expresszidjat
indukalo hatasat is szamos kisérletben kimutattak H295R human adrenokortikalis karcindma
sejtvonalon (Heneweer et al. 2004, Sanderson et al. 2000, 2001, 2002). Powell és mtsai (2011)
vizsgalata szerint az atrazine mar relative alacsony koncentracioban (625 ppb) immortalizalt
(korlatlan ideig szaporodni képes) human majsejtekben (HepG2) a sejtosztodasi ciklus
szabalyozasat képes volt megzavarni.

Szamos kutatasi eredmény szerint in Vivo gatolta a tesztoszteron-termelést mikdzben nott
az Osztrogén produkcié. Ezt a hatast megfigyelték halakban (Moore et al. 1998, Spano et al.
2004), kétéltiickben (Hayes et al. 2002a, 2003, 2005, Tavera-Mendoza et al. 2002), hiillékben
(Crain et al. 1997, Keller et al. 2004) és emlésokben is (Babic-Gojmerac et al. 1989, Friedmann
2002, Heneweer et al. 2004, Sanderson et al. 2002, Stoker et al. 2000, Trentacoste et al. 2001,
Wetzel et al. 1994, ). Ennek az eredménye a legtobb vizsgalatban a lecsokkent tesztoszteron

koncentracio, és a spermaszam csokkenése a fertilitas leromlasaval egyiitt. Az atrazine hatasara

rrrrrr

okozta. Az elnbiesedett him halak és kétéltiiek petéket raktak (Hayes et al. 2002b, 2002c, 2010),
néhany him egyedben petefészek alakult ki (hermafroditizmus), ezen hatdsokat a kdrnyezetben is
eléforduldval relevans koncentracidknal is tapasztaltak (Hayes et al. 2002a, Hayes 2005, Hayes
et al. 2006).

34.13 Mitokondrialis diszfunkcio

Az utobbi egy-két évtizedben rohamosan né azoknak a kutatasoknak és publikacioknak a
szama, melyek a kiilonb6zd szerves és szervetlen szennyezdanyagok anyagcserére, valamint az
anyagcserezavarokkal 0sszefiiggésbe hozhato betegségek, korallapotok kialakuldsara gyakorolt
hatasait vizsgalja.

Szamos tanulmany fokuszal a mitokondrialis diszfunkcid ¢€s oxidativ stressz
kialakulasara, melyek a figyelem kézéppontjaban allo obezitas, inzulin-reszisztencia és diabétesz
(Sivitz&Yorek 2010), Parkinson-kér (Winklhoofer&Haas 2010), valamint az autizmus
spektrumbetegségek (Frye&Rossignol 2012, Siddiqui et al. 2016) kialakulasaban jelentOs
szerepet jatszanak. A mitokondriumok sejtjeink ATP eldallité szervecskéi, melyekben kiilonbozo
vegyliletek oxidacidja soran az elektrontraszport-lanc (ETC) segitségével kialakulod
protonkoncentraci6 gradiens révén ATP képzodik az ATP szintazon keresztil oxidativ
foszforilacioval, mikdzben molekularis oxigén redukalodik vizzé. Az elektronok tovabbitasaban
szdmos elektronhordozd vesz részt, melyek 4 komplexet alkotnak. Egyes vegyiiletek képesek
lehetnek az elektrontranszport vagy az oxidativ foszforilacioé gatlasan/szétkapcsolasan keresztiil
karos hatast gyakorolni a mitokondriumok energiatermeld képességére.
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Lim és mtsai (2009) megfigyelve, hogy az USA ,koérosan elhizott” allamai és az
atrazine-t legnagyobb mennyiségben alkalmazé allamok kozott megdobbentden nagy az atfedés,
az atrazine mitokondriumokra, energia- és zsiranyagcserére gyakorolt hatasat vizsgaltak.
Feltételezésiik szerint, ha az atrazine a kloroplasztiszban talalhatd PSII fotoszintetikus rendszer
tilakoid membranjanak plasztokinon kotéhelyéhez képes irreverzibilisen kotddni, valamint a
mitokondrialis ETC I-es ¢és IlI-as komplexének hasonlé kinon-kétohelyei vannak, elképzelheto,
hogy az atrazine képes ezekhez a mitokondrialis kotéhelyekhez kapcsolodni, ezaltal pedig
csokkenteni az oxidativ foszforilacid mértékét. Spargue-Dawley patkanyokat vizsgalva azt
hatasara megnétt az allatok testtomege, a viszceralis zsirszovet mennyisége, valamint az izom és
maj lipid-akkumulacidja, ill. a sejtek inzulin-rezisztencidja. Az atrazine hatasara az allatok
talpemeld izmanak elektronmikroszkopos képe azt mutatta, hogy az izomsejtekben a
mitokondriumok megduzzadtak, valamint a bels6 membran lemezszeri betiirddéseinek
(krisztdinak) egy része megsemmisiilt és csokkent az oxidativ foszforiladcié mértéke. Eredményei
alapjan tehat az atrazine — foként magas zsirtartalmu étrend esetén — karositja a mitokondrialis
funkciokat, hatast gyakorol az inzulin szignalizaciora, valamint noveli az inzulinrezisztencia és
elhizas kialakulasat (Lim et al. 2009).

A diabétesz mellitus kialakulasaban szerepet jatszo oxidativ stresszt vizsgalva normal és
diabéteszes Wistar patkanyokban rovid tava, 300 pg/ttkg/nap atrazine expozicié szintén
testtomegnovekedést okozott, valamint hatdsira megemelkedett a lipidperoxidaci6 soran
keletkez6 malondialdehid (MDA), illetve a reaktiv gyokok artalmatlanitdsdban szerepet jatszo
szuperoxid-dizmutaz (SOD), glutation-peroxidaz (GPx) és katalaz (CAT) enzimek mennyisége
méj ¢és veseszOvetekben. Tovabba hatdsdra megndttek a maj- és vesekarosodast jelzd
biomarkerek koncentracidéi, mint pl. az aszpartat-aminotranszferaz (AST), alanin-
aminotranszferaz (ALT) és alkalikus-foszfataz (ALP), valamint a kreatnin és urea szint (Jestadi
etal. 2014).

Az atrazine mitokondriumokra gyakorolt toxikus hatasat HepG2 és L6 maj-, illetve
izomsejteken is kimutattak, melyekben a mitokondrialis transzkripcios faktor A TFAM
(mitokondrialis transzkripcids faktos A) és a szirtuin 1 (SIRT1) gének expresszidja jelentdsen
lecsokkent (Sagarkar et al. 2016). A SIRT1 fehérje (egy konzervalt NAD-dependens deacetilaz)
szerepet jatszik tobbek kozott a normadlis gliikdz homeosztizis fenntartdsdban, valamint az

inzulin szekrécioban (Sun et al. 2007).
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3.4.2  Terbuthylazine

3421 Toxicitas, karcinogenitas

Viszonylag régota torténd alkalmazasa ellenére meglepd, de a terbuthylazine
hatéanyagrol viszonylag kevés szamu atfogd tanulmany késziilt, a US EPA terbuthylazine-ra
vonatkozo6 re-regisztraciés dokumentuma 1995-ben, az EFSA altal készitett kockazatbecslés
2001-ben késziilt el. Ezek szerint a terbuthylazine relativ alacsony akut toxicitassal bir, hatasai:
mérsékelt szemirritdcid, gyenge borirritacio. Szubkronikus, patkdnyokon végzett toxicitasi
vizsgalatok soran csokkent testsulyndvekedést, csecsemOmirigy-, vese-, majtomeg csokkenést
figyeltek meg; nyulakban szintén csokkent testsulynovekedés ¢€s taplalékfelvétel, nehézlégzés,
borirritacid jelentkezik. Kronikus toxicitasi vizsgalatokban, egerekben és patkanyokban az
elézéekhez hasonlo tiinetek voltak megfigyelheték. LDsg értékek akut toxicitasi vizsgalatban
patkényra ordlis expozici6 sordn 1000-1590 mg/ttkg, dermalisan >2000 mg/ttkg, inhal4cids uton
>5,3 mg/L leveg6/4 h kiettetség volt (EFSA 2011). Madarakra >2510 mg/ttkg volt az LDsy,
szivarvanyos pisztrangra 3,4 mg/L, kékkopoltys naphalra 7,5 mg/L, Daphnia magna-ra 50,9
mg/L az LCso értek (US EPA 1995). Vizi szervezetekre erdsen toxikus: algakra és
vizinovényekre ECsp érték 12 és 12,8 pug/L (WHO 1998), koktélgarnélara (Pandalus borealis)
LCsp érték 0,11 mg/L (US EPA 1995).

Mig az TARC listdin nem szerepel, a US EPA karcinogén hatasii anyagok
listajanak D csoportjaban foglal helyet, mely szerint human karcinogenitasi kategoériakba nem
sorolhato be (US EPA 1995). Ezzel szemben Cova és munkatarsai (1996) szerint a
terbuthylazine gyomorba jutasa soran a gyomorsav hatasara nitrézamin-szarmazékok képzédnek,
amelyek a bizonyitottan rakkelté vegyiiletek csalddjaba tartoznak. A jelentések alapjan nem
bizonyult genotoxikusnak az anyag.

Mladinic és mtsai 2012-es kutatdsai alapjan azonban human limfocita sejteket megnyujtott,
14 napos kisérletben vizsgalva a terbuthylazine comet-assay®-vel mérve DNS karosodast, illetve
FISH®-comet-tel detektalva c-Myc’ és TP53® gének strukturdlis integritisanak karosodasat
okozta.

> DNS torés kimutatasara alkalmas, gélelektroforézisen alapulé teszt

® Fluoreszcens in situ hibridizacié

! Regulator gén, mely tobbek kozott a sejtciklusban, apoptdzisban és transzformacids folyamatokban vesz
részt (httpl1)

& Tumorszupresszor gén, mely a sejtciklust is szabalyozza (http12)
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3.4.2.2 Endokrin diszruptor hatas

Két 2014-es kutatas azt mutatta, hogy a vegyiilettel kezelt (106,5 mg/ttkg/nap) ndstény
Han Wistar (Handa 2014) és SD patkanyokban (Stump 2014) a terbuthylazine (és atrazine)
hatasara lecsokkent az dsztradiol-indukalt LH (luteinizal6é hormon) termelés (http9, http10).

Ujabb vizsgélatok szerint a terbuthylazine az atrazine-hoz hasonléan szintén rendelkezik
endokrin diszruptor hatdssal: koncentracio-fiiggdé modon JEG-3 (human koriokarcindma)
sejtvonalban gyenge aromataz induktorként viselkedett (Kjeldsen et al. 2013). Tovabba nem
elhanyagolhat6 az a tény, hogy a szerkezeti hasonlosag miatt a terbuthylazine dealkilacidja soran
részben ugyanazok a bomlastermékek keletkeznek (3. abra), mint az atrazine-nal, melyek koziil
a DIA, mindkét vegylilet metabolitja aromataz induktornak bizonyult H295R sejtekben
(Sanderson et al. 2001). Utobbi sejtvonalat hasznalva Taxvig és mtasi (2013) azt talaltak, hogy a
terbuthylazine 6,3 uM-0s LOEC (legkisebb hatd koncentracid) értékkel igen erds hatast
gyakorolt a progeszteron termelés novekedésére, valamint a tesztoszteron produkciot is indukalta
(LOEC 12,5 uM). Az osztradiol termelést szintén megndvelte a terbuthylazine mar 3,1 uM
koncentracional is, mely alapjan felmeriil a gyana, hogy az atrazine-hoz hasonléan aromataz
induktor hatast gyakorolhat a H295R (human adrenokortikalis karcindma) sejtvonalban is.

A fent bemutatott fejezetek alapjan tehat lathatd, hogy az atrazine és terbuthylazine igen
széleskorli, sokszor lancreakcid szerli biologiai hatdsokat idéz elé a nem célszervezetekben,
sokszor mar igen alacsony koncentracioban is. Ennek kiilonosen nagy jelentsége az
okoszisztémak egyes tagjainak a kornyezeti elemekben kis koncentracioban jelen 1évé atrazine-
nal és terbuthylazine-nal vald hossza tavi expozicidja soran van, melynek elképzelhetetleniil
nagy szamu karos kimenetele lehet nem csupan 1-1 populdcidra, de azok és kornyezetiik
bonyolult halozatat képezd Okoszisztémainak jelenleg ismert és normalisnak tartott miikodésére

iS.
3.4.3  Nemzetkizi szervezetek dllasfoglaldsa

1994-ben a US EPA alapos biztonsagi vizsgalatnak vetette ald a triazine herbicideket
(magukba foglalva az atrazine-t, simazine-t s cyanazine-t) egy un. ,,Special Review” keretében,
mely soran tObbszaz kutatisi eredményt elemeztek. Ezzel egyidOben, az atrazine atfogd
feliilvizsgalat kezd6dott meg Ausztralidban, az Egyesiilt Kiralysagban (az Eurdpai Unio részére)
¢és Franciaorszagban. A WHO égisze alatt miikodé IARC (1999) szintén megvizsgalta az
simazine-t és atrazine-t. A vizsgalatok eredményei szerint biztonsagos a triazin herbicidek
hasznalata. Az Egyesiilt Allamokban a US EPA 2000-ben 6sszehivott egy tudomanyos tanacsado
testiiletet (Scientific Advisory Panel, tovabbiakban SAP), hogy foglaljon allast az atrazine
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karcinogén mivolta mellett/ellen. Az SAP megallapitasa az volt, hogy az atrazine nem valoszini,
hogy emberben rakkelt hatassal bir, mely nyoman a US EPA 2000-ben a ,,nem valdszini, hogy
emberben rakkelt6” kategoéridba sorolta az vegyliletet (US EPA 2000). Ez az allasfoglalas
valtozatlanul szerepelt az atrazine 2003-as idészakos kockazatbecslési jelentésében (US EPA
2003). 2006-ban, a klor-triazinok atfogé6 tudomanyos feliilvizsgalata utan a US EPA
allasfoglalasa szerint ,elfogadhatd bizonyossaggal a sSimazine, atrazine és propazine
hasznalatanak nincs karos hatdsa az Egyesiilt Allamok lakossagara, ujsziilottekre, gyermekekre,
vagy egyeb fogyasztoi alcsoportokra” (US EPA 2006b,c). Tovabba, egy a kormanyzat altal
finanszirozott tanulmany szerint, melyet a National Institute of Health, National Cancer Institute,
National Institute of Health Science és a US EPA végzett el, nem talalhaté kapcsolat a rakos
esetek el6fordulasa és az atrazine expozicio kozott (Alavanja et al 2003, Engel et al. 2005,
Rusieczki et al 2004).

Az EU allasfoglalasa szerint elegendé a bizonyiték arra, hogy az atrazine csak és
kizarolag ndstény SD patkdnyokban okozza az emlék daganatos elvéltozasat, ezért ezek az
adatok emberre nem relevansak, az atrazine karcinogénként vald besorolasa tehat nem megfeleld
(UK Rapp Mon 2000). Az TARC hasonloképp nyilatkozott, azaz az atrazine expozicioval
Osszefiiggd emld tumorok kialakuldsa hormondlis uton torténik és kizardlag ndstény SD
patkanyokban, valamint egyéb daganattipusok kialakuldsanak gyakorisaga nem emelkedik
hatdsara, ezek az adatok tehdt nem relevansak az emberre nézve. 1999-ben az IARC 3-as
csoportba sorolta az atrazine-t, mely csoport az jelenti, hogy a kutatasi adatok emberre nézve
nem elegenddek a karcinogenitds megallapitasdhoz, illetve még ha az allatok tekintetében a
kisérletek eredményei elegenddek is, a tesztallatokban megfigyelt hatdsmechanizmusok nem
alkalmazhatdak emberre vonatkoztatva (IARC 1999).

El6zéekkel megegyezd kovetkeztetésre jutott Ausztralidban az APVMA (Australian
Pesticides and Veterinary Medicines Authory) is, melynek 2004-es jelentése szerint azok az
adatok, melyek szerint az emldtumorok kialakulasanak valosziniisége megndvekszik SD
patkanyokban nagymértékii atrazine expozicié hatdsara, emberre nem vonatkoztathatdak.
Tovabbd az APVMA szintén Kkijelentette, hogy ,,.Sprague-Dawley patkanyokban leirt
hatdsmechnanizmus alapjan az atrazine nem valoszinli, hogy endokrin diszruptor lenne
emberben”. Az atrazine kétéltiiekre gyakorolt potencialis hatasarol szoldé adatok alapjan
megallapitotta, hogy valdsziniitlen, hogy az atrazine karos hatast gyakorolna az ausztral kétélti
populacidkra a jelenlegi expozicios szintek mellett (APVMA 2004).

Az Egyesiilt Kirdlysag altal 1996-ban kozzétett jelentése ez eldzdekhez hasonld

tartalommal bir, miszerint ,,j0 ndvényvédelmi gyakorlat alkalmazasa mellett az atrazine
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hasznalata nem okoz karos hatast az emberi vagy allati egészségre, ill. nem gyakorol
elfogadhatatlan hatasokat a kornyezetre” (UK Rapp Mon 1996a, 1996b).

Az Eurdpai Unioban az atrazine-t elsésorban vizszennyez6 tulajdonsiga miatt tiltottak be,
mig a terbuthylazine jelenleg is hasznalatos herbicid hatéanyag, azonban a nemzetkozi
szervezetek altal kiadott allasfoglalasok szinte elbagatellizaljadk ezeknek a vegyiileteknek az
egyéb biologiai kockazatait, mikdzben aktiv felhasznalasuk, kornyezetbe torténd kijuttatasuk,
egy-egy kornyezeti eclemben, élelmiszer alapanyagokban torténé akkumulaciojuk, majd

taplaléklancba valo bekeriilésiik jelenleg is zajlik.
3.5 Mikrobialis degradacio

A biodegradacié fogalma tagabb értelemben tartalmazza a mikroszervezetek altal végzett
biologiai-biokémiai folyamatok sorozatdn keresztiill megvalosulo, lebomlasi (katabolitikus) és
atalakitasi (transzformacios) eljarasokat. A biodegradacido két tipusa: i) fteljes biodegraddicio
(mineralizdacio), melynek soran a kiindulasi szerves vegyliletekbdl szén-dioxid, viz, artalmatlan
sok és biomassza keletkezik. A mikroszervezetek szamdra a lebontési folyamatok szén- és/vagy
energiaforrast nyujtanak; ii) részleges biodegradacio, mely — soran a kiindulasi anyagoknal
toxikusabb veszélyesebb vegyiiletek is keletkezhetnek — tovabbi harom csoportra oszthato: a)
elsé tipus: lebontashoz, atalakitashoz sziikséges valamely enzim hianyzik, ennek kovetkeztében
a lebontasi folyamat megszakad, valamilyen kozti terméknél, vegyiiletnél és a képzddott energiat
a mikroszervezetek felhasznaljék; b) masodik tipus: kometabolizmus, a lebontési folyamat soran
a kiindulasi vegyiilet részlegesen oxidalodik, azonban a lebontasban résztvevd mikroszervezetek
a keletkezd energiat nem hasznaljak fel; ¢) harmadik tipus: a mikroorganizmusok tevékenysége
soran a kiindulasi anyagnal Osszetettebb és/vagy stabilabb vegyiiletek keletkeznek (Perei et al.
2012).

A kornyezetvédelmi gyakorlatban a kornyezeti elemeket szennyezd xenobiotikumok
eliminacidjara alkalmas technologidk egy csoportjat a bioldgia Uton torténd karmentesités
képezi, melyen beliil a mikroorganizmusok kiilondsen nagy szerepet jatszanak. A mikrobialis
uton torténd lebontas tobb modon valosulhat meg, ugymint spontan biodegradacio, mely soran a
szennyezett kozeg eredeti mikrok6zossége végzi a lebontast; a timogatott biodegradacid, mely
soran a kozegben talalhatd szennyezOanyag biologiai lebontasahoz sziikséges fizikai és kémiai
paramétereket optimalizaljuk. Ezen mddszerek esetében azonban fennall a veszélye annak, hogy
fakultativ patogén mikroorganizmus(oka)t szaporitunk fel szandékukon kiviil és/vagy az dshonos
mikrobak6z0sség hianyos enzimrendszere miatt a lebontds elakad. Harmadik Iehetdség

bioaugmentacido, mely soran faj szinten identifikalt, humén- és kornyezetegészségligyi
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kockdzatot nem jelentd, ismert szennyezOanyag bontdsi potenciallal rendelkezd
mikroorganizmusokat jutattatunk a kdzegbe nagy csiraszamu oltéanyag formajaban (Perei et al.
2012).

Biodegradécios folyamatokban baktérium konzorciumok alkalmazasa célra vezetd lehet,
mert fenn all a lehetdsége, hogy nagyobb hatékonysaggal képesek lebontani a kiilonbozo
szennyez6 anyagokat, ennek a kovetkez6 okal is lehetnek:

e Az egyik faj képes lebontani azokat a toxikus metabolitokat, melyek a masik faj
mikodését akadalyozzak
e A konzorcium tagjai képesek lehetnek egymas enzimrendszerét kiegésziteni (az egyik faj

degradacios végtermékének tovabbi hasznositasa masik faj altal) (Mukred 2008).

Az elmult negyven évben rengeteg kisérlet zajlott és kutatdsi eredmény sziiletett az s-
triazinok, foként az atrazine bioldgiai lebontasanak vizsgalata kapcsan. Az eredmények azt
amino- és alkilamino-csoportok s-triazin gy(r{irél térténd hidrolitikus lehasitasa (Cook, 1987)
¢és/vagy az oldallancok oxidativ dealkilacidja (Erickson&Lee 1989) jatssza. Szamos kutatas
eredménye abba az iranyba mutatott, miszerint a s-triazin vegyiiletek lebomlasuk soran
cianursavva redukalodnak, ami majd hidrolitikus gytlirithasité reakciok soran CO,-da és NH3-va,
valamint biuretté bomlanak. A cianursav tovabbi lépésekben torténd bomlasanak molekularis és
biokémiai alapjait Eaton és Karns (1991a, 1991b) munkassaga tisztazta. Az 1990-es évek oOta
enzimatikus hatterér6l. Az atrazine és terbuthylazine eddigi kutatasok eredményei alapjan
szakirodalomban fellelhetd lehetséges lebomlasi utvonalait, valamint a résztvevd enzimeket,
illetve azokat kodolo eddig megismert géneket a 3. abra mutatja be.

Napjainkig a Pseudomonas sp. ADP az egyetlen torzs, melyrdl igazoltak, hogy NHs-ig és
CO,-ig képes mineralizalni az atrazine-t. 2001-ben késziilt el a torzsbol izolalt pADP-1 plazmid
teljes szekvencia analizise (Martinez 2001), melyben megtalalhaté az az elsOként leirt géncsalad
(atzABCDEF), mely sziikséges az atrazine mineralizaciojahoz (Mandelbaum et al. 1995). Ezen a
géncsaladon kiviil az els6ként a Pseudomonas sp. NRRLB-12228 torzsbdl izolalt trzD gén az s-
triazin gylri hasitasaban jatszik szerepet (Ostrofsky et al. 2002), a Nocardioides sp. SP12 torzs
trzN génje pedig egy klorohidrolaz enzimet kodol (Piutti et al. 2003). Az atrA, thcA, thcB és

thcD gének, a citokrom P450 csalad tagjai, olyan mooxigenzaokat kodolnak, melyek dealkilacios

crer

1996).

23



10.14751/SZIE.2017.092

Az elmult évtizedek kutatdsai sordn szdmos baktériumnemzetségrdl és fajrol irtak le, hogy
tiszta tenyészetben képesek az atrazine lebontasara. Tobbek kozott ilyen az Acinetobacter junii
(Feakin et al. 1995), Agrobacterium radiobacter (Struthers et al. 1998), Arthrobacter spp.
(Aislabie et al. 2005, Cai et al. 2003, Getenga et al. 2009, Vaishampayan et al. 2007), Bacillus
sp. (Korpraditskul et al. 1993), Chelatobacter heintzii, Aminobacter aminovorans,
Stenotrophomonas maltophilia, Arthrobacter crystallopoietes (Rousseaux et al. 2001, 2003),
Rhodococcus corallinus (Cook&Hiitter 1984, 1986), Rhodococcus rhodochrous (Feakin et al.
1995), Rhodococcus sp. TE1 és B-30 (Behki et al. 1993, Behki&Khan 1994), Pseudomonas spp.
(Mandelbaum et al. 1995, Yanze-Kontchou&Gscwind 1994), Pseudoaminobacter sp. (Topp et
al. 2000), Ralstonia basilensis (Stamper et al. 2002), Streptomyces sp. (Shelton et al. 1996).

A terbuthylazine biodegradacidjarol lényegesen kevesebb adatot lehet fellelni. A
szakirodalom szerint néhany gomba ¢és baktérium, tobbek kozott az  Aspergillus oryzae,
Penicillium brevicompactum (Pinto et al. 2012), Letinula edodes (Pinto et al. 2011), Hypholoma
fasciculare és Stereum hirsutum (Bending et al. 2002) gombafajok, egy Arthrobacter faj
(Getenga et al. 2009), Advenella incenata és Janthinobacterium lividum (Barra Caracciolo et al.
2010), Arthrobacter aurescens TC1 (Silva et al. 2015) és Rhodococcus wratislawiensis (Grenni
et al. 2009) baktériumok voltak képes a vegyiilet bontésara.

Mikrobialis konzorciumokrol mar 1ényegesen kevesebb kutatds késziilt (Mandelbaum et
al. 1993, de Souza et al. 1998, Smith et al. 2005, Zhang et al. 2011a, 2012a) és noha sok esetben
szamoltak be az atrazine nagymértékli lebomlasar6l akar tiszta tenyészetekkel akar
keverékekkel, a degradacid soran keletkezd termékek €s végtermékek egyiittes biologiai hatdsai

nem, vagy nagyon szegényesen vizsgaltak.
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4 ANYAGOK ES MODSZEREK

A munka egészének konyebb attekintését segitendd a doktori kutatdsom soran
megfogalmazott célokat és az azok eléréséhez alkalmazott modszereket sematikusan az M2
melléklet folyamatabraja mutatja be. A kutatas soran, ill. az M2 mellékletben is feltiintetett

modszerek és alkalmazott anyagok részletes leirasat a kovetkezo alfejezetek tartalmazzak.
4.1 Biodegradacios kisérlet

411 Alkalmazott baktériumtorzsek és konzorciumok

Munkdm soran 0Osszesen 43, kordbbi vizsgalati eredményeink szerint gylirlis és nyilt
szénldncu szénhidrogéneket degradalni képes baktériumtorzs és 21, beldliik alkotott konzorcium
atrazine biodegradacios képességét vizsgaltam. Az atrazine lebonthatosaganak eredményei
alapjan az egyedi torzsek koziil 6, a konzorciumok koziil 3 esetben allitottam Ossze kisérletet a
terbuthylazine biodegradalhatosaganak megismerésére. A terbuthylazine bontasaba vont
torzseket a késdbbiekben bemutatott, atrazine-ra vonatkoz6 eredmények alapjan valasztottam ki.
A torzsek listajat, azok faj szintli besoroldsat és a torzsek eredetét az 2. tablazat mutatja, a
beldliik alkotott konzorciumok a 3. tdblazatban taldlhatok. A 43 baktériumtorzs dsszesen 15
kiilonb6z6 nemzetséget, valamint 27 fajt képviselt. A torzsek tobbsége — 24 — hazali,
szénhidrogénekkel szennyezett kornyezeti elemekbdl lett izoldlva, 13 térzs komposztmintakbol,
5 torzs természetvédelmi teriiletek talajaibol szarmazik. 1 torzs, a Pseudomonas sp. ADP torzs
nemzetkozi torzsgylijteményben talalhatdo meg letétbe helyezve Pseudomonas citronellolis
fajként, mely nemzetkozi szakirodalomban publikalt eredmények alapjan kivalo atrazine-bontd
képességgel rendelkezik (Mandelbaum et al. 1995), melyet referencia-torzsként kivantam
hasznalni. Noha a Pseudomonas sp. ADP torzs szakirodalmi adatok alapjan képes az atrazine
teljes mineralizacidjara, illetve rendelkezik azzal a géncsaladdal, mely az ehhez sziikséges
volt képes 7 napos szubmerz tenyészetben torténd razatds soran degradalni. Tehat a
mineralizacidhoz sziikséges gének megléte még nem feltétleniil jelenti, hogy a térzs minden
fejezetében bemutattam, a Pseudomonas sp. ADP torzsben leirt atz géncsaladon kiviil tovabbi
génekrol (ill. termékeikrol) is bebizonyosodott mar, hogy részt vesznek az atrazine lebontasaban,
azonban ez sem feltétleniil jelenti azt, hogy mas, eddig ismeretlen enzimek is szerepet
jatszhatnak a biodegradacioban. Ezen okok miatt a konzorciumok megalkotasanal nem az egyedi

torzsek irodalombol megismert atrazine bontd génjeit kerestem és azok megléte alapjan
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valogattam Ossze a konzorcidlis tagokat, hanem a torzsek biodegradacids képességét figyelembe
véve hasznaltam azokat, melyek egyénileg 50%-nal nagyobb mértékben voltak képesek az

atrazine-t bontani.

srer

faj szintli meghatarozasa, valamint a torzsek eredete. CH — szénhidrogénekkel szennyezett teriiletrol
szarmazo talaj/talajviz; K — komposzt; TV — természetvédelmi teriilet talaja; DSMZ — Leibniz-Institut,
Deutsche Sammlung von Microorganismen und Zellkulturen GmbH

NEMZETSEG FAJ TORZS JELE TORZS EREDETE VIZSGALT PESZTICID
Acinetobacter venetianus T3N9 CH atrazine
Arthrobacter protophormiae J4 K atrazine

Bacillus megaterium NZS19 K atrazine
formosense UA5/8 CH atrazine
Chryseobacterium hungaricum CHB20p CH atrazine
rhizosphaerae TN4 CH atrazine
BRB6A TV atrazine
Cupriavidus basilensis OR16 TV atrazine
T3SZ4 CH atrazine
Gordonia paraffinivorans NZS14 K atrazine
Microbacterium barkeri. EL1 K atraz?ne
esteraromaticum NZS9 K atrazine
Ochrobactrum tritici DT2 CH atrazine
Olivibacter oleidegradans TBF2/20.2 CH atrazine
Paracoccus kondratievae BSZ10 K atraz!ne
CSz4 K atrazine
ZS1 K atrazine
citronellolis DSM 11735 DSMZ, Mandelbaum atrazine
etal., 1995
Pseudomonas pseudoalcaligenes FEH28 K atrazine
putida NCP3 CH atrazine
stutzeri KO5 K atrazine
Pseudoxanthomonas kalamensis H4 K atraz!ne
suwonensis NZS6 K atrazine
aetherivorans AK44 CH atrazine
AK35 CH atrazine
erythropolis NI1 CH atraz?ne
BRB1AB TV atrazine
GD2A TV atrazine, terbuthylazine
globerulus AK36 CH atrazine
AK37 CH atrazine
AK38 CH atrazine
Rhodococcus oyridinivorans CHB15p CH atrazine
K402 CH atrazine, terbuthylazine
K404 CH atrazine, terbuthylazine
K408 CH atrazine
BA4.9 CH atrazine
gingshengii EB22/5 CH atrazine
PT2/14B CH atrazine, terbuthylazine
rhodochrous AK40 CH _ atrazine _
CW25 CH atrazine, terbuthylazine
Serratia fonticola PT1/1 CH atrazine
Sphingopyxis chilensis K010 K atrazine
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Az Acinetobacter nemzetség tagjai ubikviter baktériumok. Tobb torzsrél irtak mar le,
bifenilek, aminosavak, fenol, benzol, nyersolaj, acetonitril, valamint kdzrejatszanak foszfat és
nehézfémek szennyezett kozegekbdl torténd kivonasaban. A biotechnologiaban is egyre inkabb
figyelmet kapnak szdmos extra- és intracellularis enzimiik, pl. lipazok, protedzok, cianoficin,
bioemulzifikaloszerek €s kiilonbdzo biopolimereket termeld képességiik miatt (Abdel-El-Halem
2003, Towner, 2006).

Az Arthrobacter nemzetség tagjai tobbségében vizi kornyezetbdl lettek izolalva,
jelentdségliket szénhidrogénekkel szennyezett teriileten igazoltak. Nehezen bonthat6
xenobiotikumok degradalasara képesek, tobbek kozott pl. kiilonbozé  szénhidrogének
(Efroymson et al. 1991), nitrobenzolok (Pandey et al. 2003, Wang et al. 2015), nitrofenol (Jain et
al. 1994), piridin-szarmazékok (O’Loughlin et al. 1991), benzo[a]pirén (Peng et al. 2012), diuron
herbicid (Turnbull et al. 2011), atrazine herbicid (Stron et al. 2002, Xie et al. 2013).

A Bacillus nemzetség biodegradacios képességével foglalkozo legtobb szakirodalom
foként jO szénhidrogén-, ill. nyersolaj-bontd képességiikrél szamol be (Darsa et al. 2014,
Das&Mukherjee 2007, Mulani et al. 2017, Thamer et al. 2013 ), de talalhat6 peszticideket, mint
pl. malathion-t (Ratna Kumari et al. 2012), dichlorvos-t (Pavar&Mali, 2014), chlorpyrifos-t
(Chandrashekar et al. 2017), carbofuran-t (Nisha et al. 2016), illetve glyphosate-ot (Yu et al.
2015) is degradalni képes Bacillus térzsek a szakirodalomban.

A Chryseobacterium nemzetség egyik tagjnak, egy faj szinten azonositatlan izolatumnak
a metil-terc-butil-éter bontd képességérdl jelentettek meg tanulmanyt (Zhang et al. 2007).
Jelenlétiiket kimutattdk mar felszini- és felszin alatti vizekben, ivdvizben, talajban,
¢lelmiszerekben (hus, tej, hal), valamint klinikai mintakban egyarant (Vandamme et al. 1994,
Gallego et al. 2006, Hugo et al. 2003, Kampfer et al. 2003, Li et al. 2003).

A Cupriavidus nemzetség tobb tagjan detektaltak mar aromas és kloros aromas
vegyliletek degradéalasanak képességét, mint pl. a milanyaglagyitoként hasznélatos, endokrin
diszruptor biszfenol A-t (Fischera et al. 2010), 2-klor-4-nitrofenolt (Tiwari et al. 2017), indolt
(Qu et al. 2015), a fungicidként hasznalatos pentaklor-nitrobenzolt (Teng et al. 2017), a herbicid
2,4-D-t (Wu et al. 2017). Az altalam vizsgalt OR 16 Cupriavidus basilensis torzs korabbi
al. 2014).

A Gordonia nemzetség legtobb tagja a szakirodalmi adatok alapjan képes kornyezeti
szennyezbanyagok, xenobiotikumok metabolizalasara, illetve aromés szénhidrogének

bontasaban vett részt (Shen et al. 2006).
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A Microbacterium nemzetség tagjai is szamos aromas, poliaromas vegyiilet, pl. fenol
(Abdel-Razek et al. 2015), antracén (Salam et al. 2014), pirén (Salam et al. 2017), benzo[a]pirén
(Qin et al. 2017), szulfonamid antibiotikumok (Ricken et al. 2015, Tappe et al. 2013),
fotoszintézisgatlo bromoxinil (Pasquarelli et al. 2015) lebontasara képesek, de az atrazine és
terbuthylazine-hoz szerkezetileg nagyon hasonld, szintén szimmetrikus triazin-vegyiilet, a
képes Microbacterium torzsrél is beszamol a szakirodalom (Shiomi&Ako 2012).

Az Ochrobactrum nemzetség tobb tagja kapcsan aromas (Kilig 2009), kiilonb6z6
poliaromas (Arulazhagan&Vasudevan 2011) és halogénezett szénhidrogének bontasat kimutattak
(Yamada et al. 2008), de egyes torzsek képesek a quinalphos organofoszfat peszticid (Talwar et
al. 2014) és bomlasterméke (Subba et al. 2016), tovabba a neonikotinoid acetamiprid (Wang et

Az Olivibacter nemzetség Gsszesen 5 fajt szamlal, a vizsgalataimba bevont Olivibacter
oleidegradans a Szent Istvan Egyetem Kornyezetbiztonsagi és Kornyezettoxikologiai Tanszéke
altal 2011-ben leirt faj, melynek kapcsan eldszor sikeriilt igazolni a genuszon beliil szénhidrogén
bonto képességet (Szabo et al. 2011).

A Paracoccus tagjai denitrifikdldo baktériumok (Madigan et al. 2003), de szamos
xenobiotiukum lebontasara is képesek, ugymint a foként oldoszerként hasznalatos N-metil-2-
pirrolidon (Cai et al. 2014), piridin (Lin et a. 2010), dimetil-formamid (Nisha et al. 2015),
valamint szamos peszticid, koztiik a rovarolé fipronil (Kumar et al. 2012), carbofuran (Peng et
al. 2008), valamint kiilonb6z6 kloracetamid herbicidek (Zhang et al. 2011b).

A Pseudomonas nemzetség tagjai nagyon sokféle xenobiotikumot, szervesanyagot,
képesek hasznositani, ugymint klorozott alifas szénhidrogének, BTEX vegyiiletek, poliklorozott
aromas szénhidrogének, organoklor-, organofoszfat- és karbamat inszekticidek (Khalon 2016),
valamint az els6, atrazine-t teljes mértékben mineralizalni képes mikroba, a Pseudomonas sp.
ADP is ebbe a nemzetségbe tartozo torzs (Mandelbaum et al.1995), melynek biodegradacios
képességét én is vizsgaltam munkdm soran.

A Pseudoxanthomonas fajok egyes torzseir6l szintén kiilonoboz6 xenobiotikum-
degradacios  képességét irtak le, ugymint profenofos (organofoszfat inszekticid)
(Talwar&Ninnekar 2015), isoproturon (fotoszintézisgatld herbicid) (Giri et al. 2016),
acetamiprid (Wang et al. 2013b), DDT (Wang et al. 2011), dinitrotoulol (Cheng 2007),
di(etilhexil)ftalat (Meng et al. 2015) és kiilonb6z6é BTEX vegyiiletek is (Choi et al. 2013).

A Rhodococcus genus tagjai ubikviter baktériumok, melyek bolygatatlan, valamint

szennyezett kornyezeti elemekben, akéar rendkiviil kedvezdtlen viszonyok kozott egyarant
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megtalalhatok. A genus az egyik legigéretesebb mikrobacsoport olyan szennyezdanyagok
Rhodococcusok biokémiai potencialja rendkiviili katabolikus aktivitasuknak, illetve unikalis
enzimkészleteiknek koszonhetd, mely a baktériumok kozott egyediilalléan nagy (akar 9.7 Mbp)
genomjukkal is Osszefliggésben all. A Rhodococcusok altal metabolizalt xenobiotikumok
szerkezetileg nagyon széleskorli csoportokat fednek le, tobbek kozott alifas, aromas és
poliaromés szénhidrogéneket, oxidalt és halogénezett vegyiileteket, aromés nitrovegytileteket,
heterociklusos anyagokat, nitrileket, valamint szdmos novényvéddszert (Kuyukina&lvshina
2010), tobbek kozott az atrazine-t is (Mandelbaum et al. 2008).

A Serratia nemzetségen beliil leginkabb a Serratia marcescens fakultativ patogén faj
torzseinek degradacios képességét vizsgaltak, mely képes bontani kiillonb6z6 peszticideket, mint
pl. DDT (Neerja et al. 2016), szulfonurea herbicidek (Zhang et al. 2012b), diazinon (Abo-Amer
2011), malathion (Nadalian et al. 2016), de szamos mas névényvédo szer, ill. polietilén (Azeko
et al. 2016) bontasarol is beszamoltak mar.

A Sphingopyxis nemzetség tagjai poli-béta-hidroxi-butirat (PHB) raktarozasra képesek
(Silva et al. 2007), valamint olyan torzsekrdl is beszamol a szakirodalom, mely 5 mikrocisztin
(cianotoxin) varianst (Maghsoudi et al. 2016) és PAH vegyiileteket tud bontani (Shokrollahzadeh
et al. 2015).

A vizsgéalataimba bevont torzsek nemzetségeinek biodegradacids képességét roviden
bemutatd fenti bekezdések alapjan tehat lathatd, hogy sok, valtozatos szerkezeti elemeket
tartalmazé xenobiotikumok lebontasara lehetnek képesek, illetve feltételezhetéen akar az
torzseim.

A torzsek faji identifikéacioja részleges, illetve amennyiben ez nem volt elegendd, teljes
16S rRNS szekvencia analizis alapjan tortént. A  szekvencidkat az EzTaxon

(http://www.ezbiocloud.net/eztaxon) nemzetkozi adatbazisban talalhato, valid fajok 16S rRNS

szekvenciaival Osszevetve hataroztuk meg a torzsek faji hovatartozasat. 98%-0s szekvencia
egyezeés esetén tekintettlik az adatbazisban talalhat6 fajhoz tartozonak a torzseinket.

A torzsek tarolasa jelenleg is -80 °C-on torténik.

4.1.2  Bontasi kisérletek osszedllitasa

A vizsgalando torzsekbdl elsOként inokulumot hoztam Iétre. Ehhez a torzseket LB
agarlemezekre (tripton 10 g, élesztdkivonat 5 g, NaCl 9 g, bakterioldgiai agar 18 g, desztillalt viz
1000 mL) szélesztettem. 28 °C-on torténd 72-96 oras inkubacid utan a torzsek 1-1 telepét 50 mL
LB tapoldatba oltottam €s 72 6ran at 170 rpm fordulaton razattam 28 °C-on kor-sik razégépben
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(Certomat® BS-1, Sartorius Stedim Biotech). Az inokulumok optikai denzitasat 600 nm-es

hullimhosszii fény abszorbancidja alapjan spektrofotométerrel (Genesys™ 10S UV-Vis,

ThermoFisher Scientific) egységesen 0,6-0s értékre allitottam be LB tapoldattal. Az ODgpo=0,6

értékd inokulumokbol 5-5 mL-t mértem 45 mL steril LB tapoldatba, melyet elézéleg atrazine-
nal (Pestanal®; CAS 1912-24-9, tisztasag 98.6%, Sigma-Aldrich Ltd., jelenleg Merck), illetve
terbuthylazine-nal (Pestanal®; CAS 5915-41-3, tisztasag 99,4 %, Sigma-Aldrich Ltd.)

crer

szulfoxidban (DMSQO; CAS 67-68-5, tisztasag >99.9%, Fisher Scientific), majd 100-100 pL-t

mértem be az inokulalt tapoldatokba 50 mg/L-es végkoncentracid eléréséhez. A lombikokat

ezutan 28 °C-on razattam 7 napon keresztiil 170 rpm fordulatszdmon. Az egyénileg tobb, mint

50%-o0s biodegradacios képességet mutatd torzsekbdl alkotott konzorciumok a 3. tabldzatban

lathatok.

3. tablazat — Atrazine biodegradacios kisérletben 50%-nal jobb bontasi képességet mutaté torzsekbél alkotott
konzorciumok torzs-osszetétele és faji besorolasa, valamint a konzorciumok altali biodegradacios kisérletben

hasznalt peszticidek.

KONZORCIUMOKAT ALKOTO TORZSEK BIODEGRADACIORA
JELE KONZORCIUMTAGOK FAJI BESOROLASA VIZSGALT PESZTICID
AK37 + NI1 R. pyridinivorans + R. erythropolis atrazine
AK37 + OR16 R. pyridinivorans + C. basilensis atrazine

R. pyridinivorans + C. basilensis + R. atrazine
AK37 + OR16 + NI1 erythropolis
AK44 + NI1 R. aetherivorans + R. erythropolis atrazine
AK44 + T3SZ4 R. aetherivorans + C. basilensis atrazine

AK44 + CHB15p

R. aetherivorans + R. pyridinivorans

atrazine, terbuthylazine

AK44 + CHB15p + TBF2/20.2

R. aetherivorans + R. pyridinivorans +
0. oleidegradans

atrazine, terbuthylazine

R. aetherivorans + R. erythropolis + O. atrazine
AK44 + NI1 + TBF2/20.2 oleidegradans
AK44 + TBF2/20.2 R. aetherivorans + O. oleidegradans atrazine
CHB15p + T3S574 R. pyridinivorans + C. basilensis atrazine
CHB15p + NI1 R. pyridinivorans + R. erythropolis atrazine
CHB15p + TBF2/20.2. R. pyridinivorans + O. oleidegradans atrazine
K404 + OR16 R. pyridinivorans + C. basilensis atrazine
K404 + TBF2/20.2 R. pyridinivorans + O. oleidegradans atrazine
K404 + PT2/14B R. pyridinivorans + R. gingshengii atrazine
NI1 + OR16 R. erythropolis + C. basilensis atrazine
NI1 + T3SZ4 R. erythropolis + C. basilensis atrazine
NI1+ TBF2/20.2 R. erythropolis + O. oleidegradans atrazine
OR16 + PT2/14B C. basilensis + R. gingshengii atrazine
PT2/14B + TBF2/20.2 R. gingshengii + O. oleidegradans atrazine
T3SZ4 + TBF2/20.2 C. basilensis+0. oleidegradans atrazine

A konzorciumok esetében a bontdsi rendszerek Osszeallitasa €s inkubalasa ugyanigy

tortént azzal a kiilonbséggel, hogy az egyes inokulumokat optikai denzitas érték beallitasa utana

1:1 ardnyban kevertem, majd a keverékbdl mértem 5-5 mL-t 45 mL kontaminalt tapoldatba.
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A 7 napos razatas végén a tapoldatokbol 10-10 mL-t 15 mL-es centrifugacsObe mértem ¢€s
4000 rpm-en 4 °C-on-on 35 percig cetrifugaltam (Eppendorf 5810R). A feliiluszot a pelletrdl
elvalasztottam ¢és 0,2 um-es celluléz-acetat fecskendésziirén atsziirtem (VWR Europe), majd
tovabbi felhasznalasig mind a szirletet, mind a pelletet -20 °C-on tartoltam. A maradék
tapoldatokat eredeti taroloedénnyel egyiitt a Wessling Hungary Kft. analitikai laborba
szallitattam a maradék atrazine és terbuthylazine meghatarozasara, melyet GC-MS modszerrel
végeztek. A bontasi vizsgélatokat eldszor 1 bedllitasban végeztem el, majd azokkal a torzsekkel,
ahol az els6é mérés tobb, mint 50%-o0s degradaciot mutatott, még két kisérletben megismételtem,

ezen mérések atlagat és szorasat tiintettem fel az eredmények bemutatasanal.
4.2 Citotoxicitas mérés Aliivibrio fischeribiolumineszcencia-gatlasi teszttel

Annak meghatarozasa érdekében, hogy a meghosszabbitott kontaktidejii Aliivibrio
fischeri teszt megfelel6en érzékeny-e az atrazine és terbuthylazine peszticidek citotoxicitasanak
mérésére, elvégeztem a tiszta hatéanyagokkal az akut, 30 perces standardizalt tesztet, valamint a
kronikus, 25 oras kontaktideji A. fischeri tesztet, majd az ECsy értékeket Osszevetettem
egymassal, illetve a szakirodalomban fellelhetd értékekkel. Miutdn meggy6zddtem a megfeleld
érzékenységér6l, a bontasi maradékanyagok citotoxicitasanak mérését a kronikus A. fischeri

teszttel végeztem el.

4.2.1  Akut Microtox® tesgt

Az atrazine és terbuthylazine akut citotoxikus hatasanak mérésére a 30 perces Microtox®
tesztet alkalmaztam Microtox® Model 500 Toxicity Analyzer System (Azur Environmental,
Carlsbad, CA) segitségével. Tesztszervezetként a Gram-negativ, palcika alaku, fakultativ aerob
biolumineszcens tengeri baktériumot, az A. fischeri-t hasznaltam (DSM 7151, NRRL B-11177).
Az A. fischeri baktériumban a luxCDABEG gének feleldsek a biolumineszcenciaért, amit a
luciferdz enzim katalizdl molekuldris oxigén, hosszii szénldncu alifas aldehidek, valamint
redukalt flavin-mononukleotidok (FMNH;), mint szubsztratok felhasznalasa soran
(Miyashiro&Ruby 2012). A metabolikus energia konvertalas lathatdé fény kibocsatasaval jar,
amennyiben tehit a normalis metabolikus aktivitds sériil a baktériumban, a fénykibocsatas
csokken. A peszticidek toxicitdsdnak meghatirozasa tehat a lumineszcencia gatldsa révén
mérhetd, melyet az ISO 11348-1 (1998) szabvany alapjan végeztem el. A mérésekhez 25 mg/mL
tartalmazé 2 m/m%-0s NaCl oldattal készitettem el atrazine esetében 125 pg/mL-t6l 9,375
ug/mL-ig,  terbuthylazine  esetében 100  pg/mL-t61 6,25  pg/mlL-ig  terjedd

koncentraciotartomédnyban a 9 tagu higitdsi sorokat. Az akut tesztben a DMSO
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végkoncentracidja minden higitasi tag, valamint a kontroll esetében is 2 v/v% volt. A

crer

fénykibocsatasat (ECsg) 30 perces kontaktidd utan hataroztam meg a Microtox® program altal.

4.2.2  Kronikus A. fischeri teszt

Az atrazine ¢és terbuthylazine, valamint a bontasi kisérletekbdl szarmazo
maradékanyagok hosszu tavu citototoxikus hatasat 96-lyuku, fekete, lapos alji PS mikrotiter
lemezeken (Greiner-Bio-One GmbH, Ausztria) végeztem el 200 uL végtérfogatban. A lemezeket
a kisérleti rendszerek Osszeallitasa utan minden esetben 25 °C-on inkubaltam 250 rpm razatas
mellett mikroplate razo termosztatban (PST-60HL-4, BioSan, Litvania). A biolumineszcencia
értekeket (fotonbecsapddas/masodperc, CPS) Victor™ X Light 2030 Luminescence Reader
(Perkin Elmer, USA) segitségével mértem 3,5, 10, 15 és 25 oras kontaktidd utan. A kisérleteket

minden esetben 3 ismétlésben, ismétlésenként 3 parhuzamos mérésben végeztem.

4221 Tiszta hatoanyagok vizsgalata

Az A. fischeri (DSM 1751, NRRL B-11177) tesztszervezetet ferde Bacto Marine agarra
(Difco 2216 18 g/L bakteriologiai agarral kiegészitve) oltottam. 24 o6ras 20 °C-on torténd
inkubaci6 utan a baktérium biomasszat Bacto Marine Broth (Difco 2216) tapoldatba mostam és a
szuszpenzio optikai denzitasat (ODgog) 0,1 értékre allitottam be. A mikrotiter lemez lyukaiba az
atrazine és terbuthylazine térzsoldatokbol 10-10 uL végtérfogatot mérve higitasi sort készitettem
2E+02 pg/mL-tél 9,77E-02 pg/mL-ig, illetve 100 pg/mL-t6l 4,9E-02 pg/mL-ig 1:2 ardnya
higitasban. A higit6 folyadék, illetve a negativ kontroll DMSO volt. Kizarolag A. fischeri
tenyészetet is alkalmaztam kontrollként. A végtérfogatot 200 pL-re allitottam be A. fischeri

szuszpenzioval.

4.2.2.2 Biodegradacios maradékanyagok vizsgalata

Az eléz6leg bemutatott modon 24 oras friss A. fischeri tenyészetbdl készitett szuszpenzid
optikai denzitasat (ODgop) ez esetben 0,2 értékre allitottam. Az el6zdleg 0,2 um-es szlir6n
(celluloz-acetat, VWR Europe) atszlirt bontasi maradékanyagokbdl 100-100 pL-t mértem az
egyes lyukakba. A tesztszervezet szamara megfelelé sokoncentracio fenntartasanak érdekében
minden mintahoz 10 pL tomény (10x) Bacto Marine oldatot mértem. Tekintettel arra, hogy a
baktériumok képesek olyan anyagokat termelni, melyek onmagukban citotoxikus hatasuak
lehetnek, a torzsekbdl, ill. konzorciumokbol a bontasi kisérlet soran alkalmazott modon
inokulumot készitettem, ezt 7 napig peszticid hozzdadédsa nélkiil inkubaltam. Ezen inokulumok

0,2 pm-es sziirén (celluléz-acetdt VWR Europe) atszlirt feliiluszojat alkalmaztam a
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maradékanyagok negativ kontrolljaként. A végtérfogatot ebben az esetben is 200 pL-re

egészitettem ki az A. fischeri szuszpenzioval.

4.3 Kombinalt modszer Kifejlesztése és alkalmazasa kozvetett endokrin

diszruptor hatas mérésére

Az atrazine kozvetett endokrin diszruptor hatdsanak vizsgalatdhoz egy human H295R
embrionalis adrenokortikalis (mellékvesekéreg) karcindbma sejtvonalat, valamint a Tennessee
University munkatarsai  altal 1étrehozott és jovoltabol a Kornyezetbiztonsagi és
Kornyezettoxikologiai Tanszék szamara tudomanyos vizsgalatok céljara rendelkezésre bocsatott
Saccharomyces cerevisiae alapu bioriporter teszteket hasznaltam.

A humén H295R sejtvonal a szteroidogenezis szinte Osszes kulcsfontossdgi enzimével
rendelkezik (Gazdar et al. 1990, Rainey et al. 1994), ezaltal a sejtvonal kivalo in vitro modell a
szteroidszintézis Utvonalainak ¢s folyamatainak vizsgalatara (Hecker&Giesy 2008, US EPA
2011).

Sanseverino és mtsai (2005), valamint Eldridge és mtsai (2007) olyan koltséghatékony és
gyors biotesztet fejlesztettek ki, mely segitségével kemikaliak potencidlis dsztrogén és androgén
hatasa mérhet6. A Saccharomyces cerevisiae térzsek BLYES és BLYAS konstrukcidit Ggy
alkottak meg, hogy azok kromoszémajaba human Osztrogén és androgén receptorokat kodold
géneket integraltak, tovabba a sejtbe olyan plazmidokat, melyek Osztrogén és androgén
vélaszelemeket, ill. a prokariota Photorhabdus luminescens lux-génjeit hordozzak. Igy tehat
amennyiben olyan anyaggal exponaljuk a S. cerevisiae BLYES ¢s BLYAS sejteket, melyek
képesek kozvetleniil human 0Osztrogén- vagy androgén-receptorhoz, majd komplexként a
valaszelemekhez kotddni, aktivalodnak a lux-gének, biolumineszcenciat eredményezve (A
BLYES konstrukcidt sematikusan a 4. dbra mutatja be). A biolumineszcens bioriporterek tehat
alkalmasak 0Osztrogén ¢és androgén hatas mérésére. A BLYR konstrukcioban a lux-gének
konstitutivan fejezddnek ki, ez a torzs citotoxikus hatds mérésére alkalmas: amennyiben a sejtek
toxikus anyaggal érintkeznek, csdkken a fénykibocsatas.

Célom az volt, hogy a két modszer Osszekapcsolasaval vizsgalni tudjam az atrazine
indirekt hormonhaztartast zavar6 hatasat, hipotézisem az volt, hogy ha a human sejtekben
lejatszodo szteroidszintézis zavart szenved, a megvaltozott mennyiségben termel6dé nemi
hormonokat az 6sztrogén és androgén hatast méré BLYES és BLYAS bioriporter tesztekkel ki

lehet mutatni.
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4. abra — A Saccharomyces cerevisiae BLYES torzs sematikus dabraja. Osztrogénhatist anyag sejtmembranon

torténo athaladdasa utin a human dsztrogén receptoroz (hER) kotddik. Az igy keletkezett komplex a
kapcsolddik az 6sztrogén vilaszelemhez (ERE), mely a luxA és luxB gének atirédasat inditja el. A BLYAS
torzs genomjaba human androgén receptort kodolé gén van integralva, melyrél human androgén receptor
fejezodik ki, illetve androgén valaszelemet tartalmaz a plazmid (Eldridge et al., 2011).

4.3.1 H295R sejtvonal és tenyésztési koriillmények

A H295R adrenokortikalis karcinoma sejtvonalat (NCI-H295R, no. 300483) a CLS Cell
Line Cerivce GmbH-t6l (Németorszag) szereztiik be. A sejtvonal tenyésztését az OCSPP
890.1550 Guideline (US EPA 2011) alapjan végeztik, melyet roviden a kovetkezOkben
ismertetek. A fagyasztott sejteket érkezés utan DMEM:F12 1:1 aranya keverékét tartalmazo
tapoldatban szaporitottuk legalabb 5 passzazson keresztiil, melyet ITS + Premix-szel (inzulin,
transzferrin, szelén, BSA és linolsav, 1:100 aranyu higitasban; BD) valamint FCS-sel (2,5 v/v%
végkoncentracioban) egészitettlink ki. A sejtek taroldsa folyékony nitrogénben torténik. Az 5. és
10. passzazs kozott a sejteket tripszinezéssel (0,5%) Osszegytlijtottiik, majd 2E+05 sejtet liltettiink
24 lyuku sejttenyésztd lemez mélyedéseibe, melyek 24 6ra utan 60-70%-os konfluenciat értek el.
Ezutan a H295R sejteket a tesztanyagokkal exponaltuk, negativ kontrollként a tesztanyagokkal
bevitt azonos mennyiségii oldoszert (DMSO) hasznaltuk (1puL/mL tapoldat). A szterodigenezis
teszthez a sejteket ismert aromataz induktor forskolinnal (CAS 66575-29-9, tisztasag >99%,
Sigma-Aldrich), illetve inhibitor hatast prochloraz-zal (CAS 67747-09-5, tisztasag 98,6%,
Sigma-Aldrich) és atrazine-nal kezeltik. A forskolin egy adenili-ciklaz aktivatorként is
viselkedd vegyiilet, mely emelkedett cAMP szintet eredményez. Utobbi egy masodlagos hirvivd
molekula, mely létfontossagu szerepet jatszik a szteroidszintézis folyamatdban a protein kinaz A
(PKA) szignalizacids utvonal aktivalasa révén (Hecker et al. 2006, Seamon et al. 1981), ezaltal
egyidejiileg emelkedett Osztrogén és androgén szintet eredményez. A prochloraz androgén és
Osztrogén receptor antagonistaként viselkedve szteroidogén enzimeket, mint pl. a CYP17al

(Vinggaard et al. 2006) és a CYP19al (aromataz) (Andersen et al. 2002) gatol, mely hatasara
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csokkent a tesztoszteron és az Osztrogénhormonok szintje. A sejtekre 1 mL tapoldat kertilt,
melybe els6 Iépésben a pozitiv  kontroll tesztanyagokat —mértik  kiilonbozd
koncentraciotartomanyokban: a forskolin 0,03, 0,1, 0,3, 1, és 10 uM, a prochloraz 0,01, 0,03,
0,1, 0,3, 1 és 3 uM végkoncentracioban 1-1 pLL DMSO (CAS 67-68-5, tisztasag >99,7%, Sigma-
Aldrich)/1 mL médium olddszerrel bejuttatva. 48 oras inkubécid utan a sejtekrdl a feliiluszot
eltavolitottuk €s a feliiluszoban talalhatd, sejtek altal szekretalt hormonok hatasat BLYES és
BLYAS hormonhatasmérd bioriporter teszttel vizsgaltuk.

A tovabbiakban atrazine-nal 1, 3, 10, 30, 100 és 300 uM végkoncentracioban exponaltuk
a sejteket. Minden tesztben a tesztanyagokkal parhuzamosan ellenérzésként a pozitiv kontroll
anyagokkal is kezeltiink sejteket legalabb két-két koncentracioban, a Guideline javaslatainak
megfeleléen. A szteroidogenezis teszt végén (48 ora utan) a feliiliszokat szintén a BLYES és
BLYAS teszttel vizsgaltuk.

A vizsgalatok 3 ismétlésben, ismétlésenként 2 parhuzamos beallitdsban lettek elvégezve.

4.3.2 BLYES, BLYAS és BLYR tesztek

A leucin és uracil szelektiv markereket hordozo S. cerevisiae BLYES, BLYAS és BLYR
konstrukciok (The University of Tennessee, Knoxville) tarolasa -80 °C-on torténik. A sejtek
szaporitdsat leucin- és uracil-mentes minimal tapoldatban (YMM, részletes Osszettétel a M3
mellékletben talalhaté) végeztem: 1 mL -80 °C-rdl felolvasztott sejtszuszpenziot 30 mL
tapoldatba mértem, majd 30 °C-on 200 rpm fordulaton razattam (Certomat BS-1, Sartorius
Stedim Biotech, Franciaorszag) egy éjszakdn at l-es optikai denzitds (ODeggg) eléréséig. A
teszteket minden esetben 96-lyuku, fekete, lapos-alji PS mikrotiter lemezen (Greiner Bio-One
GmbH, Ausztria) hajtottam végre. A tesztszervezetek tesztanyagokkal torténd 5 6ras exponalasa
utdn a biolumineszcencia értékeket (fotonbecsapddas/masodperc, CPS) Victor™ X Light 2030
Luminescence Reader (Perkin-Elmer, USA) segitségével mértem.

A tiszta hatdanyagok (atrazine, forskolin és prochloraz) ¢s a szteroidogenezis tesztbol
szarmazo feliiluszd mintdk vizsgalata harom ismétlésben, ismétlésenként 3 parhuzamos
beallitasban tortént. Pozitiv kontroll vegytiletként minden teszt esetében 17p-0sztradiolt (E2) és
Sa-dihidrotesztoszteront  (DHT)  alkalmaztam  2E-05-t61  3,5E-02 uM-ig terjedd
koncentraciotartomanyban 1:2 higitdsban 20 pL metanolban oldva. Negativ kontrollként

YMM-+éleszt6 sejt, ill. YMM+€leszto sejt+metanol szolgalt.

4.3.2.1 Keresztreakcio tesztelése a BLYES és BLYAS tesztek kozott

A BLYES és BLYAS tesztek kozotti potencialis keresztreakcio felmérése érdekében az
E2 BLYAS tesztben, ill. a DHT BLYES tesztben kivaltott hatdsat mértem. 20-20 pL E2-t
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(1,7E+02 — 3,7E+05 uM koncentraciotartomanyban) és DHT-t (5,4E+01 — 1,1E+05 puM) mértem
a titerlemez lyukaiba, majd a metanol elparolgasa utan 200 uLL. BLYAS és BLYES inokulumot
az E2-t, ill. a DHT-t tartalmaz6 mélyedésekbe.

4.3.2.2 Tiszta tesztanyagok osztrogeén és androgén hatasanak mérése

Annak érdekében, hogy meg tudjam allapitani, hogy a szteroidogenezis tesztben
alkalmazott tesztanyagok onmagukban képesek lehetnek-e valaszreakciot kivaltani a BLYES ¢és
BLYAS tesztben, ill. van-e citotoxikus hatasuk, a bioriporter teszteket elvégeztem atrazine-nal,
forskolinnal és prochloraz-zal a szteroidogenezis tesztben alkalmazott
koncentraciotartomanyokat hasznalva.

Negativ kontrollként YMM-+¢€lesztd, valamin Y MM+¢leszt6+DMSO szolgalt.

4.3.2.3 H295R sejtek altal termelt hormonok oOsztrogén és androgén hatasanak
mérése

Az atrazine-nal, forskolinnal és prochloraz-zal exponalt H295R sejtek 48 oras
feliiluszojabol azok 6sztrogén és androgén hatasanak, valamint citotoxicitdsanak megallapitasara
20-20 pL-t mértem a titerlemez lyukaiba, majd 180-180 pL-t a mar ismertetett modon elkészitett
BLYES, BLYAS ¢és BLYR tesztszervezetek szuszpenziojabol. A forskolinnal és prochloraz-zal
kezelt sejtek feliiliszoja szolgalt a tesztben pozitiv kontrollként. Negativ kontrollokat
alkalmaztam a H295R sejtek alap hormontermelésének mérésére (Médium+H295R), valamint az
oldészer (Médium+H295R+DMSO) potencialis hatasanak mérésére. Az atrazine-nal,
forskolinnal és prochloraz-zal kezelt H295R sejtek feliiluszoja altal kivaltott biolumineszcencia

értékeket az oldoszeres kontroll értékeihez hasonlitottam.

4.3.2.4 Bontasi maradékanyagok H295R sejtek hormontermelésére gyakorolt
hatasanak mérése BLYES és BLYAS teszttel

Az atrazine indirekt endokrin rendszert zavaré hatasanak kimutatasara kifejlesztett
kombinalt modszerrel a legjobb bontasi hatékonysaggal rendelkezdé ¢€s nem citotoxikus
végterméket eredményezd egyedi baktériumtorzs és két konzorcium maradékanyaganak
tesztelését végeztem el.

A szteroidogenezis teszt maradékanyagokkal torténd elvégzéséhez szamos eldkisérlet és
optimalizalas volt sziikséges, tekintettel arra, hogy a human sejtek érzékenysége igen nagy a
tenyésztési koriilményeiket illetden. El8szor a bontdsi maradékanyagokat kezelés nélkiil (csupan
0,2 pum-es porusatmérdjii szlirés) vittikk be a sejtek médiumaba, &m ez a human sejtek gyors
pusztulasdhoz vezetett. Mivel a bakterialis metabolitok, feliiletaktiv anyagok, fehérjék stb.

szerepet jatszhattak ennek a hatasnak a kivaltasaban, a tovabbiakban a kdvetkezé6 moddon
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kezeltem a maradékanyagokat. A sziirleteket el6szor 2x30 masodpercig szonikaltam 20 kHz
frekvencian 20%-os amplitudoval (Branson Digital Sonifier 102C, Emerson Industrial
Automation) annak érdekében, hogy az atrazine-bol bakterialis lebontas utjan keletkezett
vegyliletek esetleges fehérjéhez vald kotddését roncsoljam. Majd az ultrahanggal kezelt mintakat
3 kDa MWCO (Molecular Weight Cutoff) fehérjesziiron (Amicon-Ultra-15, Millipore) sziirtem,
mely soran minden, 3 kDa-nil nagyobb molekula a bekoncentralt felilliszoban marad, a
kisebbek (mint az atrazine és bomlastermékei) pedig atjutnak. A bontasi kisérletben negativ
kontrollként funkcionald, csak atrazine-nal kontamintalt tapoldatot, azaz VAK mintat ugyanigy
kezeltem. A tovabbiakban az igy nyert sziirletet vittiik be a szteroidogenezis tesztbe, ahol a
tesztanyagokbol 100 uL mennyiséggel exponaltuk a human sejteket az 4.3.1 fejeztben leirtaknak
megfeleld koriilmények kozott. A kronikus AVF teszthez hasonldan a bontasi maradékanyagok
negativ kontrolljaként a baktériumok peszticid nélkiili inokuluma szolgalt, mely ugyanazokon a
kezeléseken esett at, mint a biodegradacios maradékok. A szteroidogenezis teszt utan a tesztbol

szarmazo6 feliilluszok hormonhatasanak mérése a 4.3.2. fejezetben leirtak szerint zajlottak.

4.4 Adatok kiértékelése

A biolumineszcencia értékek statisztikai kiértékelését a GraphPad Prism 5 szoftverrel
(GraphPad Software Inc., San Diego, USA) végeztem el. A dolgozatban bemutatott eredmények
az adatok atlagaként vannak feltiintetve a standard deviancia (SD) értékekkel egyiitt. Az egyes
kezelések kozotti kiillonbségek megallapitasara egy-utas ANOVA tesztet hasznaltam Tukey, ill.
Dunnett post hoc teszttel, p<0,05 érték esetében tekintettem statisztikailag szignifikdnsnak az
eltéréseket. Az EC50 értékek szamitasakor a biolumineszcencia értékeket normalizaltam, majd a
koncentracio fiiggvényében abrazoltam és nem-linedris regresszids modell segitségével
generaltam a koncentracid-valasz gorbéket.

A Dbiolumineszcencia gatlas értékek kiszamitasdhoz Froehner et al. (2002) képletét
hasznaltam:

Biolumineszcencia gatlas (%) = (SCtx-Stx)*100/SCtx

A biolumineszcencia intenzifikaciot a fenti képlet minimalis modositasaval (Krifaton et
al. 2013) a kovetkez6képp szdmoltam:

Biolumineszcencia intenzifikacio (%) = - 1 X [(SCtx-Stx)*100/SCtx]

amely képletekben
SCtx — a (olddszeres) kontroll értékek matematikai atlaga bizonyos kontaktidénél (tx)

Stx — a parhuzamos mintak biolumineszcencia értékeinek atlaga bizonyos kontaktidonél (tx)
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5 EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1 Atrazineés terbuthylazine bakterialis biodegradacioja

5.1.1  Egyedi torzsek biodegraddcios képessége

Az atrazine és terbuthylazine egyedi baktériumtorzsek és konzorciumok altali biologiai
lebontasanak mértékét kémiai analitikai modszerrel (GC-MS) detektaltam. A pozitiv
kontrollként hasznalt Pseudomonas sp. ADP torzs a kiindulasi 50 mg/L atrazine koncentraciot
csupan 22%-kal volt képes csokkenteni a 7 napos kisérletben. A 43 vizsgalt torzs koziil 0sszesen
kozott a Rhodococcus nemzetség tagjai dominaltak, tiz torzs képviselte a R. aetherivorans (1
torzs), R. erythropolis (2), R. pyridinivorans (4), R. rhodochrous (1) és R. gingshengii (2)
fajokat. A legjobb, tobb, mint 70%-0s bontasi képességet mutatd torzsek szintén ehhez a
nemzetséghez tartoznak: a R. erythropolis GD2A és R. rhodochrous CW25 torzsek 77 és 78%-0s
degradacios hatékonysagot értek el, 3 R. pyridinivorans torzs, a K402, K404 és K408 két R.
gingshengii-vel egyiitt (BA4.9 és PT2/14B) bizonyultak a leghatékonyabb bontoknak 85-98%-0s
degradacioval. A tobbi, e fajokhoz tartozo torzs kisebb, 50-65%-o0s képességgel rendelkezett.
El6zbeken tal 3 tovabbi nemzetséghez tartozd torzs, a Cupriavidus basilensis OR16, a Serratia
fonticola 1/1 és az Olivibacter oleidegradans TBF2/20.2 52%, 53%, illetve 67%-os bontast
mutatott. A jelenleg rendelkezésre allo, elérhetd szakirodalmi adatok alapjan a R. aetherivorans,
a R. gingshengii, az O. oleidegradans és a S. fonticola fajokat tekintve még nem irtak le
atrazine-biodegradacios képességet.

A 4. tablazatban bemutatott biodegradacios értékek a bontasi kisérletbdl szarmazod
»teljes” mintdk, azaz a bakterialis biomassza €s a vizes fazis egylittes analitikai vizsgéalatanak
eredményei. Noha a szakirodalom nem szamol be az atrazine azon tulajdonsagardl, miszerint
képes lehet a baktériumok sejtfaldhoz kotddni, ennek kizdrasa érdekében az 50% feletti
degradacios képességii torzsek esetében a bontasi kisérlet végén centrifugalassal szétvalasztott
sejtpelleten potencialisan megkotédé atrazine mennyiségét is vizsgaltam kémiai analitika
segitségével, ez azonban minden esetben elhanyagolhatdé mértékii volt. Az atrazine
biodegradacid tehat valoban a sejtek metabolikus aktivitasanak, nem pedig pelleten vald

megkotddésnek tulajdonithato.
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4. tablazat — Kornyezeti mintakbol izolalt baktériumtorzsek atrazine lebonté képessége (%6) 7 nap razatas
utan a VAK minta értékeihez viszonyitva. Szoras értékek azon torzsek esetében vannak megadva, melyek
50%-nal nagyobb biodegradaciot mutattak és a bontasi kisérleteket harom ismétlésben végeztem el.

ATRAZINE BIODEGRADACIO 7

TORZS JELE FAJ NAP UTAN (% A KONTROLL
MINTAHOZ VISZONYITVA)
KO10 Sphingopyxis chilensis 7,7
DT2 Ochrobactrum tritici 8,69
NZS6 Pseudoxanthomonas suwonensis 10,04
NZS9 Microbacterium esteraromaticum 14,28
J4 Arthrobacter protophormiae 20,8
DSM 11735 Pseudomonas citronellolis ADP 22,78
BSZ10 Paracoccus kondratievae 25,81
CSz4 Paracoccus kondratievae 27,82
NCP3 Pseudomonas putida 29,35
CHB 20p Chryseobacterium hungaricum 29,44
UA5/8 Chryseobacterium formosense 29,69
ZS1 Pseudomonas citronellolis 34,8
FEH28 Pseudomonas pseudoalcaligenes 35,34
EL1 Microbacterium barkeri 36,25
AK36 Rhodococcus globerulus 36,83
NZS19 Bacillus megaterium 36,88
AK35 Rhodococcus erythropolis 36,98
TN4 Chryseobacterium sp, 40,63
NZS14 Gordonia paraffinivorans 41,6
H4 Pseudoxanthomonas kalmensis 41,74
AK40 Rhodococcus rhodochrous 42,18
T3N9 Acinetobacter venetianus 42,58
KO5 Pseudomonas stutzeri 43,86
AK38 Rhodococcus pyridinivorans 44,27
AK37 Rhodococcus pyridinivorans 44,95
BRB 6A Cupriavidus basiliensis 45,42
BRB1AB Rhodococcus erythropolis 46,78
EB22/5 Rhodococcus gingshengii 48,91
T3SZ4 Cupriavidus basilensis 49,98
PT1/1 Serratia fonticola 51,66+1,00
NI1 Rhodococcus erythropolis 52,98+1,51
OR16 Cupriavidus basilensis 53,13+3,66
AK44 Rhodococcus aetherivorans 59,07+3,58
CHB15p Rhodococcus pyridinivorans 65,65+18,39
TBF2/20.2 Olivibacter oleidegradans 67,29+3,99
GD2A Rhodococcus erythropolis 77,21£13,70
CWwW25 Rhodococcus rhodochrous 78,41+11,59
BA4.9 Rhodococcus gingshengii 85,0+1,10
K408 Rhodococcus pyridinivorans 87,05+5,85
PT2/14B Rhodococcus gingshengii 93,12+1,08
K402 Rhodococcus pyridinivorans 97,55+1,29
K404 Rhodococcus pyridinivorans 98,12+1,22

42




10.14751/SZIE.2017.092

crer

kozil négy kiilonboz6é Rhodococcus fajt képviseld torzzsel végeztem el, feltételezve, hogy a
nagy szerkezeti hasonlosag miatt képesek lehetnek a terbuthylazine bontasara is. Ezek koziil
azonban csupan 2 volt képes valamilyen szinten degradalni a vegyiiletet: a Rhodococcus
pyridinivorans-hoz tartozo K402 esetében minddssze 14%-kal (atrazine-bontas 25%), a K404
46%-kal (atrazine: 98%) csokkentette a kezdeti 50 mg/L-es koncentraciot (5. tablazat). A
szakirodalmat attekintve szintén nem talaltam utalast e fajok terbuthylazine bontd képességére
vonatkozoan. A tobbi fajt képviseld, atrazine-t kivald hatékonysaggal bontd torzs esetében

terbuthylazine degradacié nem volt megfigyelhetd.

5. tablazat — Négy kiilonboz6 Rhodococcus fajt képviseld, az atrazine-t legnagyobb hatasfokkal bontani képes
torzsek terbuthylazine bonté képességének %-os értékei 7 nap razatas utan a VAK minta értékeihez
viszonyitva. N.b. — nincs bontas.

" TERBUTHYLAZINE BIODEGRADACIO 7

TORZS ) :
ELE FAJ NAP UTAN (% A KONTROLL MINTAHOZ

VISZONYITVA)
GD2A Rhodococcus erythropolis n.b.
CW25 Rhodococcus rhodochrous n.b.
PT2/14B Rhodococcus gingshengii n.b.
K402 Rhodococcus pyridinivorans 14,21
K404 Rhodococcus pyridinivorans 46

5.1.2  Konzorciumok biodegraddcios képessége

Az egyénileg 50%-os vagy anndl nagyobb degradacios potenciallal rendelkezd torzsekbol
alkotott kevert kultirak, konzorciumok esetében 9 volt képes az atrazine 60-93%-at bontani a 7
napos kisérlet soran. Ezek koziil 5 konzorcium esetében jobb bontasi hatasfokot tapasztaltam,
mint az azokat alkotd egyéni torzseknél (NI1, OR16, CHB15p, AK44 és TBF2/20.2) melyek
egyénileg viszonylag kisebb mértékben degradaltak az atrazine-t. A tobbi konzorcium esetében
nem volt megndvekedett bontas detektalhato az alkoto egyéni torzsekhez képest (6. tablazat).

A Rhodococcus pyridinivorans CHB15p + R. erythropolis NI1, valamint a CHB15p és az
atrazine-bontd képességérél tjonnan beszamolt faj képviselje, a R. aetherivorans AK44
keverék kiemelkedd, 92 és 93%-kal a legjobb bontast mutatta a konzorciumok kozott. Tovabba e
keverékek bontasi hatékonysaga 30-40%-kal meghaladta az alkot6 torzsek egyéni degradacios

képességét.
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6. tablazat — Torzsek és a beldliik alkotott keverékek atrazine-degradacios képességének osszehasonlitasa. A
biodegradacios érték a 7 napos szubmerz tenyészetben torténo bontasi kisérlet utan kémiai analitikai
modszerrel (GC-MS) visszamért atrazine VAK (abiotikus kontroll) mintahoz viszonyitott szazalékos értéke.

. , TORZSEK
TORZS TORZSEK EG?{EN,ILEG KONZORCIUMBAN
JELE Fas BIODEGRADACIOS % BIODEGRADACIOS %
NIl Rhodococcus erythropolis 52,98+1,51
63,64+1,18
TBF2/20.2 Olivibacter oleidegradans 67,29+3,99
AK44 Rhodococcus aetherivorans 59,07+3,58
CHB-15p Rhodococcus pyridinivorans 65,65+18,39 78,34+1,39
TBF2/20.2 Olivibacter oleidegradans 67,29+3,99
PT2/14B Rhodococcus gingshengii 93,12+1,08
80,12+9,67
TBF2/20.2 Olivibacter oleidegradans 67,29+3,99
AK44 Rhodococcus aetherivorans 59,07+3,58
— _ 80,6+12,4
TBF2/20.2 Olivibacter oleidegradans 67,29+3,99
NIl Rhodococcus erythropolis 52,98+1,51
84,04+2,37
OR16 Cupriavidus basilensis 53,13+3,66
K404 Rhodococcus pyridinivorans 98,12+1,22
— . 85,75+5,94
TBF2/20.2 Olivibacter oleidegradans 67,29+3,99
K404 Rhodococcus pyridinivorans 98,12+1,22
86,34+7,12
PT2/14B Rhodococcus gingshengii 93,12+1,08
AK44 Rhodococcus aetherivorans 59,07+3,58
- 92,58+1,56
CHB-15p Rhodococcus pyridinivorans 65,65+18,39
CHB-15p Rhodococcus pyridinivorans 65,65+18,39
93,07+0,19
NI1 Rhodococcus erythropolis 52,98+1,51
Terbuthylazine  esetében a bontasi  kisérleteket két  konzorciummal, az

AK44+CHBI15p+TBF2/2.2, illetve az AK44+CHBI15p torzsek keverékeivel végeztem el,
azonban a kivalod atrazine-bontd képességiik ellenére az analitikai eredmények alapjan a

terbuthylazine-t ezek a konzorciumok semmilyen mértékben nem voltak képesek degradalni.
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Uj tudomanyos eredmény:

I. Tézis (5.1.1. és 5.1.2. fejezetek eredményei alapjan): A vizsgalt 43 baktériumtorzsbdl és 21
konzorciumbol analitikai mérések alapjan 13, ill. 9 volt képes 50%-nal nagyobb mértékben
aetherivorans, 2 torzs a R. gingshengii, 1 torzs az Olivibacter oleidegradans, 1 térzs a Serratia
fonticola fajhoz tartozik, mely fajok atrazine-bonté képességét elséként bizonyitottam. A kivalo
atrazine-bont6 (>75%) 5 torzs és 2 konzorcium koziil csak a R. pyridinivorans K402 volt képes

az atrazine-tdl szerkezetileg csupan egy metil-csoportban eltéré terbuthylazine 46%-0s

crer

Az atrazine-ra vonatkoz6 eredményeket az Ecotoxicology nemzetkozi folyodiratban kozoltik
(Hahn, J., Szoboszlay, S., Toth, G, Kriszt, B. (2017) Assessment of bacterial biodetoxification of
herbicide atrazine using Aliivibrio fischeri cytotoxicity assay with prolonged contact time.
Ecotoxicology, 26: 648-657.).

5.2 Aliivibrio fischeri citotoxicitasi tesztek

5.2.1  Akut és kronikus teszt érzékenységének dsszehasonlitisa

A szakirodalomban, illetve a TerraBase Inc. altal fejlesztett, a relevans tudomanyos
szakirodalomban fellelhetd toxicitasi adatokat Osszegyiijté TerraTox™ adatbazisban kevés,
azonban nagy kiilonbségeket mutato értékek lelhetok fel. Az atrazine akut ECsg értéke 39,8-t61
egészen 150 mg/L értékig terjed, mig a terbuthylazine-ra vonatkozoéan nem talaltam 30 perces
kontaktidejli eredményeket: a TerraTox adatbazis egyaltalan nem tartalmaz AVF mérési adatot, a
szakirodalomban csupan két értéket taldltam 15 perces kontaktidejii tesztre vonatkozoan, ezek
pedig 1 nagysagrendben kiilonbéznek egymastol.

Sajat vizsgalataimban az e¢16z6 adatokkal szemben pedig a szabvanyos (1SO 11348-1), 30
perces kontaktidejii akut tesztet alkalmazva sem az atrazine, sem a terbuthylazine nem okozott
fénykibocsatas  csokkenést a  tesztszervezetben, még a legmagasabb alkalmazott
koncentraciokban sem (125, ill. 100 ppm). A tapasztalt nagy kiilonbségeknek szamos oka lehet,
azonban mindenképp felmeriil a kérdés, hogy ezeknek a szimmetrikus-triazinoknak a
vizsgalatara mennyire alkalmas az akut AVF teszt. Az akut tesztek mérési jegyzOkonyvei az M4

és M5 mellékletekben lathatok.
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7. tablazat — Az atrazine és terbuthylazine ECs, értéke a meghosszabbitott kontaktidejii kronikus tesztben
osszehasonlitva mind a sajat mind az irodalmi az akut 30 perces Microtox® értékekkel.

Kronikus AVF Akut AVF
ECso (Mg/L) (95% EC50 értékek (mg/L)
. i : : > Kontakt- —
Vegyiilet Kontaktidé konfidencia r W6 sajat . Imi K
intervallum) vizsgilat irodalmi adato
35h 28,88 (16,90-49,72)  0,6456 150%™
10 h 2,67 (2,19-3,254)  0,8899 69,4 (68,8-70,0)°
Atrazine 15h 8,28 (6,60-10,37) 0,8477 | 30 perc n.d. 39,9 (35,4-d44,9)°
> 39,9%"
25 h 66,51 (50,36-87,83)  0,6287 39 8°*
35h 4,634 (3,17-6,79)  0,6795
. 10 h 4,97 (4,04-6,11) 0,9203 2,047
Terbuthylazine 15n 9,62 (6,57-14,07) 0.6796 30 perc n.d. 478"
25 h 9,58 (5,04-18,21)  0,3305

a TerraTox™ AQUA, Pesticides and Vibrio fischeri (Vibrio) database
b Palma et al. (2008)

¢ Tchounwoul et al. (2000)

d Hernando et al. (2007)

e Kock et al. (2010)

f Lopez-Roldan et al. (2012)

g Villaetal. 2012

* konfidencia intervallum nem megadott

** 15 perces kontaktidd

n.d. - nem detektalhatd. Toxikus hatés (biolumineszcencia gatlas) a vizsgalt koncetracidkban nem volt tapasztalhatd

A meghosszabbitott kontaktidejli, kronikus A. fischeri teszt egyes kontaktidokben mért
értekeinek szorodasa, a szamolt ECsp értékek konfidencia intervallumai és a fliggvények
illeszkedése alapjan a 10 és 15 oras kontaktidok tekinthetdk legmegbizhatobb mérési pontoknak.
A krénikus AVF vizsgalat eredményei szerint a tesztszervezet megndvelt kontaktiddt alkalmazva
a vegyiiletek mar viszonylag kis koncentracidjara érzékenyen reagal: az ECsg értékek atrazine
esetében 2,7 és 8,3 mg/L, a terbuthylazine esetében 5 és 9,6 mg/L értékeknek adodtak 10 és 15
Orés expozici6 utan (7. tablazat).

Megfigyelhetd, hogy a 15. orara kissé mérséklédik a kronikus tesztben a tesztszervezet
érzékenysége. Ez magyarazhatdo az Aliivibrio fischeri baktériumra jellemz6 Un. diauxikus
szaporodassal, mely soran egy rovid lag (adaptacos) fazist kovetd logaritmikus szaporodasi fazist
a 13-15 ora koriil egy Gjabb adaptacios, majd még egy log fazis koveti, mely soran elképzelhetd,
hogy a tesztszervezet képes lehet bizonyos mértékben alkalmazkodni a jelenlévd toxikus
anyaghoz, mely biolumineszcencia gatlas csokkenésként detektalhatd. Az eredmények alapjan
megallapithato, hogy az atrazine és terbuthylazine hatéanyagokra a kronikus AVF teszt a 10.
oras kontaktidonél a legérzékenyebb.

Az atrazine ¢és terbuthylazine hatasara a kronikus AVF tesztben mért biolumineszcenica

gatlasi értékek az M6 és M7 mellékletben talalhatd abrakon lathatok.
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Uj tudomanyos eredmény:

Il. Tézis (5.2.1. és 5.1.1 fejezetek eredményei alapjan): Atrazine-ra és terbuthylazine-ra
nézve a 25 oras kontaktidejii kronikus Aliivibrio fischeri teszt 10 és 15 oras kontaktidonél a
legérzékenyebb: atrazine-ra az ECsg értékek 2,7 és 8,3 mg/L, a terbuthylazine vonatkozasaban 5
¢és 9,6 mg/L értékeknek adodtak, ezzel szemben a szabvanyos, akut tesztben a legmagasabb (125,
ill. 100 mg/L) vizsgalt koncentracidban sem volt mérhetd toxikus hatas. A két vegyiilet hasonld
toxicitasi értékei alapjan — Osszevetve azzal, hogy a terbuthylazine lebontasara nem voltak
képesek a kivald atrazine-bontd torzsek — a jelenleg atrazine-helyettesitéként alkalmazott

terbuthylazine fokozott kornyezeti kockazatot jelent.

Az atrazine-ra vonatkoz6 eredményeket az Ecotoxicology nemzetkozi folyodiratban kozoltik
(Hahn, J., Szoboszlay, S., Toth, G, Kriszt, B. (2017) Assessment of bacterial biodetoxification of
herbicide atrazine using Aliivibrio fischeri cytotoxicity assay with prolonged contact time.
Ecotoxicology, 26: 648-657.).

5.2.2  Atrazine és terbuthylazine bontdsi maradékanyagainak citotoxicitisa

Az atrazine biodegradacidjabol szarmazo bontasi maradékanyagokat vizsgalva jelentds
kiilonbségek voltak megfigyelhetk a torzsek bontasi képessége, valamint a maradékok
toxicitasa kozott, mely eredényeket Osszefoglaléan a 5. dbra mutatja (a tovabbiakban a 5. abra
feliratdban a torzseket és keverékeket jelzd szamok a szoveges értékelésben zarojelben
szerepelnek a torzsjelek utan). Osszességében minddssze 3 egyéni tdrzs és 4 konzorcium volt
képes az atrazine-t olyan metabolitokka bontani, melyek nem gyakoroltak toxikus hatast a
tesztszervezetre. Az egyéni torzsek koziil a Rhodococcus pyridinivorans CHBI15p (6) és az
Olivibacter oleidegradans TBF2/20.2 (7) torzsek kozepes degradacio (65-67%) utani
maradékanyagai a 98%-os lebontd képességli K404 (22) torzséhez hasonléoan nem bizonyultak
biolumineszcencia gatld hatastinak.

Négy konzorcium, az AK44+CHBI15p+TBF2/20.2 (9), AK44+TBF2/20.2 (12),
NI1+OR16 (13) és AK44+CHBI15p (18) esetében a maradékanyagok szintén nem mutattak
citotoxikus hatast, tovabba az dket alkotd egyéni torzsek biolumineszcencia gatlasahoz képest az
a keverékek esetében lecsokkent, ill. teljesen megsziint. A R. pyridinivorans CHB15p (6) és R.
erythropolis NI1 (2) torzseket ezek keverékevel (19) 6sszevetve ellentmondd eredmények voltak
mérhetdk: noha a konzorcium degradacios képessége javult az alkotd torzsek egyéni értékéhez
képest, addig a citotoxicitds csupan lecsokkent, de nem sziint meg (49 és 51%-os gatlas 10 és 15

oréas kontaktidonél) az NI1 maradékdhoz képest (93 és 97%-os gatlas), mig a CHB15p 59 és

crer
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valtozasaban ugyanez a tendencia figyelhetd meg az NI1+TBF2/20.2 (5) konzorciumnal is, ez
esetben azonban a degradacios hatékonysag sem javult az egyéni torzsekhez képest.

Mig a R. pyridinivorans K404 (22) és O. oleidegradans TBF2/20.2 (7) egyéni bontasbol
szarmaz6 maradékai nem voltak toxikusak, addig a bel6liik alkotott konzorcium (15) végterméke
65 ¢és 61%-os gatlast okozott 10 és 15 oras kontaktidénél, mikdzben a degradacié mértéke is
csokkent a K404 egyéni eredményéhez képest.
egyenes aranyban a citotoxicitds megszliinésével, illetve magas bontasi hatékonysag

eredményezhet toxikus maradékanyagokat.
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5. abra — 7 napos atrazine biodegradaciés kisérletbdl szarmazé maradékanyagok altal kivaltott
biolumineszcencia gatlas 10 és 15 oras kontaktidénél kronikus Aliivibrio fischeri tesztben. A maradékanyagok
hatas atrazine nélkiil inkubalt torzsek bakterialis anyagcseretermékeihez vannak viszonyitva. A negativ
gatlasi értékek a maradékanyagok altal A. fischeri-ben kivaltott fénykibocsatas-intenzifikaciot jelentik. 1 —
PT1/1; 2—-NI1; 3- OR16; 4 — AK44; 5 - NI1+TBF2/20.2; 6 — CHB15p; 7 — TBF2/20.2; 8 - GD2A; 9 -
AK44+CHB15p+TBF2/20.2; 10 — CW25; 11 — PT2/14B+TBF2/20.2; 12 - AK44+TBF2/20.2; 13 — NI1+OR16;
14 — Ba4d.9; 15 - K404+TBF2.20.2; 16 — K404+PT2/14B; 17 — K408; 18 — AK44+CHB15p; 19 — CHB15p+NI1;
20— PT2/14B; 21 — K402; 22 — K404
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Terbuthylazine-degradacios képesség (%)

nincs bontas 14 46

100- . |

3 i 5
! ot

s 754 i
T !
> i
©
=
[¢))
O
B 25-
[¢))
=
: o | [l
= - &3 10h
m =3 15h

'25 | | I I | | I

N Vv Y ™ 1) © 4"

Baktériumtorzs

6. abra — 7 napos szubmerz tenyészetben végzett terbuthylazine biodegradacioboél szarmazo bontasi
maradékanyagok citotoxicitasa kronius Aliivibrio fischeri teszttel 10 és 15 oras kontaktidénél, valamint a
torzsek és konzorciumok terbuthylazine bontasi képessége kémiai analitikai vizsgalat alapjan. 1 — GD2A; 2 —
CW?25; 3 - PT2/14B; 4 — AK44+CHB15p+TBF2/20.2; 5 - AK44+CHB15p; 6 — K402; 7 — K404

A terbuthylazine lebontasara a szerkezeti hasonlosag ellenére tehat nem voltak képesek
az atrazine-t jol degradald torzsek, illetve konzorciumok. Ezen torzsek és keverékek
terbuthylazine-bontasbol szarmazo maradékanyagai toxikusak voltak a kronikus A. fischeri
tesztben, mely eredményeket 6sszefoglaldan az 6. abra személteti.

Az 6. abra eredményei alapjan lathatd, hogy a 4-es (AK44+CHB15p+TBF2/20.2) és 5-6s
(AK44+CHB15p) konzorciumok esetében egy biolumineszcencia gatlas csokkenés - azaz a
toxicitas csokkenése — tapasztalhatd, a kiinduldsi vegyiilet mennyiségi csokkenése nélkiil. Ez
Ennek egyrészt oka lehet az A. fischeri-re jellemz6 sajatos (diauxikus) szaporodasi titem (lsd.
5.2.1. fejezet). Masrészt a toxicitds csokkenése a 15. orara két olyan konzorcium
maradékanyaga esetében figyelheté meg, melyben egyforman megtalalhatok a R. aetherivorans
AK44 és R. pyridinivorans CHBI15p torzsek. Ezek a mikroszervezetek termelhetnek olyan
anyagokat, melyek kozvetlen vagy kozvetett modon hatast gyakorolnak a biolumineszcenciara.
A vizsgaltak koziil két esetben volt kis/kdzepes mértékli degradacio tapasztalhato: az R.
pyridinivorans K402 és K404 torzsek 14 és 46%-ban csokkentették a kiindulasi 50 mg/L

s

(6) torzs maradéka is citotoxikus volt, mig K404 (7) torzs esetében ugyan kisebb mértékii, 23%-
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os volt 15 oras kontaktidénél a biolumineszcencia gatlas, de a toxicitas itt Sem sziint meg

teljesen.

Uj tudomanyos eredmény:

1. Tézis (5.1.2 és 5.2.2 fejezetek eredményei alapjan): A 25 6ras Kontaktideji kronikus
Aliivibrio  fischeri  teszt alkalmas az atrazine ¢és a terbuthylazine hatéanyagok
termékeinek citotoxicitasat vizsgalva minddssze 3 esetében (2 Rhodococcus pyridinivorans és 1
Olivibacter oleidegradans torzs) nem volt toxikus a maradékanyag. 4 konzorcium esetében a
biodegradacié mértéke meghaladta az azokat alkotd torzsekét a maradékanyagok toxicitdsdnak
megsziinésével, tehdt a baktériumtorzsek egyiittesen képesek a hatékonyabb lebontasra és

detoxifikaciora.

Az atrazine-ra vonatkoz6 eredményeket az Ecotoxicology nemzetkozi folyodiratban kozoltik
(Hahn, J., Szoboszlay, S., Toth, G, Kriszt, B. (2017) Assessment of bacterial biodetoxification of
herbicide atrazine using Aliivibrio fischeri cytotoxicity assay with prolonged contact time.
Ecotoxicology, 26: 648-657.).

5.3 Az atrazine indirekt endokrin diszruptor hatasanak vizsgalata

Az atrazine szteroidszintézist megzavard hatasanak detektalasara olyan kombinalt
modszert dolgoztam ki, mely 6tvozi a szteroidogenezis vizsgalatdra alkalmas H295R humén
adrenokortikalis karcindma sejtvonalat és az Gsztrogén, ill. androgén hatds mérésére alkalmas
Saccharomyces cerevisiae alaptt BLYES és BLYAS bioriportereket.

Az atrazine-rol, valamint a két dealkilezett bomlastermékérdl (DEA, DIA) a tudomanyos
szakirodalom alapjan ismert, hogy az aromatizacid Utjan androszténdiont és tesztoszteront
Osztronnd és Osztradiolla atalakité aromatdz enzim indukcidjara képes, melynek eredménye az
emelkedett 0sztrogénszint, ezzel parhuzamosan szamos kisérletben csokkent tesztoszteron-szint
volt mérhetd. A szteroidszintézis egyéb folyamataira gyakorolt potencialis hatisa(i) még nem
ismert(ek). Az atrazine hatasara megnovekedett hormonhatas detektalasara az éleszt6 alapu
bioriporter tesztek alkalmasak.

Az 0Osszes, BLYES és BLYAS teszt elvégzése soran pozitiv kontroll vegylileteket is
alkalmaztam, E2-t a BLYES, DHT-t a BLYAS tesztben. Az ECsy értékek (az clvégzett
tesztekben mért értékek atlaga az SD értékekkel) 6,46+3,7E-04 uM volt az E2, valamint

3,91+42,0E-03 uM a DHT esetében. A szakirodalmi ECsy adatokkal Osszevetve, melyek
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6,3+2,4E-04 uM E2-re és 1,1+0,5E-02 DHT-ra (Sanseverino et al. 2008), megallapithatd volt,

hogy a tesztszervezetek megfelelé mértékben érzékenyek és a hormonhatas mérésére alkalmasak

voltak minden tesztben.

5.3.1  Keresztreakcio a BLYES és BLYAS tesztek kozott

A BLYES és BLYAS tesztekben tapasztalhatd volt keresztreakcid, melynek értékeit a 8.
tablazat mutatja: a BLYAS tesztben az E2 androgén hatasa kozel 30-szor volt gyengébb, mint a
DHT hatésa, a BLYES tesztben a DHT pedig majdnem 600-szor gyengébb Osztrogén aktivitast
mutatott, mint az E2. A human sejtek altal az atrazine expozicié hatasara termelt 6sztrogének és
androgének hormonhatdsa megkdzelitdleg 60 000-szer és 7 000-szer volt gyengébb, mint az E2-
¢, ill. a DHT-é. Az atrazine azon hatasos koncentracioi (ECsg) a Szteroidogenezis tesztben,
melynek hatdsara olyan mértékben emelkedtek meg a human sejtek altal termelt 6sztrogének és
androgének szintje, hogy a bioriporter tesztben a maximalis 0sztrogén és androgén hatas 50%-t
eredményezzék, megkozelitéleg azonosak (8. tadblazat). Ebbdl kifolydlag az a kovetkeztetés
vonhato le, hogy az emelkedett 6sztrogén ¢és androgén hatast, amit a BLYES és BLYAS tesztben
detektaltam, valoban az 6sztrogén €s az androgén hormonok emelkedett mennyisége okozta, nem
pedig az Osztrogének androgén receptorokkal, ill. az androgén Osztrogén receptorokkal vald

keresztreakcidja miatt alakult ki.

8. tablazat — Keresztreakcio a BLYES és BLYAS tesztek kozott, valamint a relativ 6sztrogén és androgén
aktivitas a vegyiileteket a megfelelé teszt standardhez viszonyitva. *A vegyiilet ECs, értékének és megfeleld
teszt standard ECs, értékének hanyada

. BLYES teszt BLYAS teszt
Vegyiilet -
Osztrogén aktivitas™* ECso (uM) Androgén aktivitas® ECso (UM)
E2 1 2,740E-04 1/27 1,290E-01
DHT 1/571 1,570E-01 1 4,730E-03
H295R feliiluszo atrazine
expozicio utan 1/61350 1,678E+01 1/7256 3,438E+01

5.3.2 A tiszta tesztanyagok osztrogén és androgén hatdsa

Annak meghatarozasara, hogy a tesztanyagok dnmagukban vajon képesek lehetnek-e az
Osztrogén ¢és androgén receptorokhoz kapcsolodni, azaz a forskolin, prochloraz és atrazine
kozvetleniil okozhatnak-e biolumineszcencia novekedést, a tiszta tesztanyagokat a BLYES és
BLYAS tesztben megvizsgaltam. Citotoxicitdas mérésére a BLYR tesztet hasznaltam. Az
anyagok tesztelésénél alkalmazott koncentracidtartomanyok megegyeztek a szteroidogenezis
tesztben is vizsgalt tartoméanyokkal. Az egyes tesztanyagok hatasira bekovetkezd
biolumineszcencia valtozasokat %-ban fejeztem ki az oldoszeres (DMSO) kontrollhoz

viszonyitva, melyek a 7. 4bran lathatok. A vegyiiletek koziil egyik sem bizonyult még a
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legnagyobb koncentracidoban sem citotoxikus hatdsunak a BLYR tesztben: a forskolin 4,3-12,1%,
a prochloraz 6-12,6%, mig az atrazine 14,7%-os fénykibocsatas csokkenést eredményezett, ezen
értékek pedig nem kiilonboztek szignifikansan az oldoszeres kontrollhoz képest.

A BLYES ¢és BLYAS tesztben egyik tesztanyag hatdsara sem tapasztaltam
biolumineszcencia intenzifikéaciot.

Noha a BLYR tesztben egyik vegyiilet sem bizonyult toxikusnak, a BLYAS tesztben
szignifikans csokkenés volt mérhetd prochloraz esetében, a BLYES tesztben pedig az atrazine és
forskolin hatasara, mely utobbinak legjobb ismereteim szerint nincsenek citotoxikus hatésai.
Azonban annak ellenére, hogy statisztikailag szignifikansnak bizonyultak, ezek az
fénykibocsatas-csokkenés értékek csekély mértékiiek, valamint meg kell jegyezni, hogy mind a
BLYES, mind a BLYAS szervezetek alap fénykibocsatasa mérsékelt (hiszen arra tervezték oket,
hogy biolumineszcencia intenzifikacidoval valaszoljanak olyan vegyiiletek jelenlétére, melyek
képesek kozvetleniil az 0Osztrogén ¢s androgén receptorokhoz kotédni), tehat viszonylag
kismértéki csokkenés is jelentdsnek hathat. Ezzel szemben a BLYR to6rzs alap fénykibocsatasa a
BLYES és BLYAS-nal 2 nagysagrenddel nagyobb. A prochloraz-rél pedig tudni kell, hogy egy
imidazol-tipusu, ergoszterol szintézist gatlo fungicid vegyiilet (Paranjape et al. 2014), tehat az
altala kivaltott csokkenés a vegylilet anti-fungalis hatasaval is magyarazhatd. Sanseverino és
mtsai (2008) kutatasai szerint az atrazine viszonylag nagy koncentracioban fejt csak ki toxikus
hatést (ICg: 5,3E+02 uM a BLYR tesztben), mellyel sajat mérési eredményem 0sszhangban van,
a legnagyobb, 15%-0s biolumineszcencia csokkenés csak a legmagasabb, 3E+02 pM-0s
koncentracioban volt megfigyelhetd.

A fent bemutatott eredmények alapjan megallapithatd, hogy a tiszta tesztanyagok
onmagukban nem képesek fénykibocsatas ndvekedést okozni a bioriporter tesztekben, illetve
nem képesek kozvetleniil sem az 6sztrogén, sem az androgén receptorokhoz kétddni. A human
sejtek feliiluszojat a bioriporter tesztekkel vizsgalva tehat kizarhato, hogy biolumineszcencia

emelkedés esetén a tiszta tesztanyagok lennének a hatés kivaltasért felelosek.
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7. abra — Osztrogén, androgén és citotoxikus hatis a BLYES (A), BLYAS (B) és BLYR (C) tesztekben az
élesztosejtek tiszta tesztanyagokkal torténé 5 oras expozicidja utan. A biolumineszcencia értékek a kontroll
(BLYES/BLYAS/BLYR+DMSO; 100%) aranyaban vannak kifejezve. Szignifikancia megallapitasara
egyutas ANOVA és Tukey post hoc tesztet alkalmaztam. (*) szignifikans eltérés az oldészeres kontrollhoz
képest (p<0,05); (**,++) szignifikansan eltér az oldészeres kontrollhoz képest (p<0,01); (***,+++)
szignifikansan eltér az oldoszeres kontrollhoz képest (p<0,001).

5.3.3

H259R sejtek szteroidogenezis tesztbol szarmazo feliiliiszoinak hormonhatdsa

A tiszta tesztanyagok bioriporter tesztekkel torténd vizsgalata utan a szteroidogenezis

tesztbOl szarmazo feluluszo mintak hormonhatasat mértem.
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A pozitiv kontroll anyagokkal (forskolin és prochloraz), valamint atrazine-nal kezelt
H295R sejtek feliiluszoi egyik esetben sem bizonyultak citotoxikus hatastinak a BLYR tesztben.

Az indukalo hatast forskolin és gatlo prochloraz H295R sejtekben a nemi hormonok
egyidejiileg torténd termelddésére gyakorolt hatasat a BLYES és BLYAS tesztekkel vizsgaltam
(8. abra).

100~ A o 201 B
c *kk g 0 .
.g“: 804 ¢ BLYES § 5 s 9 e
O - ; 2%
S R BLYAS S = 204 & & BLYES
S 601 S . -@ BLYAS
c
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s g s
0 T . T T 1 -100 T — .
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8. abra - A koncentracié-valasz gorbék a H295R sejtek 48 oras forskolin és prochloraz (pozitiv kontroll
vegyiiletekkel) torténd expozicié utan gyiijtott feliiliszoi altal kivaltott 6sztrogén (A) és androgén hatast (B)
mutatjak a BLYES és BLYAS tesztekben (maximalis indukcié = 100%; maximalis inhibicié = -1009%6).
Szignifikancia megallapitasara egyutas ANOVA és Tukey post hoc tesztet alkalmaztam. (*,+) szignifikins
eltérés a kontrollhoz képest (p<0,05); (**,++) szignifikansan eltér a kontrollhoz képest (p<0,01); (***,+++)
szignifikansan eltér a kontrollhoz képest (p<0,001).

A H295R sejtek forskolin és prochloraz expozicidja utani, a sejtek altal termelt 6sztrogén
¢és androgén hormonok jelenlétére kapott valaszreakcid a BLYES és BLYAS tesztben megfelelt
az elvarasoknak. A forskolinnal kezelt sejtek feliiliszoja mindkét tesztben biolumineszcencia
emelkedést, mig a prochloraz-zal kezelteké csokkenést idézett el (8. abra). A legkisebb
megfigyelhetd hatasos koncentracio 0,3 és 0,1 uM volt a forskolinnal, illetve 0,3 és 0,03 uM a
prochloraz-nal, melyek hatasara a H295R sejtek feliiluszoi szignifikans emelkedést
eredményeztek a BLYES és BLYAS tesztek fénykibocsatasaban. 10 uM forskolin kezelés
hatasara a fokozottan termel6dé hormonok 38%-o0s intenzifikaciot okoztak a BLYES tesztben,
ill. 67%-o0s novekedést a BLYAS tesztben a csupan olddszerrel kezelt sejtek feliiliszojahoz
képest.

3 uM prochloraz teljesen blokkolta a human sejtek alap aromatdz aktivitasat (azaz
Osztrogén produkciodt), mely 92%-os biolumineszcencia csokkenésben nyilvanult meg a BLYES
tesztben, mig a lecsokkent androgén hatds 76%-kal alacsonyabb fénykibocsatast eredményezett a

BLYAS-ban. A forskolin és prochloraz expozicié utani human sejt feliiliszok altal BLYES és
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BLYAS tesztben kivaltott fénykibocsatas intenzifikacios %-0k az M8 mellékletben lathatok
grafikusan.

A BLYES ¢és BLYAS tesztekben mért ECsg értékek 6,09E-01 uM és 8,3E-01 uM volt
forskolinra, valamint 1,4E-01 uM ¢és 3,58E-02 uM prochloraz-ra.

Ezek az értékek beleesnek azokba az OCSPP Guideline szerinti elvarhato tartomanyokba,
melyeket a pozitiv kontroll anyagoknak kell kivaltaniuk a H295R sejtek hormontermelésében (9.
tablazat).

9. tablazat — Az OCSPP Steroidogenesis assay Guideline alapjan elvart és a kombinalt médszerrel mért ECs,
értékek osszehasonlitasa a pozitiv kontroll forskolin és prochloraz vonatkozasaban.

EC50 (HM) értékek

Induktor/Inhibitor E2? T? BLYES® BLYAS®
Forskolin 0,3-3,0 02-2,0 0,609 0,830
Prochloraz 0,03-0,3 0,01 -0,1 0,140 0,0358

% Elvart ECs, értékek forskolinra and prochloraz-ra végpontként 17p-6sztradiolt (E2) és
tesztoszteront (T) mérve (OCSPP Guideline 890.1550)

® ECs értékek forksolinra és prochloraz-ra a hormonhatast az éleszté alapu bioriporter tesztet
hasznalva (BLYES az 6sztrogén hatas mérésére, BLYAS az androgen hatas mérésére)

Ezek alapjan megallapithatd, hogy a BLYES és BLYAS bioriporter tesztek
érzékenysége megfelel a Guideline altal megkovetelteknek a hormonmérd rendszert
illetden.

Atrazine-nal exponalt sejtek feliiluszoinak esetében mind a BLYES, mind a
BLYAS tesztben koncentracio-fiiggd modon emelkedett dsztrogén és androgén hatést
mértem (a kombinalt tesztet sematikusan a 9. dbra mutatja be), melyek alapjan az
atrazine az Osztrogének és androgének termelddésére is induktiv hatast gyakorolt a
H295R sejtekben.
expozicid okozta a human sejtekben, melyek hatasara szignifikdnsan megemelkedett
Osztrogén €s androgén hatas volt tapasztalhatd a bioriporter tesztekben. 10 uM feletti
atrazine Kkitettség olyan mértéki emelkedett Osztrogéntermelést okozott a human
sejtekben, melyek tobb, mint 20%-o0s biolumineszcencia intenzifikaciot eredményeztek
a BLYES tesztben, 100 és 300 uM-os koncentracional ezek az értékek mar 40% és 52%
voltak. A BLYAS teszt azt mutatta, hogy 30, 100 és 300 uM atrazine volt képes az
androgén produkciot megndvelni a human sejtekben, melyek 23, 31 és 48%-0S
fénykibocsatas intenzifikacidot okoztak az olddszeres kontrollhoz képest (az

intenzifikacios értékek az M9 mellékletben lathatok grafikusan).
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2. BLYES/BLYAS bioriporter teszt
Osztrogén- és androgénhatds mérésre

hER/hAR gén Sejtmag

Emelkedett 6sztrogén- és androgénhatas;
Vegyiiletek szteroidszintézisre gyakorolt komplex

H295R sejtek

hatésa b Biolumineszcencia

9. abra — Az atrazine és bontasi maradékanyagainak indirekt szteroidszintézist megzavaré hatasanak
kimutatasara kidolgozott kombinalt médszer sematikus abraja (Sajat készitésii abra).

A maximalis biolumineszcencia 50%-at okoz6 (ECsg), H295R sejtek fokozott dsztrogén

¢s androgén termelése 16,78 uM (BLYES), ill. 34,38 uM (BLYAS) atrazine expozicié soran

kovetkezett be. Az atrazine expozicid hatadsara koncentracio fiiggd modon a human sejtek altal

termelt nemi hormonok BLYES és BLYAS tesztben mért 6sztrogén- és androgén hatasat a 10.

abra koncentracio-valasz gorbéi mutatjak, melyeket az ECsg értékek szamitasahoz hasznaltam.
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10. abra — A koncentracio-valasz gorbék a H295R sejtek 48 oras atrazine expozicié utan gyiijtott
feliilaszoi altal kivaltott 6sztrogén (A) és androgén hatast (B) mutatjak a BLYES és BLYAS tesztekben
(maximalis valasz = 100%). Szignifikancia megallapitasara egyutas ANOVA és Tukey post hoc tesztet
alkalmaztam. (**,++) szignifikansan eltér a kontrolltol (p<0,01); (***,+++) szignifikansan eltér a kontrolltol
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Uj tudomanyos eredmény

IV. Tézis (5.3 fejezet eredményei alapjan): Az atrazine indirekt, nemi hormonok szintézisét
megzavard hatdsdnak kimutatdsara sikeresen fejlesztettem ki egy 10j, kombindlt moddszert a
H295R human mellékvesekéreg karcinoma sejtvonalat alkalmazo steroidogenesis assay,
valamint a BLYES/BLYAS 06sztrogén/androgén hatast méro, élesztd alapti bioriporter teszt

Osszekapcsolasaval.

Az eredményeket a Chemosphere nemzetkozi folyodiratban adtuk kozre (Hahn, J., Szoboszlay, S.,
Krifaton, C., Kovacs, K. J., Ferenczi, S., Kriszt, B. (2016) Development of a combined method
to assess the complex effect of atrazine on sex steroid synthesis in H295R cells. Chemosphere,
154, 507-514.).

Uj tudomanyos eredmény

V. Tézis (5.3 fejezet eredményei alapjan): A kombinalt modszerrel mért eredmények alapjan
az atrazine a H295R sejtekben mind az Osztrogén, mind az androgén hatasi hormonok
szintézisére induktiv hatast gyakorol (ECso értékek 0Osztrogénhatds esetében 16,78 uM,
androgénhatas esetében 34,38 uM). A modszer alkalmas egyes vegyiiletek indirekt endokrin
diszruptor hatasainak detektaldsara elére determinalt kémiai/immunanalitikai mérési végpontok

meghatarozasa nélkiil, ezzel lehetdséget nyjt addig ismeretlen bioldgiai hatasok felderitésére.

Az eredményeket a Chemosphere nemzetkozi folyodiratban adtuk kozre (Hahn, J., Szoboszlay, S.,
Krifaton, C., Kovécs, K. J., Ferenczi, S., Kriszt, B. (2016) Development of a combined method
to assess the complex effect of atrazine on sex steroid synthesis in H295R cells. Chemosphere,
154, 507-514.).

5.4 Atrazine biodegradaciobol szarmazo maradékanyagok indirekt endokrin

diszruptor hatasanak vizsgalata

Az atrazine baktériumok altal torténd lebontasa soran keletkezé két leggyakoribb,
dealkilezett bontasi maradékanyag, a DEA és DIA esetében korabbi vizsgalatok azt mutattak,
hogy az atrazine-hoz hasonldan szintén képesek aromataz-induktorként hatni H295R sejtekben
(Sanderson et al. 2001). Doktori munkam f6 célja, hogy olyan baktériumtorzseket talaljak,
melyek kdros bioldgiai hatdssal nem rendelkez6 maradékanyagokka képesek degradalni a
vizsgalt peszticideket. Ezért az el6z0 fejezetekben bemutatott, a nemi hormonok szintézisét
indirekt megzavard hatasu vegyiiletek detektdlasara kifejlesztett kombinalt modszert olyan,

atrazine biodegradaciés maradékanyagok vizsgalatara hasznaltam, melyek kémiai analitikai
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mérések alapjan kivald bontadsi hatékonysagot mutattak, valamint a maradékanyagok nem
bizonyultak citotoxikus hatasunak a kronikus A. fischeri tesztben. Ennek keretében a R.
pyridinivorans K404 torzs, az egyetlen haromtaghi AK44+CHB15p+TBF2/20.2 (R.
aetherivorans + R. pyridinivorans + O. oleidegradans) és az AK44+CHB15p konzorciumok
bontdsi maradékanyagat vizsgaltam a kombinalt teszttel. A vizsgéalat eredményeit a 11. dbra
mutatja be, melyben a kontrollhoz (H295R sejtek+médium) képest szignifikansan
megemelkedett Osztrogén és/vagy androgén hatast piros kerettel elatott oszlopok, mig a
kontrollhoz képest megndvekedett hormonhatdst nem mutaté mintakat z6ld keretli oszlopok
jelzik.

200- E== Osztrogénhatas (BLYES)
BN Androgénhatas (BLYAS)

% %%

*k%k

++

Biolumineszcencia
a kontroll %-aban

T
&
& \4&
& &+
+ K\

11. abra — Az atrazine-bontasbdél szarmazo, nem citotoxikus hatasii maradékanyagokkal 48 oran at exponalt
H295R human adrenokortikalis karcinéma sejtek altal termelt nemi hormon révén BLYES és BLYAS
tesztekben Kivaltott 6sztrogén és androgén hatas. (++) szignifikans kiilonbség a Kontrollhoz képest (p<0,002);
(+++,***) szignifikans kiilonbség a kontrollhoz (H295R+medium) képest (p<0,0002). Piros keret —
kontrollhoz képest emelkedett hormonhatas. Zold keret — kontrollhoz képest nincs emelkedett hormonhatas.
VAK ATR - abiotikus kontroll bontasi kisérletben (tapoldat + atrazine); 1 — K404; 2 —
AK44+CHB15p+TBF2/20.2; 3 - AK44+CHB15p

Citotoxikus hatas egyik minta esetében sem volt mérhetd a BLYR tesztben. A
biodegradacios kisérletekbdl szarmazé VAK mintaval (csak LB tapoldat és 50 mg/L atrazine)
exponalt human sejtek feliiliszoi az elvardsoknak megfeleléen emelkedett 6sztrogén €és androgén
hatast valtottak ki a bioriporter tesztekben a kontrollhoz (H295R médium + LB) képest. A
bakterialis anyagcseretermékek hatdsaival korrigalt bontdsi maradékanyagok hatasai alapjan az
lathato (11. abra), hogy a fokozott Gsztrogénprodukcié mindharom esetben elmaradt a human

sejtekben, a kontroll értékével megegyezik (nincs szignifikans eltérés), vagy ahhoz képest
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szignifikansan lecs6kkent (K404). Az androgén hatast tekintve viszont mar mas a kép: a kivalo,
98%-o0s bontasi képességti K404 torzs, illetve a harom tagbol allo AK44+CHB15p+TBF2/20.2
keverék degradacidos maradékaval kezelt H295R sejtek feliiluszdja is kismértékben, de a
kontrollhoz képest szignifikansan megemelte a BLYAS tesztben a fénykibocsatast (37, ill. 45%-
os intenzifikacio). Egyediil a legjobb atrazine bontd képességii (93%) AK44+CHB15p
konzorcium bontdsi maradékanyaga nem okozta a human sejtekben az androgén hormonok
fokozott termelddését (14%-os intenzifikacio, amely nem Volt statisztikailag igazolhato eltérés a

kontrollhoz képest).

5.5 Osszegzés: atrazine és terbuthylazine biodetoxifikiciéja az alkalmazott

biologiai hatasméré tesztek eredményei alapjan

A citotoxicitast méré meghosszabbitott, 25 oras kontaktidejii kronikus A. fischeri teszt
eredményei alapjan az 50% feletti degradacios képességii 13 torzs koziil a R. pyridinivorans
K404-et, a 9 konzorcium koziil pedig kettét (AK44+CHB15p+TBF2/20.2 és AK44+CHB15p) a
kifejlesztett, indirekt szteroidszintézist zavar6 hatds mérésére alkalmas kombinalt mddszerrel is
megvizsgaltam. A Kivalasztott torzs és konzorciumok 80-98%-o0s bontasi képességet mutattak
analitikai mérések szerint, valamint ezeknek a bontasi maradéka nem volt citotoxikus hatasu az
AVF tesztben. A konzorciumok koziil azért esett a valasztas az AK44+CHB15p+TBF2/20.2
keverékre, noha volt hasonld képességli méas konzorcium is (AK44+TBF2/20.2 és NI1+OR16),
mert ez volt az egyetlen, amelyik harom kiilonbozd fajt képviseld torzsbdl allt és a konzorcium
bontéasi hatékonysdga mindharom alkotod torzsét meghaladta. Emiatt feltételezhetd volt, hogy
ezek a torzsek képesek egylittesen, egymads enzimkészletét kiegészitve hatékonyabban bontani az
atrazine-t, illetve remélhetéleg olyan szintig elvégezni a molekula bontasat, hogy a keletkez6
maradékanyagok nem fognak indirekt endokrin diszruptor hatds gyakorolni. A harom
maradékanyag koziil azonban egyediil az AK44 és CHB15p torzsekbdl allo 2 tagu konzorcium
volt az, melynek degradacios végterméke nem gyakorolt indukdld hatdst a human H295R
mellékvesekéreg karcindma sejtek nemi hormon termelésére.

Az analitikai mérések szerint 50%-nal jobb atrazine-bonto6 torzsek bontasi képességét, a
maradékanyagok citotoxicitasat €s a vizsgalt mintak esetében az indirekt endokrin diszruptor

hatast 6sszefoglalva a 10. tdblazat mutatja.
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10. tablazat— Az atrazine kémiai analitikaval mért biodegradacioja egyéni torzsek és konzorciumok altal, valamint a maradékanyagok citotoxicitasa meghosszabbitott
kotaktidejii (25 ora) Aliivibrio fischeri tesztben 10 és 15 éras kontaktidénél mért biolumineszcencia gatlasban kifejezve; tovabba a nem citotoxikus maradékanyagok
indirekt szex-szteroid szintézisét zavaré hatias a maradékanyagokkal 48 oran at exponalt H295R sejtek altal termelt hormonok BLYES és BLYAS tesztben okozott
0sztrogén és androgén hatidsa biolumineszcencia intenzifikaciéban kifejezve. N.v. — nem vizs gilt.
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ED hatéas mér6é kombinalt teszt
Aliivibrio fischeri teszt (H295R szteoridszintézis
GC-MS assay+BLYES/BLYAS
Faj Torzs(ek) Gatlas (%) Osztrogén hatds  Androgén hatés
EOQWMMM%HW o 10 h kontaktid 15h kontaktidd _w_o_:EEOmNoQMHMw intenzifikacio
Serratia fonticola PTV1 51.66+1.00 3.04+4.09 n.v.
Rhodococcus erythropolis NI1 52.98+1.51 n.v.
Cupriavidus basilensis OR16 53.13+3.66 n.v.
Rhodococcus aetherivorans AK44 59.07+3.58 n.v.
Rhodococcus pyridinivorans CHB15P 65.65+18.39 -59.16£15.34  -50.51+4.99 n.v.
w Olivibacter oleidegradans TBF2/20.2 67.29+3.99 -512.93£9.29 -314.22+10.04 n.v.
m Rhodococcus erythropolis GD2A 77.21£13.70 n.v.
.,wy Rhodococcus rhodochrous CwW25 78.41+11.59 n.v.
Ry Rhodococcus gingshengii Ba4.9 85.0+1.10 n.v.
Rhodococcus pyridinivorans K408 87.05+5.85 n.v.
Rhodococcus gingshengii PT2/14B 93.12£1.08 n.v.
Rhodococcus pyridinivorans K402 97.55+1.29 n.v.
Rhodococcus pyridinivorans K404 98.12+1.22 -731.454£2.96 -290.39+13.08  -20,29+4,61
R. erythropolis + O. oleidegradans NI1 + TBF2/20.2 63.64+1.18 9.7243.18
R-aetherivorans + R. pyridinivorans + AK44 + CHB1Sp + TBF2/20.2 7834+139 653184876 228584738  -6,74+828
o O. oleidegradans
5 R. gingshengii + O. oleidegradans PT2/148 + TBF2/20.2 80.12:9.67 | JL8IE304 | -3.77+13.17
2 R. aetherivorans+ O. oleidegradans AK44 + TBF2/20.2 80.60+12.42 -146.63£9.66  -501.46+15.68 n.v.
2 R. erythropolis + C. basilensis NI1 + OR16 84.04+2.37 12.84+3.31 -21.72+3.96 n.v.
m R. pyridinivorans + O. oleidegradns K404 + TBF2/20.2 85.75+5.94 n.v.
R. pyridinivorans + R. gingshengii K404 + PT2/14B 86.34+7.12 n.v.
R. aetherivorans + R. pyridinivorans AK44 + CHB15p 92.58+1.56 -303.4544.34  -122.04+0.07 -10,174+9,07 14,66+19,02
R. pyridinivorans + R. erythropolis CHB15p + NI1 93.07+0.19 I n.v.
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Osszegezve tehat a 22 egyedi torzs és konzorcium koziil 7 esetben nem volt sejttoxikus a
maradékanyag, az ezekbdl valasztott 3 mintabodl pedig csupan 1 esetben szlint meg teljesen az
indirekt szteroidszintézist zavard biologiai hatés.

A Rhodococcus aetherivorans AK44 és R. pyridinivorans CHB15p torzsek egyiittesen
képesek voltak lebontani az atrazine-t 7 nap alatt Ggy, hogy a végtermékek nem voltak
citotoxikusak, illetve nem mutattak ED hatast.

A legjobb, nem toxikus maradékot eredményezd atrazine-bontd torzsek és keverékek
azonban nem voltak képesek az atrazine-tol mindéssze 1 metil-csoportban kiilonb6z6
terbuthylazine lebontasara. Egyediill a K404 torzs mutatott 46%-os degradaciot, ez esetben

viszont a sejttoxikus hatds nem szlint meg teljes mértékben.

Uj tudomanyos eredmény

VI.  Tézis (5.1, 5.2.2. és 5.4. fejezetek eredményei alapjan): Az alkalmazott vizsgalatok
eredményei alapjan a Rhodococcus pyridinivorans CHB15p torzs és Gjonnan leirt atrazine-bonto
képességii faj, a Rhodococcus aetherivorans AK44 torzsének keveréke képes volt olyan
anyagokka degradalni az atrazine-t, melyek nem citotoxikus hatasuak, illetve nem mutatnak
nemi hormon szintézist megzavard hatast. Az eredmények alapjdn a xenobiotikumok, igy a
peszticidek bioldgiai lebontasa soran keletkez6 maradékanyagok komplex bioldgiai hatdsmérése

elengedhetetlen.
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6 KOVETKEZTETESEK, JAVASLATOK

A baktériumtorzsek és konzorciumok altali biodegradaciot vizsgald kémiai analitikai
eredmények alapjan megallapithaté, hogy az atrazine Kisebb-nagyobb mértékii lebontasa
széleskoriien megfigyelhet6 a nemzetségek kozott, azonban még egy fajon beliil is a
kiilonb6z6 kornyezetbol izolalt torzsek biodegradacios hatékonysaga széles skalain mozog.
Vizsgalataimban a legjobb értékeket a Rhodococcus nemzetség tagjai mutattak, mely nem
véletlen: a nemzetség tagjai nagyméretii genommal (9,7 Mbp is lehet) rendelkeznek, mely
szamos katabolikus enzimet koédold gént tartalmaznak, valamint tobb kisebb cirkularis és
nagyobb linearis plazmiddal is rendelkeznek, melyek szubsztratjainak palettdja rendkiviil széles
(Larkin et al. 2005). Ezzel egyiitt mas nemzetségek tagjai is képesek kiilonbozo
xenobiotikumokat hasznositani: a Serratia fonticola és Olivibacter oleidegradans fajokhoz
tartoz6 PT1/1 és TBF2/20.2 torzsek szintén képesek voltak a vegyiilet jo hatasfokkal
torténé bontasara. A jO atrazine-bontd baktériumtorzsek foként alifas és aromas
szénhidrogénekkel szennyezett karhelyekrdl lettek izolalva, mely alapjan hipotetizalhatd volt,
hogy az atrazine lebontasara is képesek lehetnek, azonban egy Rhodococcus erythropolis
(GD2A) és egy Cupriavidus basilensis (OR16) torzs is jo eredményeket mutatott, melyeket nem
szennyezett, emberi behatasnak kevésbé kitett talajokbdl izolaltunk, tehat addig nem szennyezett
kornyezetben €16 baktériumok is képesek lehetnek xenobiotikumokat eliminalni. Az analitikai
eredmények alapjan tovabba tobb esetben igazoltam azt a hipotézist, miszerint
konzorciumok valoban jobb hatasfokot érhetnek el a szennyezéanyag lebontasaban, mint
az azokat alkoté torzsek ommagukban. Az atrazine-t kivalo hatasfokkal bontani képes
torzsek és konzorciumok azonban nem voltak képesek a terbuthylazine degradaciéjara (a
K404 46%-o0s, kozepes mértékii lebontasat kivéve), tehat a két vegyiilet kozott a nagy szerkezeti
hasonlésag egyaltalan nem jelent garanciat arra, hogy ugyanaz a mikroba mindkettt ugyanolyan
mértékben képes hasznositani.

A citotoxicitas mérésére hasznalt krénikus Aliivibrio fischeri teszt az atrazine-t és
terbuthylazine-t tiszta hatoanyagként vizsgalva lényegesen nagyobb érzékenységet mutatott,
mint a szabvanyos akut teszt. Utobbi esetében meglehetdsen nagy az ellentmondas a
szakirodalomban talalhaté adatok kozott, mig sajat vizsgalataim szerint a két vegyiilet még
magas koncentracioban sem gyakorol gatlé hatast 30 perces kontaktidonél. A kronikus teszt
érzékenysége tobb szempontbdl is fontos eredmény. Egyrészt segitséget nyujthat a két vegyiilet
okologiai kockazatanak pontosabb felmérésében, hiszen a legtobb dkotoxikologiai teszt az akut
hatasokra fokuszal, azonban egy hosszu kontaktidével dolgozo vizsgalat a kornyezeti elemekben

gyakran igen kis koncentracioban jelen 1évd vegyiiletek hosszu tavu, késleltetett karos hatésait
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lehet képes felfedni. Masrészrdl bebizonyosodott, hogy a mikrotiter lemezen elvégezhetd
kronikus teszt egy egyszerli, koltség- és idéhatékony moédszer az atrazine és terbuthylazine
vizsgalatara. Az eredmények alapjan megallapithaté, hogy a kémiai analitika alapjan az
anyavegyiilet koncentracidojanak nagymértékii csokkenése nincs minden esetben egyenes
aranyban a toxicitas csokkenésével/megsziinésével, szamos esetben még a 90% feletti
biodegradacio mellett is erésen toxikus maradékanyagok keletkeztek. Tovabba szintén
megfigyelhetd az a jelenség, ami a biodegradaciod soran is, azaz ugyanahhoz a fajhoz tartozd
torzsek biodetoxifikaldo képessége rendkiviil eltérd lehet. A torzsek konzorciumban valo
alkalmazasa szintén eldnyoket nyujt ezen a téren is: a keverékeket alkotd egyéni torzsekhez
képest 4 esetben nemcsak a degradaci6 mértéke, hanem a detoxifikacios hatékonysag is
jelentésen megnott, feltehetden valdban az egymadssal komplementer enzimrendszereknek
kdszonhetden.

maradékanyagok indirekt szteroidszintézist zavaré hatasanak mérésére sikeresen
kifejlesztett kombinalt modszerrel végzett Kisérleteim azt mutattak, hogy a varhato
megnovekedett osztrogén hatas mellett az atrazine az androgén hormonok szintézisét is
képes lehet indukalni a H295R sejtekben. Az atrazine aromatiaz enzim-induktor hatasat
széleskortien vizsgaltak és igazoltak mar in vitro és in vivo kisérletekben egyarant. Eddigi
kutatasi eredmények szerint az atrazine hatasara megemelkedik a plazma Gsztrogén-szintje, mely
pl. békdk esetében a him egyedek feminizalédasdhoz vezet, valamint az Osztrogén-fiiggd
daganatok kialakulasanak esélyét is megnoveli. Korabbi in vivo kisérletekben a megnovekedett
Osztrogén produkcioval parhuzamosan a plazma csokkent tesztoszteron szintjét is
megallapitottak (Friedmann 2002, Hayes et al. 2006, Trentacoste et al. 2001,). A vegyiilet
androgén produkcidra gyakorolt induktiv hatdsa csupan néhany kisérletben jegyzett eddig.
Pogrmic-Majkic és mtsai (2010) rovid-tava atrazine expozicié hatasara patkany Leydig-
sejtekben detektalt emelkedett androgén-szintet in vitro és in vivo, ahol gy talaltak, hogy a
szteroidszintézisben az atrazine atmeneti stimulald hatast gyakorol. Higley és mtsai (2010)
H295R sejtvonalat vizsgalva irtak le, hogy a sejtekben atrazine hatasara Osztradiol mellett
fokozddik a tesztoszteron termelés is. Az endokrin diszruptor vegyiiletek szteroidogenezist
szabalyozd génekre és enzimekre gyakorolt hatdsa azonban rendkiviil Gsszetett és sok esetben
egyeldre nem kellden feltérképezett. Az 19 szénatomos adrenalis androgén hormonok szintézise
a mellékvesekéreg legbelsd, zona reticularis nevii rétegében torténik, ahol foként a CYP17A1

gén terméke, a 17,20-lidz aktivitasa révén dehidroepiandroszteron (DHEA), DHEA-szulfat
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(DHEA-S) és androszténdion (tesztoszteron és az Osztron prekurzora) szintetizalodik. A H295R
sejtvonal kiilonlegessége tobbek kozott abban rejlik, hogy egy embriondlis sejtvonalrdl van szd,
melyben a mellékvesekéreg zondlisan még differencialatlan, igy a sejtek nem csupan a
mellékvesekéregben, hanem a feln6tt emberi gonadokban termel6ddé hormonokat is képesek
szintetizalni. Ennek koszonhetéen a sejtvonal a fentieken tal a DHT kivételével az Osszes
androgén hormon, valamint dsztron €s E2 szintézisére is képes, mely unikalis in vitro modszerré
teszi a szteroidogenezis vizsgalatara.

Az altalam mért eredmények alapjan tehat feltételezhetéen az atrazine az androgén
receptorhoz kotodni képes, androgén hatast eredményezé hormonok szintézisébe is képes
beavatkozni. Ennek/ezeknek a folyamatoknak a molekularis genetikai hatterét a
tovabbiakban sziikséges kutatni, a H295R sejtek szteroidogén enzimeit kodolé gének
expressziojanak vizsgalata feltétleniil célszeri lenne. A jelenleg gyakorlatban alkalmazott
modszerek 1-1, konkrétan elére meghatarozott végpontot mérésére (pl. tesztoszteron és 17B-
Osztradiol) fokuszalnak, ezaltal, amennyiben rossz, vagy nem elegendd végpontot valasztunk,
egyes folyamatok rejtve maradnak. A Kkifejlesztett kombinalt médszer egyik eléonye abban
rejlik, hogy osszegzett biologiai hatas mérésére alkalmas. Ezaltal segitséget nyujthat a
jovoben potencialis ED hatasu vegyiiletek, vagy akar vegyiilet-keverékek nemi hormon
szintézisét megzavaro, osszetett hatasanak detektalasara. Ezen tulajdonsdgok megfelelnek az
EDSTAC (1998) altal az endokrin diszruptorok vizsgéalatdra ajanlott tobb lépéses szlird és
vizsgalo stratégia részét képezd 1. szint céljainak, mely szerint a vizsgalomodszereknek tobbek
kozott 1.) olcsonak, gyorsan és egyszerlien kivitelezhetOnek; ii.) egyidejiileg tobb mérési
végpontot feldlelonek kell lennie. Tovabba megfelel annak az igénynek is, mely szerint a
tesztnek alkalmasnak kell lennie arra, hogy kiilonb6z6 fajokra gyakorolt hatdsokat is meg tudjon
josolni, hiszen a szteroidszintézisben szerepet jatszo gének és enzimek jelen vannak és azonos
biokémiai szerepet toltenek be szamos kiilonbozo fajban €s csaladban egyarant.

Az indirekt ED hatdst méré kombinalt modszerrel 3 olyan bontasi maradékanyagot
vizsgaltam, melyek nem voltak citotoxikusak a kronikus AVF tesztben. Ezek eredményei alapjan
csupan 1 — két Rhodococcus fajbol all6 — konzorcium esetében volt tapasztalhato mind a
citotoxikus, mind az 0Osztrogének ¢és az androgének szintézisére gyakorolt indukald hatas
megsziinése.

Eredményeim ravilagitanak arra, hogy mekkora jelentésége van egy-egy vegyiilet
analitikaval nyomon kovetett bioldgiai uton torténo lebontasa mellett a maradékanyagok
komplex, tobb aspektusbdl torténé biologiai hatasmérésére is, melyet az atrazine esetében
sikeresen valositottam meg a kutatds soran és a jovOben célszerlien alkalmazand6 modszer

egyiittes lehet nem csupan az atrazine, hanem mas xenobiotikumok esetében is.
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crer

képes mikrobak keresésére, illetve tobb, az atrazine-t jol bonto torzs vizsgalatara. Valamint a
terbuthylazine-nal is el kell végezni az indirekt ED hatas vizsgalatokat a kombinalt
moédszerrel, hiszen azon tul, hogy dealkilezett bomlastermékei részben megegyeznek az
atrazine-éval, melyekr6él bebizonyosodott, hogy aromataz induktorok, az anyavegyiilet is
rendelkezhet eddig fel nem térképezett hatdsokkal. Utdbbi jelentdsége abban is rejlik, hogy
Eurépaban, illetve azokban az orszagokban, ahol az atrazine hasznalata mar tiltott, a
gyakorlatban a terbuthylazine a helyettesitdje. Figyelembe véve az elébbieket, illetve a
terbuthylazine kronikus toxicitasat és azt a tényt, hogy szinte teljes mértékben ellenallt a
vegyiilet a legjobb atrazine-bonto baktériumtorzseknek, realis kornyezeti kockazattal kell
szembenézniink a jelenlegi nagymértékii terbuthylazine-hasznalat miatt.

A kutatomunka folytatdsa soran figyelmet kell forditani nem csak a tiszta hatéanyagok,
hanem a formazoszerek és készitmények vizsgalatara is. A formazdanyagok ugyanis
onmagukban is 6kologiai kockazatot jelenthetnek, a segitségiikkel pl. vizoldhatobba, biologiailag
konnyebben hozzaférhetévé tett hatdéanyagok viselkedése, hatasa pedig drasztikusan
megvaltozhat, kiillonbdzhet a tiszta hatdanyaghoz képest.

Sziikséges tovabba a Kiilonb6z6 kornyezeti elemekben az eltéré oxigén-ellatottsagi és
gyakorolt hatasainak megismerése. Ehhez munkam folytatasként célszerii lehet mikrokozmosz
kisérletek Osszeallitasa, mely soran modellezni lehet a szennyezd anyagok és a kornyezeti
elemek kozotti fizikai, kémiai és biologiai kolcsonhatasokat és ok-okozati Osszefiiggések
vonhatdk le. Ilyen mikrokozmosz kisérletek megfeleld kivitelezéséhez doktori munkam kisérleti

eredményei jo kiindulopontként szolgalhatnak.

66



10.14751/SZIE.2017.092

7 OSSZEFOGLALAS

Doktori kutatasom soran elsé célom volt az atrazine és terbuthylazine bioldgiai uton,
baktériumok altal torténd lebontasara 15 kiilonb6zé nemzetséget, illetve 27 fajt kéviseld 43
baktériumtorzs biodegradacids képességének vizsgalata. A torzsek koziil osszesen 13 volt
képes egyénileg az atrazine kiindulasi koncentracigjat tobb, mint 50%-kal csokkenteni,
melyek kozott dominaltak a Rhodococcus fajok. A Rhodococcus aetherivorans, R.
gingshengii, valamint a Serratia fonticola és Olivibacter oleidegradans fajok atrazine-
degradacios képességet els6ként irtam le.

A lebontas hatékonysaganak novelése érdekében az egyénileg jol bontd toérzsekbdl 21
konzorciumot hoztam létre. A konzorciumok kozott 9 esetben mutatkozott igen jo, 60-93%-0s
hatasfoku lebontas, melyek koziil 5 esetben az azokat alkoté torzsek egyéni értékeinél
nagyobb mértékii degradaciora voltak képesek a keverékek. A terbuthylazine-t, noha
szerkezetileg csupan egyetlen metil-csoportban kiilonbozik, a leghatékonyabb atrazine-bontd
torzsek és konzorciumok sem voltak képesek, kivéve a Rhodococcus pyridinivorans K404
torzset, mely azonban legjobbként is csupan 46%-0s degradaciot mutatott.

Az atrazine és terbuthylazine tiszta hatdanyagok és bontasi maradékaik kronikus
citotoxikus hatasanak vizsgalatara a szabvanyos Aliivibrio fischeri teszt meghosszabbitott
kontaktidejli (25 6ra), mikrotiter lemezen kivitelezhetd verzidjat hasznaltam. A két herbicid
hatéanyag esetében a kronikus teszt 1ényegesen érzékenyebb (ECsg atrazine= 2,67, ill. 8,28 mg/L,
ECso terbuthylazine= 4,97, 1ill. 9,62 mg/L 10, ill. 15 6ranél), mint a 30 perces akut teszt, ezaltal
alkalmas a két vegyiilet marékanyagainak vizsgéalatara, tovabba segithet a herbicidek okologiai
kockézatanak jobb felmérésben. A bontasi maradékanyagok citotoxikus hatasdnak vizsgalati
eredményei alapjan igazoltam, hogy az atrazine és terbuthylazine esetében az analitikai tuton
kimutatott biodegradaciés hatékonysaggal nem mindig jar egyiitt a toxicitas megsziinése.
Tobb esetben kivalo, akar 90%-ot meghaladé atrazine-degradacié is toxikus végterméket
eredményezett. Mindossze harom egyéni torzs és 4 konzorcium maradékanyaga nem mutatott
citotoxikus hatast, utobbiak pedig degradacios hatasfokban is jobbnak bizonyultak az azokat
alkotd egyéni torzsekhez képest. Tehat céljaimmal osszhangban sikeresen hoztam létre
egymas enzimkészletét kiegésziteni képes baktériumtorzsekb6l konzorciumokat, melyek
alkalmazasaval az atrazine-biodetoxifikacio hatasfoka novelheté. Az egyetlen, 46%-0s
terbuthylazine-bont6 torzs végtermékének nem sziint meg a sejttoxikus hatasa. Ez a jelenség a
jelenleg atrazine-helyettesitoként alkalmazott terbuthylazine fokozott 6kologiai kockazatara

hivja fel a figyelmet.
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Az atrazine, valamint a bontasi maradékai indirekt endokrin diszruptor hatasanak
vizsgalatara a H295R human adrenokortikalis karcinoma sejtvonalat alkalmazo szteroigogenezis
assay és a Saccharomyces cerevisiae alapu, Osztrogén és androgén hatast mér6 bioriporter
tesztek Osszekapcsolasaval olyan kombinalt médszert fejlesztettem ki, mely alkalmas a nemi
hormon szintézist megzavaro 0sszegz6do hatasok kimutatasara. A modszer ezaltal eszkoz
lehet egyes vegyi anyagok addig nem ismert, indirekt, szteroidogenezist befolyasolo
hatasanak vizsgalatara konkrét, elére determinalt kémiai analitikai végpont nélkiil. A
modszert hasznalva kimutattam, hogy az atrazine mind az &sztrogének, mind az androgének
nem citotoxikus maradékanyagot vizsgalva egyik esetben sem volt Osztrogén hatas mérhetd,
azonban mind az o6sztrogén, mind az androgén hatast csupan az AK44+CHB15p R.
aetherivorans és R. pyridinivorans konzorcium volt képes megsziintetni. Kutatasom
eredményeképp tehat sikeresen szelektaltam olyan baktérium-konzorciumot, mely képes
volt az atrazine-t oly modon biodegradalni, hogy a maradékanyag citotoxicitisa és
endokrin diszruptor hatasa is megsziint. Tekintve, hogy a kémiai analitika (GC-MS)
eredményei alapjan viszonylag nagyszamu, jol bontd torzs és keverék koziil csupan egyetlen
parhuzamosan a keletkezd bontasi maradékanyagok biologiai hatasvizsgalata

elengedhetetlen.
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8 ENGLISH SUMMARY

The first aim of my research was to investigate the biodegradation of atrazine and
terbuthylazine by 43 bacterial strains of 27 different species belonging to fifteen genera. To
enhance the effectiveness of biodegradation 21 consortia were created from individual strains
with good degradation ability and were tested in biodegradation experiments.

Altogether 13 strains of 43 were able to degrade individually more than 50% of the initial
atrazine concentration after 7 days of incubation. Among these strains, members of genus
Rhodococcus were dominant; however, one strain each of Cupriavidus basilensis, Serratia
fonticola and Olivibacter oleidegradans also could be found among them. 9 consortia from 21
showed excellent, 60-93% biodegradation ability, and 5 mixtures were able to degrade atrazine
more effectively than the creating individual strains. With one exception, the most efficient
atrazine-degrading strains and consortia did not degrade terbuthylazine, although it structurally
differs from atrazine only by one methyl group. Rhodococcus pyridinivorans K404 strain was
able to metabolize no more than 46% of terbuthylazine.

The next aim was to determine whether the cytotoxic and endocrine disrupting effects of
the biodegradation end-product are ceased in parallel with degradation. To measure cytotoxicity,
chronic Aliivibrio fischeri bioluminescence inhibition assay with prolonged contact time (25
hours) adapted to microplate was used. It appeared to be significantly more sensitive to atrazine
and terbuthylazine (ECso atrazine= 2,67, and 8,28 mg/L, ECsp terbuthylazine= 4,97, and 9,62 mg/L at 10
and 15 hours, respectively) compared to the standard acute (30 min) test, when even at the
largest concentrations of atrazine and terbuthylazine (125 and 100 mg/L, respectively) did not
result in bioluminescence inhibition. Due to its sensitivity, the chronic assay is suitable to
analyze the end-products and could be a valuable tool to provide a more comprehensive view of
the ecological risks of atrazine and terbuthylazine. In several cases, the degradation products of
sole strains and consortia resulted in significant bioluminescence inhibition. Thus high
biodegradation (>90%) does not certainly mean the reduction or cessation of toxicity. Only 3
individual strains and 4 consortia were able to degrade atrazine into non-cytotoxic end-product.
Compared to the constituent strain’s higher biodegradation capacity along with ceased
cytotoxicity was observed in the case of these consortia supporting the theory that complemented
enzyme systems of bacteria in mixed cultures are able to improve not only the degradation but
also detoxification efficiency. Cytotoxicity of biodegradation end-products of terbuthylazine by
R. pyridinivorans K404 did not cease in spite of the strain 46% terbuthylazine-degrading ability.

To examine endocrine disrupting effects of atrazine and its end-products formed by

bacterial degradation, a combined method was developed using H295R human adrenocortical
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carcinoma cell line and Saccharomyces cerevisiae BLYES, BLYAS, BLYR bioreporters. The
H295R cell line combined with BLYES/BLYAS bioreporter system proved to be useful in
identifying the cumulated, indirect disrupting effects on sex steroid synthesis in vitro of atrazine
and its metabolites, or other chemicals. The method is also applicable in cases when the effect of
the test substance(s) on steroid synthesis, hence the analytical endpoints are not possible to pre-
specify accurately. According to the results, aside from the expected estrogenic effect, atrazine
was able to induce the synthesis of androgen hormones in H295R human adrenocortical cells, as
well. Using the combined test, three non-cytotoxic end-products of the most effective atrazine-
degrader individual strain and two consortia were examined. Estrogenicity could not be detected
in any cases of these samples; however, only one consortium (R. aetherivorans AK44 with R.
pyridinivorans CHB15p) was able to degrade atrazine into non-estrogenic and non-androgenic
products.

Considering that the atrazine-biodetoxification was observed by only one consortium out
of the large number of strains and consortia with excellent atrazine-degrading capacity, the
importance of complex assessment of biological effects of biodegradation end-products is

essential.
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M2. A kutatémunka soran megfogalmazott célok és az azok megvalositisahoz alkalmazott
modszerek folyamatabraja.
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Ma3. Saccharomyces cerevisiae (BLYES, BLYAS, BLYR) tapoldatanak osszetétele

II. Glikoz oldat

D-Gliiké6z

209

Desztillalt viz

80 ml

I11. Aszparaginsav oldat

L-aszparaginsav

200 mg

Desztillat viz

50 ml

IV. L-treonin oldat

L-treonin

240 mg

Desztillalt viz

10 ml

V. CuS0O4 oldat

CuSQO4 374,5 mg
Desztillalt viz {50 ml
VI. Vitamin oldat
Tiamin 4 mg
Piridoxin 4 mg
Pantoténsav 4 mg
Inozitol 20 mg
Biotin 10 mg
Desztillat viz (100 ml

YMM (500 ml-re szamolva)

I. oldat (MM Medium) 427,25 ml
11. oldat (gliikoz) 50 ml
I11. oldat (L-aszparaginsav)(12,5 ml
IV. oldat (L-treonin) 4 ml
V. oldat (CuSO4) 1,25 ml
V1. oldat (vitamin) 5 mil

I. MM Medium
KH,PO, 13,619
(NH4)2804 1,98 g
KOH 4,29
MgSO, 0,29
FeSO, 1 ml (40 mg/50 ml H,0)
L-hisztidin 50 mg
Adenin 50 mg
L-arginin-HCI 20 mg
L-metionin 20 mg
L-tirozin 30 mg
L-izoleucin 30 mg
L-lizin-HCI 30 mg
L-fenilalanin 25 mg
L-glutaminsav 100 mg
L-valin 150 mg
L-szerin 375 mg
Desztillalt viz 1000 ml
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M4. Atrazine akut Microtox teszt jegyzokonyv

MicrotoxOmni Test Report

Date: 2016.09.01. 09:34 AM

Test Protocol: International Standard 1SO 11348-3

Sample: atrazin 250ppm (2)
Toxicant: -

Reagent Lot no.: -

Test description: -

Test name: atrazin 250ppm (2)

Database file: C:\Program Files'MicrotoxOmni'\ PESTICID.mdb

Plot of Gamma vs Concentration

1+

g

E 0 7

= £ e B36

S :8!"”

0,01 +
1 10 100
Concentration
= 30

Conc G lo
3.000 32 93,03
3.000 32 87,69
4.000 24 845]
4.000 24 90,61
6.000 16 8427
6000 16 89,62
8000 12 90,60
8000 12 86,20
1200 8 90,44
1200 8 90,95
1600 6 36,06
1600 6 389,56
2500 4 86,89
2500 4 86,07
3300 3 8828
3300 3 88,69
5000 2 90,03
5000 2 8925

# - used in calculation; * - mvalid data; D - deleted from cales.

Plot of %Eftect vs Concentration

10.14751/SZIE.2017.092

100
757
£ 50t
v
£ 25t
0 fﬂm
20 40 60 80 100
-25+
Concentration
= 30
30 Mins Data:
1C30 130 H30 Mean H30
80.0 80,09 0.000
760 7503 1.00 1,11£030
73.0 74,17 -1.00
780 7730 1.00 029+ 14]
73.0 7326 0.000
770 71,90 7.00 3.69 386
780 7149 9.00
740 7093 5.00 7,13+195
780 7526 4.00
780 73,74 6.0 535+1,23
740 69,11 7.00
77.0 72,50 6.00 7,10+0,37
750 69,60 7.00
740 71,82 3.00 5,78+1.93
76,0 7336 4.00
760 709 7.00 6,03+178
78.0 7540 3.00
770 7591 1.0 2,75+0,75

Satistical calculations could not be performed on the 30 Mins data.

GL <= 2 . Please test the sample in higher concentrations

Control (G2) 130/10: 82,97/95,78 = 0,8663; 79.47/91,4 = 0,8695 k=0,8679
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MS. Terbuthylazine akut Microtox jegyzékonyv

MicrotoxOmni Test Report

Date: 2015.03.25. 04:50 PM

Test Protocol: DIN-type Test
Sample: TBA-200ppm_1.

Toxicant: -
Reagent Lot no.: -
Test description: -

Test name: TBA-200ppm_1.
Database file: C:\Program Files'\MicrotoxOmnit PESTICID.mdb

Plot of Gamma vs Concentration

1

Gamma

0,01
1

0.1

LR

10

Concentration
= 30
Conc G lo

3.000 32 96,76
3.000 32 88,79
4.000 24 76,76
4.000 24 67,24
6.000 16 7326
6.000 16 79,08
R000 12 73,13
8000 12 61,71

1200 8 85,13
1200 8 82,05
1600 6 96,32
1600 6 3949
2500 4 76,53
2500 4 80,74
33.00 3 7949
3300 3 72,21
5000 2 88,32
5000 2 7491

# - used in calculation; * - mnvalid data; D - deleted from cales.

% effect

Plot of %Effect vs Concentration

100

757

50
257

80 100
HWud? 7

Concentration
® 30

30 Mins Data:

1C30
64.0
59.0
51.0
44.0
43.0
520
48.0
41.0
56.0
54.0
64.0
59.0
51.0
53.0
53.0
480
59.0
50.0

130
57,97
53.80
4731
39.60
47.28
51,87
50,29
43,98
57,90
61,15
65,36
62,67
56,64
62,70
61,60
61,22
72,84
39,44

Satistical calculations could not be performed on the 30 Mins data.

GL <= 2 . Please test the sample in higher concentrations

H30 Mean H30
10.0

9.00 9.81+0,51]
7.00

1.0 9,80 +2,05
3.00

1.00 2,61 +079
-2.00

-6.00 -4.81 + 1,87
-1.00

-11.0 -6,68 + 4,88
-1.00

-4.00 -3,20+ 1,63
-10.0

-16,0-13,51 =2,73
-15.0

-26.0-21,45 £545
-23.0

-18.0-21,11 £2.34

Control (G2) 130/10: 64,62/100 = 0,6462: 69,81/101,18 = 0,6900 fk=0,6681
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MG6. A. fischeribiolumineszcencia gatlas atrazine hatasara krénikus tesztben
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atrazine koncentracié (mg/L)

Biolumineszcencia gatlas (%) értékek az atrazine expozicio hatasara a meghosszabbitott
kontaktidejii, kréonikus Aliivibrio fischeri tesztben az old6szeres kontroll fénykibocsatas értékeihez
viszonyitva. A kontrolltdl valoé szignifikans eltérés megallapitisa egyutas ANOVA és Dunnett post

hoc teszttel tortént. A feltiintetett adatok az atlag + SD értékek. (*) szignifikans eltérés az oldoszeres
kontrolltél (p<0.05); (**) szignifikans eltérés az oldoszeres kontrolltol (p<0.002); (***) szignifikans
eltérés az oldoszeres kontrolltol (p<0.0002); (****) szignifikans eltérés az oldoszeres kontrolltol
(p<0.0001)
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M. A. fischeribiolumineszcencia gatlas ferbuthylazine hatasara krénikus tesztben
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terbuthylazine koncentracié (mg/L)

Biolumineszcencia gatlas (%) értékek a terbuthylazine expozicié hatasara a meghosszabbitott
kontaktidejii, kronikus Aliivibrio fischeri tesztben az oldoszeres kontroll fénykibocsatas értékeihez
viszonyitva. A kontrolltdl valé szignifikans eltérés megallapitiasa egyutas ANOVA és Dunnett post

hoc teszttel tortént. A feltiintetett adatok az atlag = SD értékek. (*) szignifikans eltérés az oldészeres
kontrolltél (p<0.05); (**) szignifikans eltérés az oldészeres kontrolltél (p<0.002); (***) szignifikans
eltérés az oldoszeres kontrolltol (p<0.0002)
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MS. Forskolin és prochlorazhatasara emelkedett és csokkent 6sztrogén és androgénhatas
kimutatasa éleszté teszttel biolumineszcencia intenzifikacioban kifejezve.

Biolumineszcencia
intenzifikacio (%)

Biolumineszcencia
intenzifikacié (%)

100 -

A

+++

(o]
o
1

N BLYES
@ BLYAS

60 -
40+
204
0-
09% oY 2 N % S
Forskolin[pM]
B

+++
-60 =
&= BLYEs T
.g04 @B BLYAS
*%k*%
-100 T T T T ***I **’:
09» 09% oY S N %

Prochloraz [uM]

A szteroidogenezis tesztben 48 oras forskolin (A) és prochloraz (B) expozicié utan a H295R sejtek
feliiluszoi altal kivaltott megemelkedett, illetve lecsokkent 6sztrogén- és androgén hatas
kovetkeztében Kivaltott biolumineszcencia intenzifikacios %-ok a BLYES és BLYAS tesztekben.
Szignifikancia megallapitasa egyutas ANOVA és Tukey post hoc teszttel tortént. (*,+) szignifikans
eltérés a kontrollhoz képest (p<0,05); (**,++) szignifikdnsan eltér a kontrollhoz képest (p<0,01);
(*¥**,+++) szignifikansan eltér a kontrollhoz képest (p<0,001).
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MDY. Atrazine hatasira emelkedett 6sztrogén és androgénhatas kimutatisa éleszto teszttel
biolumineszcencia intenzifikaciéban kifejezve.

801

©
RS 604 [ BLYES *-’-If-’jr++
S g Bl BLYAS ok
0 'S faate l+++
c £ 401 *xk +++
=N
E § +++
.;23 £ 201 .. E_H

0 1

Y >

|
Q Q N Q
Y > ,\/0 %Q
atrazine koncentracio [uM]
a szteroidogenezis tesztben

A szteroidogenezis tesztben 48 oras atrazine expozicio utan a H295R sejtek feliilaszoi altal kivaltott
megemelkedett osztrogén- és androgén hatas kovetkeztében kivaltott biolumineszcencia
intenzifikaciés %-ok a BLYES és BLYAS tesztekben. Szignifikancia megallapitasa egyutas
ANOVA és Tukey post hoc teszttel tortént. (**,++) szignifikansan eltér a kontrollhoz képest
(p<0,01); (***,+++) szignifikansan eltér a kontrollhoz képest (p<0,001).
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10 KOSZONETNYILVANITAS

Doktori munkam elvégzéséhez nyujtott segitségéért, szakmai-tudomanyos tanacsaiért,
iranyitd véleményeiért és tdmogatasaért kdszonettel tartozom témavezetdémnek, Dr. Szoboszlay
Sandornak.

Koszonom az Akvakultura és Kornyezetbiztonsagi Intézet vezetdjének, Dr. Kriszt
Baldzsnak a szakmai ¢és tudomdnyos lehetdségeket, melyek révén kutatdmunkam
megvalosulhatott.

Koszondom a Kornyezetbiztonsagi €s Kornyezettoxikologiai Tanszék, valamint a
Regiondlis Egyetemi Tudaskdzpont egykori €s jelenlegi munkatarsainak az évek sordn nyujtott
segitségiiket, baratsagukat és tamogatasukat. Kiilon koszondm Benséné Fekete Ildikonak
végtelen segitOkészségét ¢€s azt az elképesztdé mennyiségli laboratériumi hattérmunkat, mely
nélkiil kutatomunkdmat nem tudtam volna elvégezni.

Koszonettel tartozom Kovacs J. Krisztinanak és Ferenczi Szilamérnak, az MTA-KOKI
munkatarsainak a humén sejtvonallal végzett kisérletek kivitelezésében nyujtott segitségiikért,
tanacsaikért, illetve a kozos gondolkodasba fektetett idejiikért és energiajukért.

Volt és jelenlegi hallgatdimnak koszondm segitségiiket, mellyel hozzajarultak a
kutatashoz.

Ko6szondm paromnak és kedves barataimnak, hogy az évek soran minden koriilmények
kozott mellettem alltak €s tamogattak.

Halasan koszonok minden csaladomnak, testvéremnek és sziileimnek, akik Oszinte és
feltétel nélkiili szeretetére, tanacsaikra, timaszukra mindig, minden esetben szamithatok.

Koszondm Edesapamnak, hogy mar Kisgyermek koromban megismertette és
megszerettette velem a természettudomanyokat, beszélgetéseinket mindig boldogan idézem

vissza. Dolgozatomat az O emlékének ajanlom.

Koszonetemet fejezem ki a kutatdmunkamat tamogato projekteknek:

e GINOP 2.3.2.-15-2016-00004: A balatoni horgaszati céli halgazdalkodas fenntarthatova
tételének megalapozasa.

e NVKP_16-1-2016-0023: Uj kockéazatkezelési modellrendszer fejlesztése a viz- és
¢lelmiszerbiztonsag ndvelése érdekében a haltermékvonalon
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