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1. A TEMA AKTUALITASA, JELENTOSEGE

Az elmult fél évszdzadban az emberi populacid dupldjara novekedett,
melyhez hasonlé {itemben emelkedett a globalis mezdgazdasagi termelés
mértéke, ezzel parhuzamosan pedig a peszticidek felhasznaldsa is.
Haszonndvényeink ¢€s allataink védelmére hasznalt vegyszeres kezelések soran
azonban a hatéanyagok egy része nem ¢ér célba, a kornyezeti elemekbe jutva
nem célszervezetekre és kornyezetre gyakorolt komplex kéros hatasai rendkiviil
szerteagazok.

Az atrazine ¢és terbuthylazine hatdéanyagok a szimmetrikus-triazinok
csaladjaba tartoz6, PSII fotorendszert gatld hatdsu herbicidek. Az atrazine
vizszennyezd tulajdonsadgar6l, immun- ¢és hormonmoduldns hatasarol igen
kiterjedt szakirodalom 4&ll rendelkezésre, azonban az EU-n kiviil szdmos
orszagban alkalmazzdk jelenleg is. Noha féléletideje optimalis kornyezeti
feltételek mellett néhany hét és 1-2 év kozott mozog, reduktiv korilmények
kozott becsapdazddva évtizedekig is perzisztal, hazdnkban 10 évvel betiltasa
utan is az egyik leggyakrabban kimutatott felszin alatti ndvényvédd szer
maradék. A fterbuthylazine leghjabb kutatasok szerint az atrazine-hoz hasonld
endokrin diszruptor (ED) hatast képes gyakorolni, lebomlésa, talajban vald
viselkedése az atrazine-éhoz hasonlo, az EU orszagaiban jelenleg atrazine-
helyettesitoként alkalmazzak foként kukorica gyomirtasara. Bomlastermékeik
kozott szintén talalhatok toxikus, hormonmodulans anyagok.

Mais szennyezdanyaghoz hasonléan ezen hatéanyagok kornyezeti
elemekbdl torténd eliminaldsara is a bioremediacio a leginkabb kornyezetkiméld
megoldas. Noha az atrazine biodegradacidja évtizedek oOta kutatott és
szakirodalma igen kiterjedt (a terbuthylazine-é kevésbé), a vizsgélatok csupéan a
kiindulasi vegyiiletek mennyiségi csokkenésére fokuszalnak, a keletkezd

maradékanyagok biologiai hatdsainak mérésére nem.



2. CELKITUZESEK, ELOZMENYEK

Doktori kutatasi munkdm sordn céljaim a kovetkezdk voltak:

I. Az atrazine és terbuthylazine bioldgiai iton, baktériumok tiszta tenyészetei
altal torténd lebonthatosaganak vizsgalata.

II. A biodegradaci6 hatékonysaganak novelése bakteridlis konzorciumok
alkalmazéséval.

III. A tiszta hatéanyagok és bontdsi maradékok hosszil tavl expozicid soran
kivaltott sejttoxikus hatasdnak megallapitdsa kronikus citotoxikus hatés
mérésére alkalmas 6kotoxikoldgiai modszerrel.

IV. Az atrazine indirekt, nemi hormonok szintézisét megzavardé komplex
endokrin diszruptor (ED) hatdsainak kimutatasara alkalmas kombinalt modszer
fejlesztése.

kovetése a kombinalt ED hatas, valamint a kronikus citotoxicitas mérésére
alkalmas bioldgiai hatasmérd tesztek segitségével.

VI. Olyan baktériumtdrzsek ¢€s konzorciumok szelekcidja, melyek kéros
biologiai hatassal nem rendelkezd maradékanyagokka képesek a herbicideket

degradalni.

Els6 é  masodik  célkitlizésem  megvaldsitaséhoz  olyan
baktériumtorzseket valasztottam ki, melyek dontd tobbségiikben szennyezett
kornyezeti elemekbdl (talaj, talajviz, komposztok), illetve néhany esetben
bolygatatlan talajmintakbol lettek izoldlva, tovabba korabbi kisérletek
eredményei szerint jO hatékonysaggal képesek egyes szénhidrogének é&s
mikotoxinok lebontdsdra. Az atrazine esetében a kémiai analitikai mérések
alapjan egyénileg jo bontast mutatd torzsekbdl konzorciumokat alkottam annak
érdekében, hogy a bontas hatékonysagat az egyes torzsek egymast kiegészitd

enzimrendszere segitségével ndvelni tudjam. Az atrazine-t kivalo



hatékonysaggal bontani képes torzsek és keverékek terbuthylazine bontod
képességét ezt kovetden vizsgaltam.

A biodetoxifikacié nyomon kovetéséhez (V. célkitlizés) a harmadik és
negyedik célkitlizés megvalositasara volt sziikség. Ezek soran el0szor az
Aliivibrio fischeri (AVF) biolumineszcencia gatlasi toxicitasi teszt szabvanyos
akut és meghosszabbitott kontaktidejii kronikus verzidjanak érzékenységét
hasonlitottam 0ssze a két herbicid hatéanyagra nézve. Miutan meggy6zodtem a
kronikus teszt megfeleld érzékenységérdl, a késdbbiekben a bontasi
maradékanyagok citotoxicitdsanak vizsgalatdhoz alkalmaztam. A maradékok
indirekt endokrin diszruptor hatdsanak vizsgalatdhoz modszerfejlesztést
kivantam végrehajtani, mellyel nem csupédn egy-egy, elore jol definialt kémiai-,
vagy immunanalitikai végpont, hanem a nemi hormonok szintézisét megzavar6
0sszegzddo biologiai hatds mérhetd. A cél az volt, hogy kifejlesztett kombinalt
modszerrel, miutdn az atrazine-t, illetve ismert szteroidszintézist megzavaro
hatasti anyagokat teszteltem, a nem citotoxikus atrazine-maradékokat is
megvizsgaljam. A kronikus AVF és indirekt ED hatast mérd kombinalt tesztet
alkalmazva a maradékanyagok komplex bioldgiai hatasmérésén keresztiil
végceelom az volt, hogy olyan baktériumtorzseket ¢és/vagy keverékeket
szelektaljak, melyek a dolgozat vizsgalati targyat képezd ndovényveédd szer
hatéanyagokat karos hatasokkal nem rendelkezd maradékanyagokkéd képesek

bontani.



3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Bontasi kisérletek

Az atrazine esetében Osszesen 15 baktériumnemzetség 27 kiilonbozd
fajahoz tartoz6 43 torzs egyéni degradacios képességét vizsgaltam, majd az
50%-o0s egyéni degradacidt mutatd torzsekbdl Osszesen 21 keveréket hoztam
1étre. A legjobb atrazine-bontok koziil 5 térzs és két konzorcium terbuthylazine-
bontdsat vizsgaltam. A torzsekbol egységes denzitasi (ODgpp=0,6) 72 Oras
inokulumokat hoztam létre, melyeket vagy dnmagukban, vagy mas torzzsel 1:1
lebontasara. A bontasi kisérlet végén (7 nap razatasos inkubacio, 28 °C), a
biodetoxifikacios vizsgalatokra torténd mintazas utdn, a sejtes allomanyt is
tartalmazé folyadékok maradék novényvédd szer tartalma kémiai analitikai
(GC-MS, Wessling Hungary Kft.) médszerrel lett megallapitva. A torzsek és
keverékek bontasi képességét a kontroll mintdhoz viszonyitva szdzalékosan

fejeztem ki.

3.2. Atrazine és terbuthylazine citotoxicitasanak mérése Aliivibrio fischeri
teszttel
Az atrazine és terbuthylazine tiszta hatéanyagok és bontdsi maradékaik
kronikus citotoxikus hatdsdnak vizsgalatira a szabvanyos Aliivibrio fischeri
(DSM 7151) szervezetet alkalmazo teszt meghosszabbitott kontaktidejii (25
ora), mikrotiter lemezen kivitelezhetd verziojat hasznédltam. A kronikus teszt
érzékenységét a szabvanyos (ISO 11348-1) akut, 30 perces kontaktidejii teszt
eredményeivel vetettem Ossze. Miutan meggy6zédtem a megfeleld
érz¢kenységérdl, a bontasi maradékanyagok citotoxicitasdnak mérését a

kronikus A. fischeri teszttel végeztem el.



3.3. Médszerfejlesztés indirekt endokrin diszruptor hatas kimutatasara

Az atrazine, valamint a bontdsi maradékai indirekt endokrin diszruptor
hatdsanak vizsgalatara a H295R human adrenokortikalis karcinoma sejtvonalat
alkalmaz6 steroidogenesis assay-t ¢és a Saccharomyces cerevisiae alapl,
Osztrogén ¢és androgén hatast mérd BLYES ¢és BLYAS bioriporter teszteket
kapcsoltam Ossze, utdbbiak olyan genetikailag mddositott organizmusok, amik
Osztrogén- ill. androgénreceptorhoz kotédni képes anyagok hatdsara
biolumineszkalnak. A steroidogenesis assay-t az OCSPP 890.1150 (ES EPA
2011) Guideline alapjan végeztik. A tesztanyagokkal exponalt sejtek
feliiluszoinak Osztrogén ¢€s androgén hatasat az €élesztd alapt bioriporter teszttel
mértem. A teszt kialakitdsa sordn az atrazine tiszta hatdoanyag mellett pozitiv
kontrollként az ismert sztreoidszintézist megzavard hatasti forskolint ¢és
prochloraz-t hasznaltam a steroidogenesis assay-ben. A BLYES és BLYAS
tesztekben 17B-0sztradiol és Sa-dihidrotesztoszteron volt a pozitiv kontroll, a
citotoxicitds mérésére a konstitutiv.e BLYR torzset hasznaltam, melynek
fénykibocsatasa toxikus anyag hatdsara csokken. A kombindlt moddszert

sematikusan az 1. dbra mutatja be.

1. Szteroidogenezis assay 2. BLYES/BLYAS bioriporter teszt
H295R sejtek ‘ TESZTANYAG Osztrogén- és androgénhatas mérésre

/ 1 2 3 4 5 6

‘000000

000000

Feliiluszé

48 h expozicié utan

Biolumineszcencia

1. abra — Indirekt, nemi hormon szintézist megzavaro komplex hatas kimutatasara kifejlesztett
kombinalt médszer sematikus abraja.



3.4. Atrazine bontasi maradékanyagok indirekt endokrin diszruptor
hatasanak vizsgalata

A sikeresen kialakitott, kombinalt médszerrel 3 olyan atrazine-bontasbol

szarmazo6 maradékanyagot vizsgaltam, melyek a kronikus AVF teszt eredményei

alapjan nem voltak citotoxikus hatastak, valamint kivalé degradacios szazalékot

mutattak. A maradékok koziil kettd keverékek maradékanyaga, egy pedig egyéni

bontasbol szarmazoé minta volt. A sziirt mintakkal exponaltuk a human sejteket,

majd a feliiluszokat a BLYES és BLYAS teszttel vizsgaltam.

3.5. Adatok értékelése
A biolumineszcencia értékek statisztikai kiértékelését a GraphPad Prism
5 szoftverrel (GraphPad Software Inc., San Diego, USA) végeztem el.
Szignifikancia vizsgalatra egy-utas ANOVA tesztet hasznaltam Tukey, ill.
Dunnett post hoc teszttel. Az ECsy értékeket normalizalt koncentracid-valasz
g0rbékbdl generdltam nem-linedris regresszids modellel. A biolumineszcencia
gatlasi és intenzifikdcios értékek kiszamitdsakor a mintdk fénykibocsatas

értékeinek kontrolltodl vald szazalékos csokkenését, ill. novekedését szamoltam.



4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1. Bontasi kisérletek eredményei
A kémiai analitikdval nyomon kdovetett bontdsi kisérlet eredményei
alapjan a 43 baktériumtorzsbdl és 21 konzorciumbodl dsszesen 13 egyéni torzs €s
9 kever¢k volt képes a kiinduldsi atrazine-t 50-98%-ban lebontani. Az erre
vonatkozo részletes eredményeket az 1. tablazat foglalja dssze. A torzsek koziil
két Rhodococcus faj (R. aetherivorans ¢és R. qingshengii), valamint az
Olivibacter oleidegradans ¢és Serratia fonticola fajok atrazine-bontd

képességérdl eddig nem szamolt be a szakirodalom.

1. tablazat — Baktériumtorzsek és torzskeverékek atrazine-bontasi képessége 7 napos razatas utan a
kontroll minta értékéhez viszonyitva %-osan kifejezve.

, Atrazine
Atrazine . (.
. (s biodegradacio 7
biodegradacioé 7 nap utén (% a
Torzs jele Faj nap utan (% a Torzsek jele P 0
S kontroll
kontroll mintdhoz o
viszonyitva) m intéhoz
viszonyitva)
PT1/1 Serratia fonticola 51,66+1,00 NI1+TBF2/20.2 63,64+1,18
. AK44 +
NI1 Rhodococcus erythropolis 52,98+1,51 CHBI15P+TBF2/20.2 78,34+1,39
OR16 Cupriavidus basilensis 53,13+3,66 PT2/14B+TBF2/20.2 80,12+9,67
AK44 Rhodococcus aetherivorans 59,07+3,58 AK44+TBF2/20.2 80,6+£12,4
CHBI15P Rhodococcus pyridinivorans 65,65+18,39 NII+OR16 84,04+2,37
TBF2/20.2 Olivibacter oleidegradans 67,29+3,99 K404+TBF2/20.2 85,75+5,94
GD2A Rhodococcus erythropolis 77,21+13,70 K404+PT2/14B 86,34+7,12
CW25 Rhodococcus rhodochrous 78,41+11,59 AK44+CHBI15P 92,58+1,56
BA4.9 Rhodococcus qingshengii 85,0£1,10 CHB-15p+NIl1 93,07+0,19
K408 Rhodococcus pyridinivorans 87,05+5,85
PT2/14B Rhodococcus qingshengii 93,12+1,08
K402 Rhodococcus pyridinivorans 97,55+1,29
K404 Rhodococcus pyridinivorans 98,12+1,22

A kivald atrazine-bontd képességii 5 vizsgalt torzs és 2 keverék koziil
mindossze a K404 R. pyridinivorans torzs volt képes a terbuthylazine kdzepes,

46%-0s lebontasara.
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UJ TUDOMANYOS EREDMENY (a 4.1. fejezetben bemutatott eredmények
alapjan):

(I. tézis) A vizsgalt 43 baktériumtorzsbél és 21 konzorciumbol analitikai
mérések alapjan 13, ill. 9 volt képes 50%-nal nagyobb meértékben
biodegradalni S0 mg/L koncentracidju atrazine-t 7 nap alatt. Koziiliik 1
torzs a Rhodococcus aetherivorans, 2 torzs a R. qingshengii, 1 torzs az
Olivibacter oleidegradans, 1 torzs a Serratia fonticola fajhoz tartozik, mely
fajok atrazine-bonté képességét elséként bizonyitottam. A Kivalo atrazine-
bonté (>75%) 5 torzs és 2 konzorcium koziil csak a R. pyridinivorans K402
volt képes az atrazine-tol szerkezetileg csupan egy metil-csoportban eltéré
terbuthylazine 46%-os biodegradaciéjara.

Az atrazine-ra vonatkozo eredményeket nemzetkozi folydiratban kozoltiik

(Hahn et al., 2017).
4.2. Aliivibrio fischeri citotoxicitasi tesztek

A tiszta hatoanyagok citotoxicitis-mérésének eredményei

Az atrazine és terbuthylazine hatéanyagokat az akut 30 perces és
kronikus 25 oras kontaktidejli  teszttel vizsgalva Iényeges eltéréseket
tapasztaltam a tesztek érzékenységét illetden. A kronikus tesztben a
hatéanyagok altal kivaltott 50%-os fénykibocsatds csokkenést kivaltd
koncentraciok (ECsy  érték) mindkét vegylilet esetében legalabb 2
nagysagrenddel alacsonyabbak, mint az akut tesztben, ahol a legmagasabb
tesztelt koncentracidban (125 ¢és 100 mg/L) sem mértem gatlast. Ezen
vizsgélatok eredményeit a 2. tdblazat foglalja 6ssze. A kronikus teszt mindkét
hatéanyag esetében a 10 és 15 oOrds kontaktidénél bizonyult a
legérzékenyebbnek,  illetve a  statisztikai  értékelés  alapjan  a
legmegbizhatobbnak. A tovébbiakban, mivel ¢érzékenysége ¢€s gyakorlati
kivitelezhetdsége lehetvé teszi, a bontasi maradékanyagok citotoxikus hatasat a

kronikus AVF teszt segitségével mértem.
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2. tablazat - Az atrazine-ra és terbuthylazine-ra vonatkozé ECs, értékek a meghosszabbitott
kontaktidejii kronikus teszttel mérve és dsszehasonlitva az akut 30 perces Microtox® értékekkel.

Krénikus AVF Akut AVF
ECso (mg/L) EC
Vegyiilet Kontaktidd  (95% konfidencia r’ Kontaktidd >0
: (mg/L)
intervallum)
10h 2,67 (2,19-3,25) 0,8899
Atrazine 30 perc >125
I5h 8,28 (6,60-10,37) 0,8477
10h 4,97 (4,04-6,11) 0,9203
Terbuthylazine 30 perc >100
I15h 9,62 (6,57-14,07) 0,6796

UJ TUDOMANYOS EREDMENY (a 4.1. és 4.2. fejezetekben bemutatott

eredmények alapjan)

(II. Tézis) Atrazine-ra és terbuthylazine-ra nézve a 25 oras kontaktidejii
kronikus Aliivibrio fischeri teszt 10 és 15 oOras Kkontaktidonél a
legérzékenyebb: atrazine-ra az ECs, értékek 2,7 és 83 mg/L, a
terbuthylazine vonatkozasaban S és 9,6 mg/L értékeknek addédtak, ezzel
szemben a szabvanyos, akut tesztben a legmagasabb (125, ill. 100 mg/L)
vizsgalt koncentracioban sem volt mérheté toxikus hatas. A két vegyiilet
hasonlo toxicitasi értékei alapjan — Osszevetve azzal, hogy a terbuthylazine
lebontasara nem voltak képesek a kivalo atrazine-bonto torzsek — a jelenleg
atrazine-helyettesitOként alkalmazott terbuthylazine fokozott kornyezeti
kockazatot jelent.

Az atrazine-ra vonatkozé eredményeket nemzetkozi folydiratban kozoltiik

(Hahn et al., 2017).

A bontdasi maradékanyagok citotoxicitis-mérésének eredményei

A meghosszabbitott, 25 6ras kontaktidejii Aliivibrio fischeri teszttel atrazine
esetében az 50%-nal nagyobb degradacidot mutatd, Gsszesen 13 torzs és 9
keverék maradékanyagat vizsgalva azt tapasztaltam, hogy mindossze 3 torzs és
4 keverék esetében nem volt citotoxikus a biokonverzié terméke. A 4

konzorcium esetében nem csupan a bontds mértéke haladta meg a keverékeket
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alkot6 torzsek egyéni eredményeit, de a sejttoxikus hatés is teljesen megsziint
minden esetben. A terbuthylazine-t egyediiliként 46%-ban bontani képes K404

torzs maradékanyaganak toxicitdsa azonban nem sziint meg.

UJ TUDOMANYOS EREDMENY (a 4.2. fejezetben bemutatott
eredmények alapjan)

(III. Tézis) A 25 oras kontaktidejii kronikus Aliivibrio fischeri teszt
nyomon kovetésére. Az atrazine-t egyénileg jol bonto torzsek degradacios
termékeinek citotoxicitasat vizsgalva mindossze 3 esetében (2 Rhodococcus
pyridinivorans és 1 Olivibacter oleidegradans torzs) nem volt toxikus a
maradékanyag. 4 Kkonzorcium esetében a biodegradaci6 mértéke
meghaladta az azokat alkoté torzsekét a maradékanyagok toxicitasanak
megsziinésével, tehat a baktériumtorzsek egyiittesen képesek a
hatékonyabb lebontasra és detoxifikaciora.

Az atrazine-ra vonatkozo eredményeket nemzetkozi folyoiratban kozoltiik

(Hahn et al. 2017).

4.3. Modszerfejlesztés az atrazine indirekt endokrin diszruptor
hatasanak mérésére
Az indirekt, nemi hormon szintézist megzavard hatds kimutatasara
kifejlesztett kombinalt modszerrel az atrazine-t vizsgalva azt tapasztaltam, hogy
a herbicid expozici6 hatasara koncentracio fiiggd modon nem csak az dsztrogén
hat4st, de az androgén hatdsi hormonok szintézise is indukalodott a human
mellékvesekéreg-karcinoma sejtekben, ami a BLYES és BLYAS teszttel mérve
emelkedett Osztrogén és androgénhatdsban nyilvanult meg. A koncentracio-
valasz gorbéket a 2. abra szemlélteti. Az eredmények alapjan szamolt ECsg
értekek szerint 16,78 ill. 34,38 uM atrazine volt képes a human sejtek nemi

hormon szintézisét oly moddon indukdlni, hogy azok hatasdra 50%-kal

13



emelkedett az Osztrogén és androgén hatast jelzd biolumineszcencia a BLYES

és BLYAS tesztekben.
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2. abra - A koncentracié-valasz gorbék a H295R sejtek 48 oras atrazine expozicié utan gyiijtott
feliiliiszoi altal kivaltott 6sztrogén (A) és androgén hatast (B) mutatjak a BLYES és BLYAS
tesztekben (maximalis valasz = 100%). Szignifikancia megallapitasara egy-utas ANOVA és Tukey
post hoc tesztet alkalmaztam. (**,++) szignifikansan eltér a kontrolltol (p<0,01); (***,+++)
szignifikansan eltér a kontrolltol (p<0,001).

UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK (a 4.3 fejezet eredményei alapjan):

(IV. Tézis) Az atrazine indirekt, nemi hormonok szintézisét megzavaré
hatasanak Kkimutatasara sikeresen fejlesztettem ki egy uj, kombinalt
modszert a H295R human mellékvesekéreg karcindma sejtvonalat
alkalmazé  steroidogenesis  assay, valamint a  BLYES/BLYAS
osztrogén/androgén hatast méro, ¢lesztd alapu bioriporter teszt

osszekapcsolasaval.

(V. Tézis) A kombinalt modszerrel mért eredmények alapjan az atrazine a
H295R sejtekben mind az 6sztrogén, mind az androgén hatasu hormonok
szintézisére induktiv hatast gyakorol (ECs értékek osztrogénhatas esetében
16,78 nM, androgénhatas esetében 34,38 nM). A modszer alkalmas egyes
vegyiiletek indirekt endokrin diszruptor hatasainak detektalasara elore
determinalt kémiai/immunanalitikai mérési végpontok meghatarozasa
nélkiil, ezzel lehetéséget nyujt addig ismeretlen biologiai hatasok
felderitésére.

Az eredményeket nemzetkozi folydiratban kozoltiik (Hahn et al., 2016).
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4.4. Atrazine biodegradaciobol szarmazé maradékanyagok indirekt
endokrin diszruptor hatasanak vizsgalata
Az atrazine-biodegradacid soran dsszesen 3 torzs és 4 keverék esetében
nem volt citotoxicitas tapasztalhato magas degradacios % mellett. Ezekbdl 3
maradékanyagot vizsgaltam a kombinalt modszerrel, mely indirekt nemi hormon
szintézis megzavar6 hatds kimutatasara alkalmas: a K404 torzs (bontas: 98%),
az AK44+CHBI15P+TBF2/20.2 (78%) ¢s az AK44+CHBI15p keverékek (93%)
maradékanyagat. Az eredmények alapjan, melyet a 3. dbra szemléltet,
megallapithatd, hogy egyediil a R. aetherivorans AK44 és R. pyridinivorans
CHBI15p torzsekbdl allo keverék bontasi végterméke nem okozott eltérést a
kontrollhoz képest sem az Osztrogén, sem az androgén hatdsu hormonok

szintézisében.

E=3  Osztrogénhatas (BLYES)
Bl Androgénhatas (BLYAS)

*kk
++

Biolumineszcencia
a kontroll %-aban
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3. dbra - Az atrazine-bontisbol szirmazo, nem citotoxikus hatasi maradékanyagokkal 48 éran at
exponalt H295R human adrenokortikalis karcinoma sejtek altal termelt nemi hormon révén BLYES
és BLYAS tesztekben kivaltott dsztrogén és androgén hatas. (++) szignifikans kiilonbség a
kontrollhoz képest (p<0,002); (+++,***) szignifikans kiillonbség a kontrollhoz (H295R+medium)
képest (p<0,0002). Piros keret — kontrollhoz képest emelkedett hormonhatas. Zold keret —
kontrollhoz képest nincs emelkedett hormonhatis. VAK ATR — abiotikus kontroll bontasi
kisérletben (tapoldat + atrazine); 1 — K404; 2 — AK44+CHB15p+TBF2/20.2; 3 - AK44+CHB15p
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UJ TUDOMANYOS EREDMENY (a 4.1., 4.2. é 4.4. fejezetekben
bemutatott eredmények alapjan):

(VL. Tézis) Az alkalmazott vizsgalatok eredményei alapjan a Rhodococcus
pyridinivorans CHB15p torzs és Gjonnan leirt atrazine-bonté 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 alapjan a xenobiotikumok, igy a peszticidek biolégiai
lebontasa soran keletkezo maradékanyagok komplex biolégiai hatasmérése

elengedhetetlen.
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5. KOVETKEZTETESEK, JAVASLATOK

A baktériumtérzsek ¢és konzorciumok altali biodegradaciot vizsgalo
kémiai analitikai eredmények alapjan megallapithatd, hogy az atrazine kisebb-
nagyobb mértékii lebontasa széleskoriien megfigyelheté a nemzetségek
kozott, azonban még egy fajon beliil is a kiilonb6z6 kornyezetbdl izolalt
torzsek biodegradacios hatékonysaga széles skalan mozog. Vizsgalataimban
a legjobb értékeket a Rhodococcus nemzetség tagjai mutattak. Ezzel egylitt
mas nemzetségek tagjai is képesek Kkiillonb6z6 xenobiotikumokat
hasznositani: a Serratia fonticola és Olivibacter oleidegradans fajokhoz
tartozé PT1/1 és TBF2/20.2 torzsek szintén képesek voltak a vegyiilet jo
hatasfoki bontasiara. Az analitikai eredmények alapjan tovabba tobb
esetben igazoltam azt a hipotézist, miszerint konzorciumok valéban jobb
hatasfokot érhetnek el a szennyezéanyag lebontasiban, mint az azokat
alkoto torzsek onmagukban. Az atrazine-t kivalé hatasfokkal bontani képes
torzsek és konzorciumok azonban nem voltak képesek a terbuthylazine
degradacidjara (a K404 46%-os, kozepes mértékii lebontasat kivéve), tehat a
két vegytilet kozott a nagy szerkezeti hasonlosag egyaltalan nem jelent garanciat
arra, hogy ugyanaz a mikréba mindkettdt ugyanolyan mértékben képes
hasznositani.

A citotoxicitas mérésére hasznalt kronikus Aliivibrio fischeri teszt az
atrazine-t és terbuthylazine-t tiszta hatéanyagként vizsgalva lényegesen
nagyobb érzékenységet mutatott, mint a szabvanyos akut teszt. Utdbbi
esetében sajat vizsgalataim szerint a két vegyiilet még magas koncentracioban
sem gyakorol gatlo hatast 30 perces kontaktidonél. A kronikus teszt
érzékenysége tobb szempontbol is fontos eredmény. Egyrészt segitséget nyujthat
a két vegylilet 6kologiai kockazatanak pontosabb felmérésében, hiszen a legtobb
Okotoxikologiai teszt az akut hatdsokra fokuszal, azonban egy hosszu
kontaktidével dolgozd vizsgéalat a kornyezeti elemekben gyakran igen kis
koncentracioban jelen 1€évé vegyliletek hossza tavu, késleltetett kdros hatasait
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lehet képes felfedni. Masrészrél bebizonyosodott, hogy a mikrotiter lemezen
elvégezhetd kronikus teszt egy egyszerii, koltség- €s idéhatékony modszer az
atrazine és  terbuthylazine biodegradacidjabol szarmazd nagyszamu
maradékanyag citotoxikus hatdsanak szimultan vizsgélatara. Az eredmények
alapjan megallapithato, hogy a kémiai analitika alapjan az anyavegyiilet
koncentraciojanak nagymértéki csokkenése nincs minden esetben egyenes
aranyban a toxicitas csokkenésével/megsziinésével, szamos esetben még a
90% feletti biodegradacié mellett is erdsen toxikus maradékanyagok
keletkeztek. Tovabba megfigyelhetd, hogy ugyanahhoz a fajhoz tartozé torzsek
biodetoxifikald képessége rendkiviil eltérd lehet. A torzsek konzorciumban vald
alkalmazdasa szintén elényoket nyujt ezen a téren is: a keverékeket alkot6d egyéni
torzsekhez képest 4 esetben nemcsak a degradacid6 mértéke, hanem a
detoxifikdcios hatékonysag is jelentdsen megndétt, feltehetéen valdban az
egymassal komplementer enzimrendszereknek koszonhetden.

Az atrazine Dbiodetoxifikdciojanak egyéb  aspektusbol  torténd
vizsgalatara, azaz a maradékanyagok indirekt szteroidszintézist zavaro
hatasanak mérésére sikeresen Kkifejlesztett kombinalt modszerrel végzett
kisérleteim azt mutattak, hogy a varhaté megnovekedett 6sztrogén hatas
mellett az atrazine az androgén hormonok szintézisét is képes lehet
indukalni a H295R sejtekben.

Az altalam mért eredmények alapjan tehat feltételezhetéen az
atrazine az androgén receptorhoz kotédni képes, androgén hatast
eredményez6 hormonok szintézisébe is képes beavatkozni. Ennek/ezeknek a
folyamatoknak a molekularis genetikai hatterét a tovabbiakban sziikséges
kutatni, a H295R sejtek szteroidogén enzimeit kodoldo gének
expresszidjanak vizsgalata feltétleniil célszeri lenne. A jelenleg gyakorlatban
alkalmazott mddszerek 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
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kifejlesztett kombinalt modszer egyik elonye abban rejlik, hogy dsszegzett
biologiai hatas mérésére alkalmas. Ezaltal segitséget nyujthat a jovében
potencialis ED hatasa vegyiiletek, vagy akar vegyiilet-keverékek nemi
hormon szintézisét megzavaro, oOsszetett hatasanak detektalasara. Ezen
tulajdonsagok megfelelnek az EDSTAC (1998) éaltal az endokrin diszruptorok
vizsgalatara ajanlott tobb 1épéses szlird és vizsgald stratégia részét képezd 1.
szint céljainak, mely szerint a vizsgdlomodszereknek tobbek kozott i.) olcsonak,
gyorsan ¢€s egyszeriien kivitelezhetonek; ii.) egyidejiileg tobb mérési végpontot
felolelonek kell lennie. Tovabba megfelel annak az igénynek is, mely szerint a
tesztnek alkalmasnak kell lennie arra, hogy kiilonb6zd fajokra gyakorolt
hatasokat is meg tudjon josolni, hiszen a szteroidszintézisben szerepet jatszo
gének ¢és enzimek jelen vannak és azonos biokémiai szerepet téltenek be szamos
kiilonb6z6 fajban és csaladban egyarant.

Az indirekt ED hatast méré kombinalt modszerrel 3 olyan bontési
maradékanyagot vizsgaltam, melyek nem voltak citotoxikusak a krénikus AVF
tesztben. Ezek eredményei alapjan csupan 1 — két Rhodococcus fajbdl allo —
konzorcium esetében volt tapasztalhaté mind a citotoxikus, mind az dsztrogének
¢és az androgének szintézisére gyakorolt indukald hatas megsziinése.

Eredményeim réavilagitanak arra, hogy mekkora jelentosége van egy-egy
vegyiilet analitikaval nyomon kovetett biologiai uton torténd lebontasa
mellett a maradékanyagok komplex, tobb aspektusbol torténd biologiai
hatasmérésére is, melyet az atrazine esetében sikeresen valdsitottam meg a
kutatds soran €s a jovOben célszeriien alkalmazandd modszer egyiittes lehet nem
csupan az atrazine, hanem mas xenobiotikumok esetében is.

A tovabbiakban kiemelt figyelmet kell forditani a terbuthylazine
bontd torzs vizsgalatdra. Valamint a terbuthylazine-nal is el kell végezni az
indirekt ED hatas vizsgalatokat a kombinalt médszerrel, hiszen azon tul,

hogy dealkilezett bomlastermékei részben megegyeznek az atrazine-éval,
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melyekrdl bebizonyosodott, hogy aromatdz induktorok, az anyavegyiilet is
rendelkezhet eddig fel nem térképezett hatasokkal. Utobbi jelentdsége abban is
rejlik, hogy Eurdpédban, illetve azokban az orszdgokban, ahol az atrazine
hasznalata mar tiltott, a gyakorlatban a terbuthylazine a helyettesitoje.
Figyelembe véve az elobbieket, illetve a terbuthylazine Kkronikus toxicitasat
és azt a tényt, hogy szinte teljes mértékben ellenallt a vegyiilet a legjobb
atrazine-bonté 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 formazészerek és készitmények vizsgilatara is. A
formazdanyagok ugyanis dnmagukban is 0koldgiai kockézatot jelenthetnek, a
segitségiikkel pl. vizoldhatobbd, bioldgiailag kdnnyebben hozzaférhetové tett
hatdéanyagok viselkedése, hatdsa pedig drasztikusan megvaltozhat, kiilonbozhet
a tiszta hatdéanyaghoz képest.

Sziikséges tovabbd a Kiillonb6zo kornyezeti elemekben az eltéré
oxigén-ellatottsagi és homérsékleti viszonyok peszticidek
megismerése. Ehhez munkam folytatasként célszeri lehet mikrokozmosz
kisérletek Osszedllitdsa, mely soran modellezni lehet a szennyezd anyagok ¢€s a
kornyezeti elemek kozotti fizikai, kémiai és bioldgiai kolesonhatasokat és ok-
okozati Osszefliggések vonhatok le. Ilyen mikrokozmosz kisérletek megfeleld
kivitelezéséhez doktori munkadm kisérleti eredményei jo kiindulopontként

szolgalhatnak.

20



6. A TEMAVAL KAPCSOLATOS MEGJELENT PUBLIKACIOK LISTAJA

Tudomanyos folydiratokban megjelent (kozlésre elfogadott) lektoralt, teljes
szovegii tudomanyos kozlemény

J. Hahn, S. Szoboszlay, G. Téth, B. Kriszt (2017): Assessment of bacterial
biodetoxification of herbicide atrazine using Aliivibrio fischeri cytotoxicity
assay with prolonged contact time. Ecotoxicology, 26: 648-657. (IF: 1,951)

J. Hahn, S. Szoboszlay, Cs. Krifaton, K. J. Kovacs, Sz. Ferenczi, B. Kriszt
(2016): Development of a combined method to assess the complex effect of

atrazine on sex steroid synthesis in H295R cells. Chemosphere 154:507-514.
(IF: 4,208)

I. Szabo, S. Szoboszlay, B. Kriszt, J. Hahn, P. Harkai, E. Baka, A. Téncsics, E.
Kaszab, Z. Privler, J. Kukolya (2011): Olivibacter oleidegradans sp. nov.
hydrocarbon degrading strain isolated from a clean-up facility (biofilter) set up

on a Hungarian hydrocarbon contaminated site, International Journal of
Systematic and Evolutionary Microbiology 61: 2861-2865. (IF: 2,268)

J. Hahn, P. Harkai, Zs. Nagy, E. Kaszab, S. Szoboszlay (2010). Bacterial
communities in composts from biomass energy production. In: Hidvégi Szilvia
(szerk.) IX. Alps-Adria Scientific Workshop on Resilience within agro-
ecosystems, Session: Land Use II.. Konferencia helye, ideje: Spicak,
Csehorszag, 2010.04.12-2010.04.17. Budapest: Akadémiai Kiado, 2010. pp.
337-340. (Novénytermelés; 59.)

Kongresszusi kiadvanyokban megjelent kozlemények:

Hahn J., Toth G., Szoboszlay S., Kriszt B. (2017). Novényvédd szerek
Bakonyi G., Székacs A., Szoboszlay S. (szerk.) VII. OKOTOXIKOLOGIAI
KONFERENCIA el6adas és poszter kotete, pp. 16-17.

Hahn J., Szoboszlay S., Krifaton Cs., Kovacs J. K., Ferenczi Sz., Kriszt B.
(2016). Kombinalt modszer fejlesztése az atrazine H295R sejtek nemihormon-
szintézisére gyakorolt hatdsanak vizsgalatara. In: Darvas B., Bakonyi G., Gy6ri
J., Major J., Székécs A. (szerk.) VI. OKOTOXIKOLOGIAI KONFERENCIA
eldadas €s poszter kotete, pp.15-16.

G. Téth, J. Hahn, S. Szoboszlay, Cs. Krifaton, J. Radd, B. Kriszt (2015).
Investigation of the biodegradation and cytotoxicity of various herbicides. Acta

21



Microbiologica et Immunologica Hungarica 62:(Suppl.2) pp. 232-233. 17th
International Congress of the Hungarian Society for Microbiology. Budapest,
Magyarorszag: 2015.07.08 -2015.07.10.

J. Hahn, J. Rado, A. Balazs, B. Kriszt, S. Szoboszlay (2012). Investigation of
atrazine degradation by bacterial strains and consortia. In: K. Marialigeti
(szerk.) Acta Microbiologica et Immunologica Hungarica: Abstracts of the
Annual Meeting of the Hungarian Society for Microbiology. Konferencia helye,
ideje: Keszthely, Magyarorszag, 2012.10.24-2012.10.26. Akadémiai Kiadd, pp.
145-146.

Témaban megjelent publikaciok osszesitett impakt faktora: 8,427

22



