10.14751/SZIE.2019.037
SZENT ISTVAN
EGYETEM

Szent Istvan Egyetem

UV-szilirok és az Sa-dihidrotesztoszteron, mint vizszennyez0
vegyiiletek karos hatasai €s biodetoxifikacioja

Balazs Adrienn
Godollo
2018



A doktori iskola

megnevezése:

tudomanyaga:

vezetdje:

Témavezeto:

Tarstémavezeto:

Az iskolavezetd jovahagyasa

Kornyezettudoményi Doktori Iskola
Kornyezettudomany

Csakiné Dr. Michéli Erika
egyetemi tanar, az MTA doktora
SZIE, MezOgazdasag- és Kornyezettudomanyi Kar

Talajtani és Agrokémiai Tanszék

Dr. Kriszt Balazs
egyetemi docens, PhD
SZIE, MezOgazdasag- és Kornyezettudomanyi Kar

Kornyezetbiztonsagi és Kornyezettoxikologiai Tanszék

Dr. Krifaton Csilla
egyetemi adjunktus, PhD
SZIE, MezOgazdasag- és Kornyezettudomanyi Kar

Kornyezetbiztonsagi és Kornyezettoxikologiai Tanszék

10.14751/SZIE.2019.037

A témavezetd jovahagydsa



10.14751/SZIE.2019.037

TARTALOMJEGYZEK

1. JELOLESEK, ROVIDITESEK JEGYZEKE .......cooosiumiiiriinniierissisneesneesneesssseeeisssessssseees 5
2. BEVEZETES ..ttt 8
3. IRODALMI ATTEKINTES ..ottt 10
3.1. A hormonrendszer és a hormonhéztartast megzavard vegyltiletek ..........c.cocvveevenveenenn. 10
3.2. Természetes eredetli hormonhéztartast megzavard vegyiiletek...........ccoovvveeeveevcnveennnenn. 11
3.2.1.  5So-dihidrotesztoszteron (DHT)......cccooiveinieinieieieeee e 11

3.3.  Mesterséges eredetli hormonhaztartast megzavaro vegyiiletek...........coovvveeeieevciennnnen. 14
3.3.1.  Benzofenon-3 (BP-3) ... e 16
3.3.2.  4-metilbenzilidén kAmTor (AMBC) ...t 23
3.3.3.  Etilhexil-metoxicinnamat (EHMOC) .........cccooiriiineiniincieeree e 25
3.3.4.  OKLOKITIEN (OC) ittt es 31

3.4.  Bioriporter teSZrendSZEIeK . ........ccvuiiiiiieeiiie et s 33
3.4.1. Fluoreszcencidért felel0s riPOrter SN .......covvvieirieirieinieirieererie e 33
3.4.2.  Szinreakcidért felelds rIPOTTEr ZEN......ovviviiieieieieieicicicicicicit et 33
3.4.3. Biolumineszcenciaért felelds riporter Zének ..........ocovvveviveiineiineiineeeeeeeeeee 34
3.4.4. Saccharomyces cerevisiae BLY AS ... 35
3.4.5.  Saccharomyces cerevisiae BLYES ... 36
3.4.6. Saccharomyces cerevisiae BLYR ... 36

3.5.  Vizi 6kotoxikoldgiai teSZtSZEIVEZELEK .......eevuvieiieriiiiiieeie ettt 36
3510 ALEIVIDFIO fISCREFI ...ttt sttt 36
3.5.2.  ZebradaniO (DaAMio FEFIO) .....cccevuvvereeieieisieisieesieesiees ettt sttt e neens 37

4. ANYAGOK ES MODSZEREK.......oocvuurrirriireriinesesessssesessessssesssesssssssssssssssssssnne 39
4.1. Az UV-sziir6 vegyiiletek biologiai hatdSmeErése ...........cooovvvviiiniiiiiieniieiieieeieeeeeee 39
4.1.1. Hormonbhatas és sejttoxikus hatas vizsgalata bioriporter rendszerekkel .................. 39
4.1.2. Toxikus hatas vizsgalata vizi tesztszervezeteken ..........coovevereeneineeneireeseseae 41

4.2. Biodegradaciods kisérletek Sa-dihidrotesztoszteronnal.............ccceeevieeiiieeiiieniieenieeen, 45
4.2.1. Biodegradacio €10 Sejtekkel.........ccovmimiiiniiiniiiieriee e 45
4.2.2. Biodegradacio extracelluldris kivonattal ... 46
4.2.3. A biodegradacios hatékonysag vizsgalata ..........cccocevueviririnieinieineiseeseeseese e 47

5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK ......coooiiuiiriiiriieriseeiseeiseissesesssesssesssesssseenns 49
5.1. Az UV-szilird vegyliletek bioldgiai hataSmErése ...........cccoevieviiienieniiieiienieeieeie e 49
5.1.1.  Hormonhatés és sejttoxikus hatas vizsgélata bioriporter rendszerekkel .................. 49



10.14751/SZIE.2019.037

5.1.2. Toxikus hatas vizsgélata vizi tesztSZerveZeteKen ...........cocovvvrereeieeeieicieicieieieccicees 60

5.2.  Biodegradacios kisérletek Sa-dihidrotesztoszteronnal.............cccceevveeciieniieenciieeeieenne, 70
5.2.1.  Biodegradacid €10 SeJteKKel.......ccoomiriminiiiieiieeee e 70
5.2.2. Biodegradacid extracellularis kivonattal............ccoovrnnnnnnnnssccccccccccccees 73
5.2.3. Uj tudoméanyos eredmények (az 5.2 fejezet alapjan) .........ccoocoeeeveveveevereenreeneesreenne. 75

6.  KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK ....ooouiiiriririeireiieiseseseeeseesssessssesesesnne 76
7. OSSZEFOGLALAS.......costvitiiireriiereiies ettt 81
8 ENGLISH SUMMARY ...ttt sttt sttt 83
9. MELLEKLETEK ...ccooooouiitiitiiteiiaeeisee st ss sttt 85
9.1.  Melléklet: Felhasznalt irodalom...........cccooeeviiiiiniiiiniiieieeeeeee e 85
9.2. Melléklet: Alkalmazott tApoldatok...........cceeviieiiiiiiiiiieieceeeeee e 105
9.3.  Melléklet: A Saccharomyces cerevisiae tesztekben vizsgalt higitasi sorok................. 107
9.4.  Melléklet: SDS-PAGE ......cooi ittt 108
0.5, MEILEKICL: ...ttt ettt sttt 108
10.  KOSZONETNYILVANITAS ..ot 109



10.14751/SZIE.2019.037
1. JELOLESEK, ROVIDITESEK JEGYZEKE

30-HSD — 3a-hidroxiszteroid-dehidrogenaz enzim

4DHB — 4’4-dihidroxibenzofenon

4HB — 4-hidroxibenzofenon

4HT — 4-hidroxitamoxifen

4MBC — 4-metilbenzilidén kdmfor

AHL — acil homoszerin lakton

AhR — aril szénhidrogén receptor

ARE — Androgen Response Elements (Androgén Valasz Elemek)

BLYAS — Bioluminescent Yeast Androgen Screen (Androgén hatast méré biolumineszcens

¢lesztd torzs)

BLYES — Bioluminescent Yeast Estrogen Screen (Osztrogén hatist mérd biolumineszcens

¢lesztd torzs)

BLYR — Bioluminescent Yeast Reporter (Biolumineszcens ¢élesztd bioriporter)
BP — benzofenon

BP-1 — benzofenon-1

BP-2 — benzofenon-2

BP-3 — benzofenon-3

BS — benzil-szalicilat

CLP - Classification, labelling and packaging of substances and mixtures (Az anyagok és

keverékek osztalyozasa, cimkézése és csomagolasa)
Cps — counts per second (masodpercenkénti szamérték)
DDT - diklor-difenil-trikloretan

DHT — 5o-dihidrotesztoszteron
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DMSO - dimetil-szulfoxid

DSMZ — Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (Német Mikroorganizmus

¢és Sejtkultara Gytlijtemény)

Dw — dry weight (szaraz tomeg)

E2 — 17B-6sztradiol

EC — effective concentration (hatasos koncentracio)

ECHA — European Chemicals Agency (Europai Vegyianyag-ligynokség)

ED — Endocrine Disruptor (hormonhaztartast megzavaro)

EDCs — Endocrine Disrupting Chemicals (hormonhéztartast megzavard vegytiletek)
EHMC - etilhexil-metoxicinnamat

ERa — a-tipusu 0sztrogén receptor

ERB — B-tipust 0sztrogén receptor

ERE — Estrogen Response Elements (Osztrogén Vélasz Elemek)
FMNH, — redukalt riboflavin foszfat

FSH — folliculusstimulalo (tiisz6érleld) hormon

FT — flutamid

GC-MS — gazkromatografia-tomegspektrometria

GFP — Green Fluorescent Protein (zélden fluoreszkald protein)
hAR — human androgén receptor

hERa — a-tipustt human 0sztrogén receptor

Hpf — hours post fertilization (adott 6raval a megtermékenyiilést kdvetden)
hPR — humén progeszteron receptor

hsd17b3 — 178-hidroxiszteroid-dehidrogenaz 3 enzimet kodold gén
IC — inhibitory concentration (gatlasi koncentracio)
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kshA — 3-ketoszteroid-9a-hidroxilaz enzimet kodold gén A alegysége
KstD3 — 3-ketoszteroid-A'-dehidrogenaz 3 enzim

LC — lethal concentration (halalos koncentracio)

LH — luteinizalé hormon

NOEC — No-Observed-Effect Concentration (A legmagasabb, megfigyelhetd hatast még nem

okoz6 koncentracio)
OC — oktokrilén

ODgoo — Optical Density 600 (600 nm hulldmhossziisagi fény abszorbancidja alapjan mért

optikai denzitas)

OECD - Organisation for Economic Co-operation and Development (Gazdasagi

Egyiittmiikodési és Fejlesztési Szervezet)

PAH — policiklusos aromas szénhidrogén

PCB — poliklorozott bifenil

PCOS — Polycystic Ovary Syndrome (Policisztas Ovarium Szindréma)

REACH - Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals (A vegyi

anyagok regisztralasa, értékelése, engedélyezése és korlatozasa)
rtER — rainbow trout estrogen receptor (szivarvanyos pisztrangbol szairmazé 0sztrogén receptor)
SDS — natrium-dodecil-szulfat

SDS-PAGE - sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis (Natrium-dodecil-

szulfat poliakrilamid gélelektroforézis)

2,3,7,8-TCDD - 2,3,7,8-tetraklordibenzo-p-dioxin

Ttkg — testtomeg kilogramm

USEPA — United States Environmental Protection Agency (Amerikai Kornyezetvédelmi Hivatal)

UV — ultraviolet (ultraibolya)
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2. BEVEZETES

., Egyediil az igazsag gydzhet,
s azt csak kutatds utjan lehet megtalalni;”

Irinyi Janos

A természetes ¢és foként a szintetikus vegyiiletek hasznéalata mindennapjaink része,
azonban mostanra vildgossa valt, hogy e tobb milliéo vegyiilet koziil kb. 800 ismerten vagy
feltételezetten hormonhdztartast megzavard (ED — endocrine disruptor) hatdsu (Bergman et al.,
2012). A felhasznalt vegyiiletek, illetve az emberi szervezetbdl tdvozd hormonhatast szteroidok
legtobbszor a szennyvizcsatornaba keriilnek. A szennyviztisztitokbol szarmazo tisztitott vizekbol
— melyeket szinte mindig felszini vizekbe vezetnek be — szadmos esetben mutattak ki
hormonhéztartast megzavard vegylileteket (EDCs — endocrine disrupting chemicals). A
kornyezetiinkben 1év0, tobb ezer vegylilet ED hatasat eldszor gyors ¢és koltséghatékony
modszerekkel érdemes felderiteni, melyek egyszerre nagy mennyiségii vegyiilet vizsgalatat
teszik lehetdvé. A célra alkalmasak lehetnek a prokaridta és egysejtli eukaridta bioriporter
tesztrendszerek, melyek €16 szenzorként jelzik a vegyiiletek bizonyos kéaros biologiai hatésait.
Sziikséges tovabba az Okoszisztémara gyakorolt karos hatdsok felderitése is, melyre

szabvanyositott 6kotoxikologiai tesztek jelenthetnek megoldast.

Szennyvizek, illetve felszini vizek analitikai vizsgalata soran a szteroid Osztrogének
mellett egyre tobb figyelem iranyul az androgén vegyiiletekre is. Kornyezeti matrixokban
altalaban a tesztoszteron, az Sa-dihidrotesztoszteron (DHT), az androszteron ¢és az
androszténdion fordul eld a legnagyobb koncentracidoban a természetes androgén szteroidok
koziil. A szteroid Osztrogének és androgének élettani szerepérdl mar részletes ismeretekkel
rendelkeziink, viszont kdrnyezeti elemekbdl torténd eltavolitdisuk megoldasra vard feladat,
melyben a kiilonboz0 fizikai és oxidaciés modszerek mellett fontos szerepe van a

biodegradacion alapulé technikaknak is.

Az emberek altal felhasznalt vegytiletek koziil a testapolési szerek alkotoi is széleskorben
eléfordulnak felszini vizekben. Ilyen vegyiiletek a fertétlenito- ¢€s tartositoszerek, az
illatanyagok, a rovarriasztok és az UV-sugarzast elnyeld, azaz UV-sziird vegyliletek. A XXI.
szdzadban a szépségipar figyelme egyre inkabb az UV-sziird vegyiiletek fel¢ fordult, mivel az
UV-sugarzas bororegitd, borkarositd hatdsa mostanra kozismertté valt. Az 6zonréteg

elvékonyodasaval egyre tobb UV-sugarzas éri el a foldfelszint, igy fontosnak tartottak, hogy
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minél tobb kozmetikai készitmény tartalmazzon UV-sziird vegyiiletet. Annak ellenére, hogy
nagy mennyiségben keriilnek felhasznéldsra, kevés ismerettel rendelkeziink a toxicitasukrol,
illetve a vizi ¢él6lényekre gyakorolt kockéazatukrdl. Eléfordulhatnak vizi ¢él6lények
zsirszovetében, illetve anyatejben is. Mindemellett agonista és antagonista ED hatéssal is
rendelkezhetnek, raadasul a legtobb vegyiilet tobb, kiillonboz6 hatéassal is jellemezhetd. Tehat az
agonista hormonhatds mellett fontos az antagonista hatds vizsgéalata is. A szakirodalomban
azonban még kevés és olykor egymasnak ellentmondd eredmények taldlhatok az UV-sziird
vegyliletek ED hatasaval kapcsolatban, rdadasul in vivo hormonhatas vizsgalati eredmény csak
elenyészd mennyiségben all rendelkezésre. A hormonrendszer miikddését megzavard hatdsokon
oxidativ stressz, novekedés gatlds, letalitds. Mindezek alapjan fontos, hogy kiilonb6zo
hagyomanyos ¢és magasszintli 6kotoxikologiai tesztek segitségével feltarjuk az UV-szliirok ED
hatdsat és toxicitasat, valamint kidolgozzunk olyan mddszereket, melyekkel megvaldsithatd a

vegyiiletek biodegradacioja.

Doktori munkam soran célom volt a természetes EDC-k koziil a legmagasabb androgén
aktivitassal rendelkezd DHT, mig a mesterséges eredeti EDC-k koziil a felszini vizekben
legstiriibben kimutathat6 ¢és kozmetikai termékekben leggyakrabban alkalmazott UV-sziir6k
koziil a benzofenon-3 (BP-3), a 4-metilbenzilidén kamfor (4-MBC), az etilhexil-metoxicinnamat

(EHMC) ¢és az oktokrilén (OC) vizsgalata.
Az UV-szurok esetében a kovetkezo célokat tiztem ki munkam soran:

e A kivélasztott UV-sziirdk Osztrogén, androgén, antidsztrogén ¢és antiandrogén,
illetve sejttoxikus hatasdnak meghatarozasa biolumineszcens bioriporterekkel.
e A BP-3 toxicitdsanak prokariota ¢és eukaridta vizi tesztszervezeteken (Aliivibrio

fischeri és Danio rerio) val6 vizsgalata.

A DHT esetében célom volt:

crer

e Megvalositani a vegylilet mikrobialis biodetoxifikaciojat.
e Sikeres biodegradacio esetén feltarni, hogy a bontéast indukalt vagy konstitutiv

enzimek végzik-e.
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3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A hormonrendszer és a hormonhaztartast megzavaro vegyiiletek

A szervezetben a hormonok termelésében a hipotalamusz, a hipofizis, a pajzsmirigy, a
mellékpajzsmirigy, a hasnydlmirigy, a mellékvese, a petefészek, a here, a maj, a vese, a
méhlepény és a bélrendszer jatszik szerepet. A hormonok a vérarammal a szervezet tavolabbi
célszervéhez vagy szovetéhez jutva, ng/mL vagy pg/mL koncentracioban fejtik ki hatasukat. A
hormonoknak szerepilk van a ndvekedés, a metabolizmus, a reprodukcidé ¢€és mas belséd
elvalasztasi mirigyek szabdlyozasaban (USEPA 1997). A szervezetben a hormonok
receptorokhoz  kotddve  fejtik ki hatdsukat. A receptorok elhelyezkedhetnek a
sejtmembranon/sejtfalon, a citoplazmaban, illetve a sejtmagban. A receptorok funkcidja a kémiai
jelfelismerés mellett az aktiv informaciotovabbitas. Azt a ligandot (k6t6dd molekulat), mely
receptormedialt aktiv sejtvalasz kezdeményezésére képes, agonistanak nevezziik. Teljes (full)
agonista az a ligand, mely alacsony receptorfrakcio elfoglaldsakor is képes maximalis bioldgiai
valaszt eldidézni; mig részleges (parcialis) agonista az a ligand, mely teljes receptor okkupancia
(a rendelkezésre allo receptorok hatdéanyag-telitettsége) mellett is csak a lehetséges maximalis
biologiai valasz toredékét képes produkalni. Antagonista az a ligand, mely kotédik a

receptorhoz, de azon aktiv bioldgiai valaszt nem kezdeményez (Ronai 2004).

Az EDC-k olyan exogén vegyiiletek, amelyek megzavarjak a homeosztazis fenntartasaért,
a reprodukcidért, fejlodésért és/vagy viselkedésért felelds természetes hormonok szintézisét,
természetes eredetli és mesterségesen eldallitott vegyliletek is rendelkezhetnek. Az EDC-knek
valo kitettség stlyos kovetkezményekkel jarhat, melyekrdl pl. Diamanti-Kandarakis és mtsai
(2009) készitettek Osszefoglald tanulmanyt. Tobbek kozott olyan betegségek kialakuldsdban
jatszhatnak szerepet, mint a policisztas ovarium szindroma (PCOS) (Takeuchi et al., 2004),
joindulati méhizomdaganat (uterine leiomyoma) (Newbold et al., 2002), endometriozis (Cobellis
et al., 2003), mellrak (Palmer et al., 2006), jéindulata prosztata megnagyobbodas és prosztata rak
(Ho et al., 2006; Leav et al., 1988; Modugno et al., 2001; Prince et al., 2006; Prins et al., 2008;
Thomas & Keenan 1994). Ezenkiviil befolyéasolhatjak a spermaszédmot és azok mozgékonysagat
(Meeker et al., 2004; Mocarelli et al., 2008). Hatassal lehetnek a neuroendokrin rendszerre
(Rasier et al., 2008) ¢és a viselkedésre is (Chung et al., 2001; Whitten et al., 1995). Az EDC-k a
pajzsmirigy miikddését is befolyasolhatjak (Kitamura et al., 2002; Moriyama et al., 2002),
tovabba 0Osszefliggésbe hozhaték az elhizdssal és cukorbetegséggel is (Dang et al., 2003;
Newbold et al., 2007).

10
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Az EDC-k azonositéasa, az altaluk jelentett kockazat felmérése bonyolult feladat. Kihivast
jelent, hogy az ED hatds nemcsak do6zisfliggd, hanem az adott ¢l6lény fejlédési stadiumatol is
fiigg. Raadasul a korai fejlddési szakasz folyaman bekovetkezd expozicid hatasa nem feltétleniil
jelentkezik azonnal, hanem gyakran csak késObb, felndtt korban nyilvanul meg. A kutatdsok
tobbsége egy vegyiilet altal okozott hatasokra 6sszpontosit, azonban a valdsagban egyszerre tobb
olyan vegyiilet hatasanak is ki vagyunk téve, melyek ED hatastiak lehetnek. Mindemellett,
feltételezhetéen szamos vegyiilet tobbes-hormonhatéssal is jellemezheté (Kunz & Fent 2006). PL.
a biszfenol-A esetében Osztrogén, antidsztrogén €s antiandrogén (Lee et al., 2003) hatast is
kimutattak. A peszticidek koziil a diklor-difenil-dikloretilén (p,p’-DDE) (Gaido et al., 1997,
Kelce et al., 1995) és metoxiklor, illetve metabolitjai (Gaido et al., 2000) mind dsztrogén, mind
antiandrogén hatdssal rendelkeznek. Az EDC-k szerkezetiiket tekintve igen sokfélék, vannak
koztiik a biologiai lebontasnak ellendlld és a kornyezetben hosszi idon keresztiil jelen 1€vo
vegyliletek, de el6fordulnak olyanok is, melyek konnyen bomlanak, viszont a kdrnyezetbe vald
folyamatos kijutds révén szintén allandd kitettséget jelentenek az ¢él6lények és az emberek

szamara (Bergman et al., 2012).

3.2. Természetes eredetii hormonhaztartast megzavaro vegyiiletek

A természetes eredetli EDC-k kozé tartoznak a természetes hormonok (pl. ndi és férfi
nemi hormonok) és metabolitjaik, a nem-szteroid fitodsztrogének (pl. kumesztanok, stilbének,
izoflavonok, lignanok), melyek széleskoriien megtalalhatoak novényekben, tovabba bizonyos
penészgombak masodlagos anyagcseréje soran keletkezO mikodsztrogének (pl. zearalenon)
(Burkhardt-Holm 2010; Sirotkin & Harrath 2014; Steyn 1995). Doktori kutatdsom sordn a
természetes hormonok koziil az androgénhormonokhoz tartozo DHT vizsgélataval foglalkoztam,

melynek fobb tulajdonsagait az alabbi alfejezetben ismertetem.

3.2.1. Sa-dihidrotesztoszteron (DHT)

Az 1967-ben felfedezett DHT (1. dbra) a tesztoszteron androszteronnd alakulasa soran
egy kozti Iépésben keletkezik Sa-reduktdz enzim hatasara (Bruchovsky & Wilson 1999). A DHT
a leghaté¢konyabb endogén androgén hormon, melynek jelentdsen nagyobb az affinitasa az

androgén receptorhoz, mint a tesztoszteronnak (Grino et al., 1990).

11
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HaC OH

1. abra: Az 5o-dihidrotesztoszteron szerkezeti képlete (forras: http1)

A természetes hormonok {6 forrdsa a kommunalis szennyvizekben az emberi vizelet. Egy
felndtt férfibol atlagosan 14,1 pg/map DHT tavozik a vizelettel (Liu et al., 2009). Liu és mtsai
(2011) 2 kinai szennyviztisztitobol €s a Danshui-folyobol szarmaz6 mintdk szteroid tartalmat
vizsgaltak. Mindkét szennyviztisztitdé befolyo vizében az androgének koziil a DHT fordult eld a
legnagyobb koncentracidoban (621 ng/L és 326 ng/L). Az egyik szennyviztisztito kifolyd vizében
a DHT 77,3 ng/L koncentraciot ért el, mig a masik szennyviztisztitd kifolyd vizében nem volt
kimutathat6. A DHT a viztelenitett szennyviziszapban 94 ng/g koncentracioban volt jelen. A
Danshui-folyoban a DHT koncentracioja 38,6 ng/L és 55,3 ng/L kozott valtozott a felsd, illetve
also szakasz kozott. E felszini vizben szintén a DHT érte el a legmagasabb koncentraciot az
androgének koziil. Bellet és mtsai (2012) Franciaorszagban 6 szennyviztisztitdé befolyd vizét
vizsgaltak. A legnagyobb koncentracidoban a tesztoszteron, a DHT ¢és az epiandroszteron (5a-

androsztan-3-ol-17-on) fordult elo.

A DHT a kdrnyezetbe kikeriilve valtozasokat idézhet el a mikrobak életfolyamataiban.
A baktériumok rendelkeznek olyan receptorokkal, melyekhez emldsokbdl szdrmazd hormonok
képesek kapcsolodni és valaszt indukalni (Lenard 1992; Rowland et al., 1992). A DHT 0,5; 1 ¢€s
5 uM (0,15; 0,29 és 1,5 mg/L) koncentracidban felgyorsitotta az Escherichia coli szaporodasat,
mig a Pseudomonas aeruginosa esetében lelassitotta 5 pM koncentracioban (Plotkin et al.,
2003). A szaporodas mellett a DHT befolyasolja a baktériumok antibiotikum érzékenységét is. A
P. aeruginosa érzékenysége 1 uM DHT hatasara novekedett a tobramycin-nel szemben, mig a

cefepime antibiotikummal szemben csokkent az érzékenysége (Plotkin et al., 2003).

A DHT halakban befolyasolhatja a vitellogenin ¢és ndvekedési faktorok szintézisét.
Nostény tilapia (Oreochromis mossambicus) majsejtjeinek vitellogenin szintézise novekedett

100 uM DHT (29 mg/L) hatdsara. Az inzulinszerii ndvekedési faktor-I szintézisét a ndstény
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tilapiaban gatolta (100 uM DHT), mig a him tilapiaban serkentette (0,1 uM DHT) (Riley et al.,
2004). Szivarvanyos pisztrang (Oncorhynchus mykiss) esetében mind a himek (5 mg/ttkg/nap
DHT), mind a ndstények (50 mg/ttkg/nap DHT) vitellogenin szintjét, illetve a majban 1évé P450
enzim dsszmennyiségét (0,05 mg/ttkg/nap DHT) csokkentette (Shilling & Williams 2000).

A DHT (0,7 nM= 2E-04 mg/L) szignifikinsan gatolta a luteinizdld6 hormon (LH)
kisérletben (Turgeon & Waring 1999). Egér T-limfocitadk esetében 0,1 uM DHT csokkentette a
gamma-interferon, interleukin-4 €s interleukin-5 termelést. Hasonl6 eredményt kaptak a kisérlet
in vivo elvégzésével (Araneo et al., 1991). Patkdnyokkal végzett kisérletekben bebizonyosodott,
hogy a DHT befolyasolja a ndstény patkanyok nemi érését (McDonald & Doughty 1972). 2,5 mg
DHT/pellet (bor ala beiiltetve) petefészkiiket eltdvolitott patkdnyoknal testtomeg gyarapodast, a
csontok dasvanyi anyag tartalmanak ndvekedését, a csontok teljes kalcium tartalmanak

novekedését és csontndvekedést okozott (Coxam et al., 1996).

Az el6z6 bekezdésben bemutatott hatdstani vizsgalatokban a DHT koncentracidja
meghaladta a kornyezetben eddig kimutatott legmagasabb koncentraciot (77,3 ng/L, azaz 0,27
nM) (Liu et al, 2011), azonban a DHT kornyezeti koncentraciojarol még kevés adattal
rendelkeziink. Turgeon és Waring (1999) vizsgalatdban 200 ng/L DHT — mely csupan 2,5-
szerese a jelenleg kornyezetileg relevans koncentracionak — szignifikansan befolyasolta
patkdnyok hormonrendszerét, igy a felszini vizek androgén hatasat csokkentd modszer

kidolgozésara van sziikség.

crer

izolalni és azonositani olyan enzimeket, melyek szteroidok, illetve a DHT bontdsaban vesznek

részt az alabbiak szerint:
e 3a-hidroxiszteroid-dehidrogenédz (3a-HSD)

A Comamonas testosteroni  baktériumbdl izolalt 3a-HSD az androgének
metabolizmusanak egyik kulcsenzime, mivel szamos szteroid, mint pl. androsztandion, DHT,
androszteron oxidoredukcidjaban vesz részt (Kisiela et al., 2012). A DHT-bol 3a-HSD
segitségével androsztan-3a,17B-diol keletkezik (http2). A C. testosteroni-bol izolélt 3a-HSD
enzimmel homoldg enzimeket tobb baktériumban is kimutattak. Foként az Actinobacteria
torzsbe, illetve kisebb mértékben a Proteobacteria tOrzsbe tartozo baktériumoknal talaltak
homolog enzimeket (pl. Rhodococcus opacus B4, R. jostii RHA1, Cupriavidus taiwanensis)

(Kisiela et al., 2012).
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e 3-ketoszteroid-A'-dehidrogenaz 3 (KstD3)

A KstD3 enzim a legnagyobb aktivitdst az Sa-androsztdn-3,17-dion, illetve DHT
vegyiileteken mutatja (Knol et al., 2008). A KstD3 enzim génjei olyan konzervativ génszakaszok
kozott helyezkednek el, melyeken szintén a szteroid katabolizmusban szerepet jatsz6 gének
talalhatok (De las Heras et al., 2012). A KstD enzimek széles korben megtaldlhatoak az
Actinobacteria torzsbe tartozé mikrobakban, kiillondsképpen Rhodococcus fajokban (Knol et al.,
2008; Mathieu et al., 2010; McLeod et al., 2006; Molnar et al., 1995; Morii et al., 1998, Wovcha
et al.,, 1979). A KstD enzimmel homoldég enzimet a Proteobacteria t6rzshdz tartozd

baktériumoknal (pl. Cupriavidus taiwanensis) is talaltak (Kisiela et al., 2012).
e 3-ketoszteroid-9a-hidroxilaz A 5 (KshAS)

A Rhodococcus rhodochrous DSM43269-es torzsben 5 kiillonb6zd 3-ketoszteroid-9a-
hidroxilaz A (kshA) homologot (kshA1l-kshA5) azonositottak (Petrusma et al., 2009; Wilbrink et
al., 2011). E gének altal kodolt enzimek szamos 3-ketoszteroidon mutatnak aktivitast (Petrusma
et al., 2011), ahol a szteranvaz 9-es szénatomjan a helyzetli hidroxil-csoportot alakitanak ki (van
der Geize et al., 2002). A KshA5 enzim rendelkezik a legszélesebb szubsztratkorrel, viszont
nincs olyan szubsztrat, melyet kiilonosebben elényben részesitene. A KshA enzimek kozott

egyediilallo modon képes a DHT ¢és a 11B-hidrokortizon atalakitasara (Petrusma et al., 2011).

Ezen informaciok alapjan a Rhodococcus és Cupriavidus nemzetségekbe tartozod térzsek
nemzetségbe tartozo baktérium torzsek eldnyds fizioldgiai tulajdonsagokkal is jellemezhetdk,
mint példaul a kiilonféle szubsztratokkal, illetve oldoszerekkel szembeni tolerancia (Larkin et al.,

2005), tovabba nem vetnek fel human-egészségiigyi aggalyokat.

3.3. Mesterséges eredetii hormonhaztartast megzavaro vegyiiletek

A mesterséges eredeti EDC-k kozé sorolhatok a szintetikus hormonok (pl.
dietilstilbosztrol, 17a-etinildsztradiol), hormonalis mellékhatassal rendelkezd gyodgyszerek (pl.
klofibrat), ipari és haztartasi vegyi anyagok [pl. poliklérozott bifenilek (PCB-k), égésgatlok,
festékek, lagyitok (biszfenol-A, ftalatok), alkilfenol-etoxilat detergensek, UV-sziird vegyiiletek],
peszticidek ¢és metabolitjaik [pl. diklér-difenil-trikloretan (DDT), atrazine], illetve ipari és
haztartasi folyamatok melléktermékei [pl. policiklusos aromés szénhidrogének (PAH-ok),
2,3,7,8-tetraklérdibenzo-p-dioxin (2,3,7,8-TCDD)] (Burkhardt-Holm 2010). Dolgozatomban a

mesterséges eredetli EDC-k koziil az UV-szlir§ vegyliletek vizsgéalataval foglalkoztam.
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Az emberiség az UV-sugarzas borkarositd hatasa ellen a 19. szdzad végétdl vegyi
anyagok hasznalataval kezdett el védekezni. Az elsd ilyen UV-sugarzast elnyeld, azaz UV-sziird
vegyiilet a kinin volt. A 20. szdzadban gyors iitemben fedezték fel az UV-sugarzas elnyelésére
alkalmas vegylileteket, és hoztak Oket kereskedelmi forgalomba, mint pl. 1935-ben a benzil-
szalicilatot (BS), a 40-es években a para-amino-benzoesav szarmazékokat, az 50-es években a
cinnamatokat, mig a 60-as években a benzofenon (BP)-tipusu vegyiileteket (Urbach 2001).

A szerves UV-sziirok az UV-A (320-400 nm) és/vagy az UV-B (280-320 nm)
tartomanyban képesek abszorbedlni a fényt. A naptejeken kiviil szdmos mas szépségipari
termékben megtalalhatéak, mint pl. samponokban, testapolokban, parfiimokben, ajakrizsokban,
szappanokban stb. (Hauri et al., 2003). Ezenkiviil élelmiszer-csomagoléanyagokban, miianyag
termékekben ¢és textilekben is alkalmazzdk e vegylileteket annak érdekében, hogy
(Valle-Sistac et al., 2016).

A borfelszinen alkalmazott UV-sziird vegyiiletek flirdézés, illetve uszas kozben
lemosodhatnak a felszini vizekbe és tUszOémedencék vizébe. Ezenkiviil rakeriilve torolkozore,
ruhéra a mosas soran az elfolyd mosovizzel a szennyvizhalozatba jutnak. A bordn at felszivodott
vegyliletek a kivalasztas soran szintén a szennyvizbe tdvoznak. Ezenkiviil a gyartasi folyamatok
soran bekeriilhetnek az ipari szennyvizbe, illetve a felhasznalt csomagolasban maradt vegytiletek
hulladékként a talajba, onnan pedig talajvizbe, felszini vizbe juthatnak (Giokas et al., 2007). Az
UV-szlir6k eltavolitdsa nem teljes a szennyviztisztitas soran, mivel — ha alacsonyabb
koncentracioban is mint a befolyd szennyvizben, de — a kifoly6 szennyvizben is kimutathatoak,
igy bekeriilhetnek felszini vizekbe (Ramos et al., 2016). A szennyviztisztitok, illetve felszini
vizek UV-szlir6k altali terhelése évszakosan valtozik, foként a nyari, meleg hoénapokban
novekszik meg a koncentraciojuk (Cunha et al., 2015). Poiger és mtsai (2004) szamitasai szerint
a svajci Zirichi-toba akar 966 kg UV-sziird vegyiilet is keriilhet a nyari hoénapok soran. A
legtobb UV-sziird lipofil és viszonylag magas oktanol-viz megoszlasi hanyadossal (logKow)
rendelkezik, igy potencidlisan bioakkumulativak, felhalmozddhatnak az iiledékben, illetve
2014).

Az 1223/2009/EK rendelet tartalmazza a kozmetikai termékekben engedélyezett UV-
szlrdk listajat. E rendelet és modositd rendeletei (EU 2014/866; EU 2015/1298; EU 2016/621;
EU 2016/1143) alapjan 25 szerves, illetve 2 szervetlen (TiO; és ZnO) UV-sziird vegyiilet
engedélyezett kozmetikai termékekben valo felhasznalasra az Eurépai  Unioban.
Készitményekben a szerves UV-szilirbk maximalis koncentracidja 1-15% kozott lehet, mig a

szervetlen UV-szlirdk (mind nano ¢és nem-nano formaban) megengedett maximalis
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koncentracidja 25%. Sobek és mtsai (2013) azonban ravildgitottak néhany, az UV-szlir6k
szabalyozasaban el6forduld ellentmondasra. Az 1223/2009/EK rendeletben az engedélyezett
UV-szlirok listajanak kialakitdsa és a kozmetikai termékekben megengedhetd maximalis
koncentraciojuk meghatarozdsa human kockazatbecslésen alapult. Az 1223/2009/EK rendelet
alapjan e vegyiiletek kornyezeti kockazatait az 1907/2006/EK rendelet [REACH — Registration,
Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals (A vegyi anyagok regisztralasa,
értékelése, engedélyezése és korlatozasa)] alapjan kell meghatarozni. Az 1272/2008/EK rendelet
[CLP — Classification, labelling and packaging of substances and mixtures (Az anyagok ¢és
keverékek osztalyozasa, cimkézése €s csomagolasa)] alapjan minden, az Europai Unioban
forgalomba keriilé vegyiilet vagy keverék esetében meg kell hatdrozni a felmeriild fizikai,
egészségi, illetve kornyezeti kockazatokat és ezek alapjan sziikséges az eldirt cimkézést
alkalmazni az adott vegylletet vagy keveréket tartalmazo termék csomagolasan. Az
1272/2008/EK rendelet azonban nem vonatkozik kozmetikai termékekre (ECHA 2015), tehat
amennyiben egy kockazatot jelentd UV-sziiré kozmetikai termékben fordul eld, nem kell a
terméken a kockazatokra figyelmeztetd cimkét elhelyezni. Ellenben ha ugyanez az UV-sziird
ipari termékben, mint példaul haztartasi festékben fordul eld, akkor annak csomagolasan mar
sziikséges a kockazatokra figyelmeztetd cimkézést alkalmazni.

Sobek ¢és mtsai (2013) kockazatbecslést készitettek 26 szerves UV-szlird vegyiiletre az
1272/2008/EK rendeletben megadott eljaras alapjan. Szamitasaik szerint a 26 vegyiiletbdl 12
kockazatot jelent a vizi kornyezetre. E 12 vegyiiletb6l 4 (BP-3, EHMC, izoamil-p-
metoxicinnamat és 4MBC) az ,,aquatic acute 17 (a vizi életre nagyon toxikus) kategdridba
sorolhat6. Tovabbi 12 vegyiilet esetében nem 4allt rendelkezésre elég informécid a
szakirodalomban a kockazatbecslés elvégzéséhez, illetve a gyartok részérdl sem tortént meg e
vegyliletek osztalyozasa.

A kovetkezo alfejezetekben az altalam vizsgalt UV-sziirOkkel kapcsolatos szakirodalmi
adatokat foglalom 0Ossze. Ezen UV-szlir6k gyakran megtaldlhatoak kozmetikai vagy ipari

termékekben, igy eléfordulasuk is gyakori a kiilonb6z6 kérnyezeti matrixokban.

3.3.1. Benzofenon-3 (BP-3)

Az Eur6pai Bizottsdg (European Commission) Coslng adatbazisaban Osszesen 19
benzofenon tipusu vegyiilet talalhatd (http3). Ezek koziil tobb feltételezetten ED hatasu, illetve
kockazatot jelenthet a vizi kornyezetre (Kunz & Fent 2006; Li 2012). Ezenkiviil a benzofenon
alapvegyiilet a WHO (World Health Organization — Egészségiigyi Vilagszervezet) IARC
(International Agency for Research on Cancer) adatbazisa alapjan lehetséges human karcinogén

(2B csoport) (http4). A hidroxibenzofenon szarmazékokat kozmetikumokon kivil UV
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stabilizatorként is hasznaljdk milanyag feliiletek bevonatdban (példaul ¢élelmiszer
hidroxibenzofenon szarmazékok ndvényi eredetli vegyiiletek, megtalalhatéoak példaul mangdban
¢s muskotalyos szdl6ben is, igy ¢élelmiszeradalékként is felhasznalasra keriilnek (Suzuki et al.,
2005). A hidroxibenzofenon szarmazékok koziil dolgozatomban a BP-3-mal (2. dabra)
foglalkoztam. A vegylilet megnevezésére Osszesen 8 szinonima hasznalhatd. Ezek kozil — a
benzofenon-3 néven kiviil — a leggyakoribb az oxibenzon ¢és a 2-hidroxi-4-metoxibenzofenon
(http5). A BP-3 mind az UVB mind az UVA tartoméanyban képes fényt elnyelni (Gonzalez et al.,
2006). A vegyiiletbdl csak az Europai Unioban évente 100 és 1000 tonna k&zotti mennyiség
kertil gyartasra, illetve forgalmazasra (http6).

O OH

OCHj

2. abra: A benzofenon-3 szerkezeti képlete (forras: http7)

Ramos ¢és mtsai (2016) Osszegyljtottek az UV-szlirdk szennyviz-tisztitobeli
eléfordulasaval kapcsolatos publikaciokat, melyek 2000 és 2015 kozott jelentek meg. Ezen
Osszefoglald alapjan a BP-szarmazékok vannak jelen a legmagasabb koncentracioban mind a
befolyd, mind a kifoly6d tisztitott szennyvizekben. Befolyd szennyvizben 10400 ng/L BP-3
koncentraciot mutattak ki Dél-Kalifornidban (Loraine & Pettigrove 2006). Egy svijci
szennyviztisztitd kifolyd vizében 700 ng/L BP-3 koncentraciot mértek (Balmer et al., 2005). A
BP-szarmazékok koziil a BP-3 esetében tapasztaltdk eddig a legmagasabb koncentraciot
szennyviziszapban [2116 ng/g dw (dry weight), Norvégia] (Langford et al., 2015; Ramos et al.,
2016).

A szennyviztisztitokon kiviil folyokban, tavakban ¢és talajban is kimutathato a BP-3. A
svajci Glatt-folyoban 68 ng/L (Fent et al., 2010), mig a szintén sv4jci Hiittnersee-toban 125 ng/L
(Poiger et al., 2004) koncentraciot mértek. A spanyolorszagi Ebro-foly6 tiledékében 27 ng/g dw
(Gago-Ferrero et al., 2011), illetve koreai talajmintdban 2,65 ng/g (Jeon et al., 2006)
koncentracioban fordult eld e vegyiilet.

Az édesvizen kiviil tengervizben is kimutattdk a BP-3 jelenlétét. A Foldkozi-tengerben,

egy spanyolorszagi tengerpartnal vett mintdban 3300 ng/L koncentraciéban fordult elé (Tarazona
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et al., 2010). Combi ¢és mtsai (2016) az Adriai-tenger liledékében maximalisan 0,23 ng/g
koncentracioban mérték ki, illetve megallapitottak, hogy évente 2,8 kg BP-3 halmozddik fel az
iiledékben.

A BP-3 ¢l6lényekben is felhalmozddhat, a mért koncentraciok az 1. tdblazatban keriiltek
Osszefoglalasra. A puhatestiick és izeltldbuiak mellett a BP-3 jelenlétét tobb halfajban is
kimutattdk mar (Emnet et al., 2015; Fent et al., 2010; Gago-Ferrero et al., 2015; Langford et al.,
2015). Legmagasabb koncentracioban (1037 ng/g) eddig az atlanti tékehalban (Gadus morhua)
fordult el a vegyiilet (Langford et al., 2015). A BP-3 ¢és metabolitjai madarak tojasaban is
felhalmozodhatnak. Molins-Delgado ¢és mtsai (2017) egy spanyolorszagi természetvédelmi
teriiletrél 39 db tojast gyiijtottek be, melyekbdl nem kelt ki madar és vizsgaltdk e tojasok UV-
szird tartalmat. A tojasok 7 kiilonboz0 vadmadar fajhoz tartoztak. A vizsgalat eredménye
alapjan mind a 39 db tojas tartalmazott BP-3-at, benzofenon-1-et (BP-1) ¢és 4°4-
dihidroxibenzofenont (4DHB), illetve 38 db tojas 4-hidroxibenzofenont (4HB). A BP-3
legmagasabb koncentraciot (49,3 ng/g dw) a kacagé csér (Gelochelidon nilotica) tojasaban ért el
(1. tablazat). A BP-3 metabolitjai magasabb koncentracidban voltak kimutathatéak a tojasokbol.
A BP-1 a dankasiraly (Chroicocephalus ridibundus) tojasaban 677 ng/g dw, a 4HB a fehér golya
(Ciconia ciconia) tojasaban 3348 ng/g dw, mig a 4DHB a vords vércse (Falco tinnunculus)

tojasaban 132 ng/g dw koncentraciot is elért.

1. tablazat: A benzofenon-3 el6fordulasa él6lényekben

Elglény Koncentrici6 Hivatkozas
(L;ftzl:'r%zl;cizljl‘lgtliia) 108 ng/g dw Emnet et al. (2015)
(Stere;ziziirrizzrl:tayeri) 8,6 ng/g dw Emnet et al. (2015)
(pa,ffo,?,?ZZi"ﬁ,,is) 68,9 ng/g Langford et al. (2015)
(L?lrclg;abl;irzlizi ISI:;{;Z?;I') 24,3 ng/g dw Gago-Ferrero et al. (2015)
(Cypr;::::;tzarpio) 11,2 ng/g dw Gago-Ferrero et al. (2015)
( Si(;’l::;s g:f;‘t:;:;%o) 4,6 ng/g dw; 151 ng/g lipid Gagol;l;el:r;rzl.et( 23(1)-1(02)015 )
(ét;:;;i;:’iolizl:ﬂ) 1037 ng/g Langford et al. (2015)
(Gelochi;coz;ggiiif;a) tojas 49,3 ng/g dw Molins-Delgado et al (2017)

Az allatvilagon kiviil a BP-3 emberekben is eldfordulhat. Egy amerikai felmérés soran

2517 db vizeletminta BP-3 tartalmat vizsgaltak. A mintdk kozel 97%-4ban volt jelen e vegyiilet,
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a mért értékek 0,4-21700 pg/L koncentracidtartoméanyba estek. Atlagosan 22,9 pg/L BP-3 volt a

vizsgalt emberek vizeletében (Calafat et al., 2008). Egy masik amerikai felmérés soran 625
vizeletmintdban vizsgaltdk egyes BP-szarmazékok jelenlétét. A BP-3 a vizsgélt mintdk 99%-
aban volt jelen, mig e vegylilet metabolitja, a BP-1 93,3%-4ban. A median koncentraci6 mindkét
vegylilet esetében 6,1 pug/L volt, mig a maximalis koncentracié 5900 pg/L (BP-3) és 3200 pg/L
(BP-1) volt. A kutatdk szignifikdns korrelaciot tapasztaltak a BP-1 vizeletbeli koncentracidja és
az endometriozis eléfordulasa kozott. A BP-3 esetében ez az dsszefliggés nem volt szignifikans,
de az endometridzis eléforduldsanak novekvo trendje volt megfigyelheté a BP-3 koncentracid
novekedésével (Kunisue et al., 2012). A vizeleten kiviil anyatejben is el6fordult a BP-3. Az 54
vizsgalt mintabol 7 mintaban volt jelen a vegyiilet, atlagosan 52,23 ng/g lipid koncentracioban
(Schlumpf et al., 2010).

Szamos in vitro vizsgalatban bebizonyosodott, hogy a BP-3 tobb, kiilonb6zé ED hatassal
is rendelkezik, igy kornyezetben, illetve bidtaban val6 jelenléte aggodalomra adhat okot. A BP-3
Osztrogén hatasunak (ECso= 3,73 uM; 0,85 mg/L) bizonyult az MCF-7 mellrdksejtvonalon
vizsgalva (Schlumpf et al., 2001). Rekombindns ¢€lesztd (Saccharomyces cerevisiae) tesztben a
BP-3 mind a-tipust human 6sztrogén receptorhoz (hERa) (ECso= 18,6 uM; 4,25 mg/L), mind
szivarvanyos pisztrang 0sztrogén receptorjahoz (rtER — rainbow trout estrogen receptor) (ECso=
21,9 uM; 5 mg/L) képes volt kapcsolddni (Kunz & Fent 2006; Kunz et al., 2006). A BP-3
antagonista hatassal is jellemezhetd, rekombinans élesztd tesztben antiosztrogén (ICso= 17,8 uM;
4,1 mg/L) ¢és antiandrogén (ICsp= 3,68 uM; 0,84 mg/L) hatassal rendelkezett (Kunz & Fent
2006). A HEK 293 human embrionalis vesesejtvonallal végzett vizsgalatban szintén
antiandrogén hatastnak bizonyult a BP-3 (ICsp= 3,1 uM; 0,71 mg/L) (Nashev et al., 2010). A
modositott, humén androgén receptort (hAR), illetve human progeszteron receptort (hPR) kodold
gént tartalmazd U2-OS human oszteoszarkoma sejtvonalon a BP-3 antiandrogén (ICsp= 2 uM;
0,46 mg/L) és antiprogesztagén (ICsp= 5,2 uM; 1,19 mg/L) hatdst mutatott (Schreurs et al.,
2005).

A BP-3 ED hatasarol in vivo adatok is rendelkezésre allnak, melyek a 2. tablazatban
keriiltek Osszefoglalasra. Felndtt ¢és embri6 zebraddniok esetében a BP-3 szamos
hormonhdaztartdshoz kapcsolédo gén atirodasaban okozott valtozast, melyek alapjan a vegytlet
antidsztrogén ¢és antiandrogén hatasara kovetkeztethetiink (Bliithgen et al., 2012). Mivel
Bliithgen ¢és mtsai (2012) laboratoriumi kisérletében 2,4 pg/L BP-3 koncentracié a felndtt
zebradanioknal transzkripcios valtozast eredményezett, igy elképzelhetd, hogy a kdérnyezetben
¢16 halakban is bekovetkezik e valtozas, hiszen a BP-3 kifoly6 szennyvizben 0,7 pug/L (Balmer et
al., 2005), mig tengervizben 3,3 ng/L (Tarazona et al., 2010) koncentracioban fordult el6. A BP-

3 Osztrogén hatdsara utal, hogy halakban szignifikdnsan ndvelte a vitellogenin-szintézist
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(Coronado et al., 2008). Halakon kiviil patkdnykisérletekben is vizsgaltak a BP-3 hormonhatasat.
Magas dozisokndl a méhtdmeg nodvekedését ¢és hormonhaztartashoz kapcesolodd gének

atirddasanak valtozasat tapasztaltak (Schlecht et al., 2004; Schlumpf et al., 2001).

2. tablazat: A benzofenon-3 hormonhaztartast megzavaro hatasara iranyul6 in vivo vizsgalatok

Tesztszervezet Koncentracio . Kﬂltettseg Hatas Hivatkozas
idotartama
era, ar €s cypl19b
atirodas
csokkenése az
0,37 uM agyban
(84 pg/L) hsd17b3
atirodas
Zebradanio csokkenése a
(Danio rerio) 14 nap herében
felnott 137 uM ;t);fo] (;zéls
(312 ug/L) névekedése Blﬁt};%elnz et al.
cypl9Ya ( )
0,0105 uM atirodas
(2,4 ng/L) novekedése a
herében
1,92 uM étiigzés
Zebradanio (438 ug/L) . ;
, . , csokkenése
(Danio rerio) 120 ora
g hsd17b3
embrio 0,5 uM Yy
(114 ng/L) atirddas
csokkenése
Szivarvanyos
pisztrang 3,28 uM ) )
(Oncorhynchus (749 ug/L) 14 nap Vltel.log’el'nn— Coronado et al.
4 szintezis
mykiss) N ; (2008)
- novekedése
Japan medaka 2,72 uM 1 na
(Oryzias latipes) (620 pg/L) P
Long-Evans méhtomeg Schlumpf et al.
patkany 1500 mg/kg/nap 4 nap novekedése (2001)
ero.
atirodas
csokkenése a
Sprague—Dawley hipofizisben Schlecht et al.
patkany 250 mg/ttkg 5 nap orf (2004)
atirddas
novekedése a
méhben

Jelmagyarazat: era: o-tipust Osztrogén receptort kodold gén; ar: androgén receptort kodold gén; cypl9b: P450
aromatdz B-t kodold gén; hsdl7b3: 17B-hidroxiszteroid-dehidrogenaz 3 enzimet kodold gén; cyplal: P450

monooxigenaz enzimet kodold gén; cypl9a: P450 aromatdz A-t kodold gén; erf3: B-tipusi Osztrogén receptort

kodolo gén
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A BP-3 a kiilonb6zé ED hatasokon tal egyéb karos hatasokat is gyakorol az ¢lévilagra,
melyekre dkotoxikologiai vizsgalatok eredményei alapjan kovetkeztethetiink (3. tablazat). A BP-
3 pl. gatolhatja algdk novekedését (Paredes et al., 2014; Sieratowicz et al., 2011), korallok
stresszvalaszban szerepet jatszd enzimek aktivitasat (Gao et al., 2013; Liu et al., 2015b), illetve

csokkentheti a kelési sikert (Coronado et al., 2008; Ozaez et al., 2014).

A szakirodalmi adatokat tekintve (3. tdblazat) a BP-3 a Stylophora pistillata korall larvak
¢s a Tetrahymena thermophila esetében, kornyezetileg relevans koncentraciokban (2,28 pg/L; 1
ug/L) karos hatasokat okozott (Balmer et al., 2005; Downs et al., 2016; Gao et al., 2013;
Tarazona et al., 2010).
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a szuperoxid-
dizmutaz és a
katalaz aktivitasa
csokkent

Tesztszervezet Koncentracio i({?iltt:lf:zslengla Hatas Hivatkozas
Photobacterium
phosphoreum I1Cs5p= 62,5 uM fénykibocsatas .
(tengeri (14,27 mg/L) 15 perc wiitls Liu et al. (2015a)
baktérium)
IZ'ZZZJ; s‘;s IC55= 61,3 nM Paredes et al.
14 ng/L 2014
(alga) (14 ug/L) 72 éra novekedési rata ( )
Desmodesmus _ csokkenés ) .
subspicatus ICs¢= 4,2 uM Sieratowicz et al.
(alga) (960 pg/L) (2011)
Stloph 10 nM (2,28 alak deformacio,
t"{ (t){;l (t)m ug/L) R ora kifehéredés Downs et al.
PIseRata 1,26 uM (288 sejt degradacio, (2016)
(korall faj) larva - o,
ug/L) szoveti lizis
, csokkent
21,9 uM (5 mg/L) 6 ora Sletképesséa
IC5= 32,9 uM C s
Tetrahymena (7,5 mg/L) szaporodas gatlds
thermophila katalaz enzim Gao et al. (2013)
(csillos egysejtii) 24 o6ra aktivitas
4,4 nM (1 pg/L) novekedése és a
glutation tartalom
csokkenése
Paracentrotus
lividus ICsp= 14,4 uM , . ey Paredes et al.
(tengeri siin) (3,28 mg/L) 48 ora névekedés gatlas (2014)
larva
Daphnia magna 1Cs0=7,3 UM , . e g, Sieratowicz et al.
(nagy bolharik) (1,67 mg/L) 48 ora immobilizicio (2011)
Siriella armata 1Cs0=3,1 uM 96 6ra usztulas Paredes et al.
(rakfaj) larva (711 ug/L) P (2014)
Chironomus ..
. . kelési siker Ozaez et al.
 riparius 4 uM (910 pg/L) 72 6ra csdkkendse (2014)
(arvaszinyog)
Oryzias latipes 2,7 uM (620 1 na kelési siker Coronado et al.
__(japan medaka) ug/L) P csokkenése (2008)
novekedett a
glutation-S-
transzferaz
Carassius aktivitasa és a
auratus 2.2 HI\;IL()SOO 7 nap men{r;lluitsaétl(;nmi Liu et al. (2015b)
(aranyhal) HE YISCEe, mig
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3.3.2. 4-metilbenzilidén kamfor (4MBC)

A 4MBC (3. abra) elnevezésére szintén szamos szinonima létezik, mint pl. enzakamén,
Eusolex 6300. A 4-MBC egy kamfor szarmazék, a kamfor két gytirtivel rendelkez6 monoterpén
keton, mely széleskoriien megtaldlhatd novényekben (http8; http9). A vegyiilet az UVB
tartomanyban képes fényt elnyelni (Santos et al., 2012). Evente az Eurdpai Uniéban 10 és 100
tonna kozotti mennyiségben gyartjak, illetve forgalmazzak (http10).

CHs

CHs
0

HaC

CHs

3. abra: A 4-metilbenzilidén kamfor szerkezeti képlete (forras: http11)

A 4MBC felhasznalasanak kovetkeztében bekeriil a szennyvizekbe, illetve kiilonb6zo
kornyezeti matrixokba. Szennyvizek esetében Svajcban mérték a legmagasabb 4-MBC
koncentraciot mind befolyd (25,6 nM; 6,5 pg/L), mind kifolyé (10,6 nM; 2,7 pg/L)
szennyvizben (Balmer et al., 2005). A vegyiilet szennyviziszapban is gyakran kimutathato
(Ramos et al., 2016). Kezelt szennyviziszapban maximalisan 4,98 pg/g dw koncentracioban volt
jelen, szintén Svajcban (Plagellat et al., 2006).

Rodil és Moeder (2008) 0,58 nM (148 ng/L) koncentraciéban mutattak ki a 4MBC-t egy
németorszagi tobol. Folyovizben ennél alacsonyabb koncentracioban fordul eld, a svijci Glatt-
folyoban 0,067 nM (17 ng/L) koncentracidt mértek (Fent et al., 2010).

A 4MBC ¢l6lényekben is felhalmozodhat. Buser €s mtsai (2006) sebes pisztrangban 1,8
ug/g lipid koncentracidban mutattdk ki. A halak olyan svéjci folyokbol szarmaztak, melyek
szennyviz-bevezetdvel rendelkeztek. A pisztrangon kiviil egy spanyolorszagi folyobdl szarmazo
marna fajban (Barbus graellsii) is kimutattak e vegyiiletet (2,7 ng/g dw) (Gago-Ferrero et al.,
2015). A 4MBC emldsokben is felhalmozodhat. A Brazilia keleti partja mentén €16 Pontoporia
blainvillei és Sotalia guianensis delfinekben a maximalis mért koncentraciok 855 ng/g lipid,
illetve 570 ng/g lipid értéknek megfelelden alakultak (Alonso et al., 2015).

A 4MBC allatokon kiviil emberben is eléfordul. Egy vizsgalat soran atlagosan 22,12 ng/g
lipid koncentracioban mutattak ki anyatejbdl (Schlumpf et al., 2010).
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In vitro vizsgalatok eredményei alapjan bebizonyosodott, hogy a 4MBC t6bb, kiilonb6z6
ED hatassal is rendelkezik. Klann ¢és mtsai (2005) him karmosbékakbol (Xenopus laevis)
szarmazd majsejtekkel vizsgaltdk, hogy a 4MBC hat4sara megvaltozik-e a sejtekben az ER-t
kodold gén atirodasanak mértéke. 36 oras inkubaciot kovetéen a 4MBC 0,1 uM (25,4 pg/L)
koncentracioban szignifikansan novelte a génatirddas mértékét a kontrollhoz képest. Az indukcid
mértéke megegyezett a pozitiv kontroll E2 (1 nM) altal kivaltott hatassal. Schlumpf és mtsai
(2001) MCF-7 mellraksejtvonalon vizsgaltdk a 4MBC sejtproliferativ hatasat. A vegyiilet 3,02
uM (768,2 pg/L) koncentracioban 50%-kal novelte az MCF-7 mellraksejtek szaporodasat. Kunz
¢s Fent (2006) rekombinans ¢élesztd tesztben vizsgalva megallapitottak, hogy a 4MBC
antiosztrogén (ICso= 87,3 uM; 22,2 mg/L) és antiandrogén (ICso= 11,8 uM; 3 mg/L) hatéssal is
rendelkezik.

A 4MBC ED hatasat in vivo tesztekben is vizsgaltak. Long-Evans patkdnyokkal végzett 4
napos etetéses vizsgalat soran szignifikdnsan novelte a patkanyok méhtomegét 119 mg/kg/nap
dozisban (Schlumpf et al., 2001). Sprague-Dawley patkdnyokkal végzett kronikus etetéses
vizsgalatban (3 honap) a 4MBC szintén szignifikansan novelte a méh tomegét 250 mg/nap
dézisban. Ezenkivil 57,5 mg/map doézisban az endometrium vastagsagat szignifikdnsan
csOkkentette, mig az endometrium epitélium vastagsagat szignifikdnsan ndvelte (Seidlova-
Wuttke et al.,, 2006). A méhtomeg ndvekedése a vegyiilet Osztrogén hatdsdval hozhatd
Osszefliggésbe. A 4MBC a neuroendokrin rendszerre is hatast gyakorol. Him Wistar patkdnyokat
2, illetve 5 napon keresztiil 2 mg/ttkg/nap dozissal kezelve a LH ¢és a follikuluszstimulalod
hormon (FSH) szignifikans csokkenését tapasztaltak a vérszérumban mindkét kezelési idotartam
esetében (Carou et al., 2008). A 4MBC neuroendokrin rendszert befolyasolo hatisa egyes
¢letszakaszokban eltérd modon jelentkezhet. Vemhes Wistar patkdnyokat 100 mg/ttkg/nap
dozissal kezelve a him utdodok LH szintje szignifikansan csokkent a pubertés elétti (15 napos),
illetve szignifikansan nétt a pubertés alatti (30 napos) id6északban (Carou et al., 2009).

A 4MBC az agonista és antagonista ED hatdson tal toxikusnak bizonyult vizi
szervezetekre (4. tdblazat). Algak és tengeri siin larvak novekedését gatolta (Paredes et al., 2014;
Sieratowicz et al., 2011), a Siriella armata rdkfaj, a Daphnia magna ¢és a Tetrahymena
thermophila esetében pusztulast, illetve immobilizaciét okozott (Gao et al., 2013; Paredes et al.,
2014; Sieratowicz et al., 2011). A 4MBC kifolyé szennyvizben 2,7 pg/L koncentracidban is
el6fordulhat (Balmer et al., 2005). Mivel a vegyiilet méar 1 pg/L koncentracioban is jelentdsen
befolyasolta az oxidativ sejtvalaszt a 7. thermophila esetében (Gao et al., 2013), igy
elképzelhetd, hogy a 4MBC kornyezetileg relevans koncentraciéban kockazatot jelenthet a vizi

¢lélényekre.
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4. tablazat: A 4-metilbenzilidén kamfor karos hatasai kiilonb6z6 okotoxikologiai tesztszervezteken

Tesztszervezet | Koncentracio . Knltettseg Hatas Hivatkozas
idotartama
Isochrysis _
albana ICsp= 0,67 uM Paredes et al.
171 ng/L 2014
(alga) (171 ng/L) 7 bra novekedési rata (2014)
Desmodesmus _ csokkenés ) )
subspicatus ICs0= 30,1 uM Sieratowicz et
(alga) (7,66 mg/L) al. (2011)
3.9 UM (1 ’ smgplﬁkansan
6 ora csokkent az
mg/L) el 4 .
Tetrah ¢letképesség
tZ ’::ny ";le.’; “ ECso=20 uM szaporodas
e(csi;’ll(’i s’ “ (5,1 mg/L) oétlas Gao et al. (2013)
. in , katalaz enzim
egysejti) 24 ora L
40M (1 pg/L) aktivitds
szignifikans
novekedése
Paracentrotus
lividus ICs0=3,4 uM 48 6ra novekedés Paredes et al.
(tengeri siin) (854 pg/L) gatlas (2014)
larva
Potamopyrgus cgyedenkent
MOoPyrs ECso=4,6 uM l1étrehozott Schmitt et al.
antipodarum 56 nap o
P . (1,17 mg/L) embriészam (2008)
(vizi csiga faj) N .
novekedése
Siriella armata | 1Csp=0,76 uM 96 6ra usztulas Paredes et al.
(rakfaj) larva (193 pg/L) p (2014)
. 1Cs0=3,14 WM 48 ora immobilizacid
Daphnia magna (800 pg/L) Si .
(nagy szignifikansan 1e€atow1cz et
bolharak) 0.79 %)(200 21 nap rovidebb al. 2011)
HE testhossz

3.3.3. Etilhexil-metoxicinnamat (EHMC)

Az EHMC (4. abra) egy fahéjsav szarmazék, mely 9 szinonimaja kozil a leggyakrabban a
2-etilhexil-4-metoxicinnamat, oktil-metoxicinnamat és oktinoxat elnevezésekkel talalkozhatunk
(http12; http13). A vegyiilet az UVB tartomanyban képes abszorbealni a fényt (Park et al.,
2017). Evente 1000 és 10000 tonna kozotti mennyiségben keriil eléallitasra vagy forgalmazasra

az Europai Unidban (http14).
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\)]\O -
HaCO CHs

4. abra: Az etilhexil-metoxicinnamat szerkezeti képlete (forras: http15)

Az EHMC gyakran kimutathatd a szennyvizekben (Ramos et al., 2016).
Szennyvizbefolydban 0,17 uM (49,74 pg/L) (Kupper et al., 2006), mig szennyvizkifolydban 1,7
nM (505 ng/L) (Tsui et al., 2014) maximalis koncentracidot mértek. Kezelt szennyviziszapban
4689 ng/g dw koncentracidoban fordult el6 maximalisan (Langford et al., 2015).

A Bagger-tobol 0,1 nM (33 ng/L) koncentracioban mutattdk ki az EHMC-t (Rodil &
Moeder 2008), mig egy erdsen szennyezett japan folyoban 3,6 nM (1,04 pg/L) koncentraciot
mértek (Kameda et al., 2011). Folyami iiledékben 101 ng/g dw (Kameda et al., 2011), mig
tengeri liledékben (Adriai-tenger) 10,4 ng/g (Combi et al., 2016) koncentracioban fordult eld
maximalisan. Becslések szerint 154 kg EHMC akkumulédlodik évente az Adriai-tenger
iiledékében (Combi et al., 2016).

Az EHMC ¢lélényekben is képes felhalmozodni (5. téblazat), legmagasabb
koncentracioban a Mytilus galloprovincialis kagylobol (1765 ng/g dw) mutattak ki (Groz et al.,

crcr

emldsokben is eléfordult (Alonso et al., 2015; Fent et al., 2010).
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5. tablazat: Az etilhexil-metoxicinnamat eléfordulasa élélényekben

El6lény Koncentricié Hivatkozas
(Drezv]:iel:glo;z{lifzgpha) 150 ng/g lipid Fent et al. (2010)
(Mytiluslf;gllyolzrfoavjincialis) 1765 ng/g dw Groz et al. (2014)
(Ga],},:),l,?,;r,iksp,) 133 ng/g lipid Fent et al. (2010)
(L?;g)z;;ljrzliziql;élzl;i) 241,7 ng/g dw Gago-Ferrero et al. (2015)
](E.Sl;;;f:; ;Z;,c;z)‘ 30,4 ng/g dw Gago-Ferrero et al. (2015)
(si‘;,l:,e; g:f;;l;iat%,,) 205 ng/g lipid Fent et al. (2010)
(sb;f,j,f,s,-,fs"f;,ﬁ’;,yalﬁgs) 79 ng/g lipid Fent et al. (2010)
(Barx,ir;;;bus) 337 ng/g lipid Fent et al. (2010)
541?,22 2233,1,1;; 30 ng/g lipid Fent et al. (2010)
(égzzzi;(’i;l;‘;,l:z) 36,9 ng/g Langford et al. (2015)
(phallf::;r::(:,rril; p.) 701 ng/g lipid Fent et al. (2010)
(Ponto;;):;}gnbgzgnvmei) 250 ng/g lipid Alonso et al. (2015)
(Sotagzl:;,':zjensis) 545 ng/g lipid Alonso et al. (2015)

Az EHMC anyatejben is megjelenhet. Egy vizsgalat soran 54 anyatejmintabol 42-ben,
atlagosan 27,5 ng/g lipid koncentracioban fordult elé (Schlumpf et al., 2010).

Az EHMC in vitro tesztekben ED hatdsunak bizonyult. Rekombindns élesztd tesztben
androgén (ECsop= 10,1 mM; 2933 mg/L), antidsztrogén (ICsp= 4,3 mM; 1249 mg/L) ¢s
antiandrogén (ICsp= 312 uM; 90,6 mg/L) hatast mutatott (Kunz & Fent 2006). Az MCF-7
al., 2001).

In vivo tesztekben is vizsgaltak az EHMC ED hatasat (6. tablazat). Zebradanid
tesztszervezetben a vegyiilet kornyezetileg relevans koncentracioban (2,2 pg/L) valtozast idézett
eld egyes hormonhdaztartashoz kapcsolodd gének atirddasaban (Zucchi et al., 2011). A kapott
eredmények alapjan az EHMC 06sztrogén, antidsztrogén, androgén, illetve antiandrogén hatast is
kifejthet halakban. Az EHMC patkany kisérletekben is ED hatasunak bizonyult. Befolyasolta pl.
ivarszervek tomegét (Axelstad et al., 2011; Schlumpf et al., 2001), hormonok szintjét (Axelstad
et al., 2011), illetve hormonhdztartashoz kapcsolédd gének atirodasat (Seidlova-Wuttke et al.,
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2006). Axelstad ¢és mtsai (2011) vizsgélata ramutatott arra, hogy EHMC kezelt anyaallatok
utddaira is karos hatassal lehet a vegylilet. A patkdny in vivo tesztek alapjan az EHMC

Osztrogén, antidsztrogén ¢és antiandrogén hatassal rendelkezhet.
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6. tablazat: Az etilhexil-metoxicinnamat hormonhaztartast megzavaré hatasara iranyulé in vivo vizsgalatok

Tesztszervezet

Koncentracio

Kitettség
idotartama

Hatas

Hivatkozas

Zebradanié
(Danio rerio)
felnott

2,2 ug/L

890 pg/L

14 nap

ero atirédas
novekedése az
egész testben; era
¢s erf3 atirodas
csokkenése az
agyban; ar
atirodas
csokkenése a
majban; hsd17b3
atirodas
csokkenése az
egész testben

erf3 atirodas
novekedése az
egész testben és a
majban; ar
atirddas
csokkenése az
egész testben,
illetve
novekedése az
agyban; cyp19b
atirodas
novekedése az
agyban

Zucchi et al.
(2011)

Long-Evans
patkany

EC50: 934
mg/kg/nap

4 nap

méhtomeg
novekedés

Schlumpf et al.
(2001)

Sprague—Dawley
patkany

57,5 mg/nap

3 hénap

endometrium
vastagsag
csokkenése, mig
az endometrium
epitélium
vastagsag
novekedése; era,
pr €s igfl atirodas
novekedése a
méhben

Seidlova-Wuttke
et al. (2006)

Wistar patkiny
16 napos him
utéd

500 mg/ttkg/nap

750 mg/ttkg/nap

1000 mg/ttkg/nap

Wistar patkiny
28 napos nostény

utod

500 mg/ttkg/nap

anyaallat kezelése
a vemhesség 7.
napjatol

tesztoszteron szint
csOkkenése

csokkent a here
tomege

csokkent a here és
a prosztata
tomege

17B-0sztradiol és
progeszteron szint

csOkkenése

Axelstad et al.
(2011)

Jelmagyarazat: era: a-tipusu Osztrogén receptort kodold gén; erff: B-tipusu Osztrogén receptort kodold gén; ar:
androgén receptort kodold gén; hsdl7b3: 17B-hidroxiszteroid-dehidrogenaz 3 enzimet kodold gén; cypl9b: P450
aromataz B-t kodold gén; pr: progeszteron receptort kodold gén; igfl: inzulinszerli novekedési faktor 1-et kodolo

gén
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Az EHMC ED hatasan tl egy€b toxikus hatasokat is gyakorol az ¢ldvilagra (7. tablazat).
Pl. gatolta algdk, illetve tengeri siin larvak novekedését (Paredes et al., 2014; Sieratowicz et al.,
2011), tovabba fejlodési rendellenességeket okozott zebradanié embridkon (Kaiser et al., 2012).
Ezenkiviil hatranyosan befolyasolta a Potamopyrgus antipodarum vizi csiga szaporodasat, mivel
400 pg/kg dw koncentracidoban szignifikansan csokkentette az egyedenként 1étrehozott embridk
szamat (Kaiser et al., 2012). Ezen eredmény aggodalomra adhat okot, mivel a szakirodalom
szerint szamos ¢161ényben (tobbek kozott a szintén puhatestii kagyloban) megtalalhaté az EHMC
nagysagrendileg hasonld koncentracioban (Fent et al., 2010; Gago-Ferrero et al., 2015; Groz et

al., 2014; Langford et al., 2015).

7. tablazat: Az etilhexil-metoxicinnamat vizi tesztszervezetekre gyakorolt karos hatasai

Tesztszervezet | Koncentracio . K,,ItEttS(Eg Hatas Hivatkozas
idotartama
I;ZCIZZJ’; ”ZS ICs50= 0,26 uM Paredes et al.
L 2014
(alga) (75 ng/) 7 bra névekedési rata (2014)
Desmodesmus | 1C,=024 pv SOKENES | Sieratowicz
(alga) (70 pg/L) al. (2011)
Paracentrotus
lividus ICs50= 0,98 uM 48 6ra névekedés eatlé Paredes et al.
(tengeri siin) (284 pg/L) © ovekedes gatlas (2014)
larva
Potamopyrgus ,
antipodarum 400 pg/kg dw 56 nap elg%/ecile:nkirtlt
(vizi csiga faj) etrehozo Kaiser et al.
Melanoides en?"@?f@ (2012)
tuberculata 10 mg/kg dw 28 nap Sf;gg{;ﬂg:;
(vizi csiga faj)
Siriella armata | 1Cso= 0,69 uM 96 6ra usztulis Paredes et al.
(rakfaj) larva (199 pg/L) P (2014)
Dap h(nia Magna | 1Csp=1,96 uM 43 6ra . bilizicid Sieratowicz et
nagy immobilizacid
bolharik) (570 pg/L) al. (2011)
fejlodési
rendellenességek
Danio rerio | 00 110 dw 48 ora Ny Kaiser et al,
(zebradanio) szignifikansan (2012)
embrio novekedett,
pusztulés nem
volt
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3.3.4. Oktokrilén (OC)

Az oktokrilén (OC) — masnéven 2-etilhexil 2-ciano-3,3-difenil-2-propenoat, illetve 2-
etilhexil 2-ciano-3,3-difenilakrilat — egy akrilsav szarmazék (httpl6; httpl7), mely szerkezeti
képlete az 5. abran lathat6. A vegyiilet mind az UVB, mind az UVA tartomanyban képes a fényt
elnyelni (Park et al., 2017). Az Eurdpai Unioban évente 1000 és 10000 tonna kozotti
mennyiségben gyartjak, illetve forgalmazzak (http18).

=0 CHa
CN
W, cH

5. abra: Az oktokrilén szerkezeti képlete (forras: http19)

Az OC gyakori szennyez6 a szennyvizekben (Ramos et al., 2016). Szennyvizbefolydban
33,2 nM (12 pg/L) (Balmer et al., 2005), mig szennyvizkifolyoban 19,4 nM (7 pg/L) maximalis
koncentracioban mutattak ki (Langford et al., 2015). Szennyviziszapban szintén magas
koncentracioban van jelen a vegyiilet. Kezelt szennyviziszapban 41610 ng/g dw koncentracidoban
fordult el6 maximalisan (Langford et al., 2015).

Az OC jelenlétét felszini vizekben is igazoltak. A Cospudener-téban 0,69 nM (250 ng/L),
mig a Parthe-folyoban 0,04 nM (16 ng/L) koncentraciot mértek (Rodil & Moeder 2008). Az
Ebro-foly¢ tiledékében 2400 ng/g dw OC koncentraciot mutattak ki (Gago-Ferrero et al., 2011).
Az Adriai-tenger iiledékében az OC fordult el6 a legmagasabb koncentracioban (40,7 ng/g) a
vizsgalt UV-sziirék koziil. Evente kb. 487 kg OC halmozddik fel az Adriai-tenger iiledékében
(Combi et al., 2016).

A felszini vizekben, liledékben akkumulalodé OC bekeriil a vizi €l61ények szervezetébe
is (8. tablazat). PI. jelentds koncentraciot ért el az atlanti tékehalban (11875 ng/g), illetve egyes
delfin fajokban (11130 ng/g lipid) (Alonso et al., 2015; Langford et al., 2015). Ezenkiviil az OC-
t vadmadarak (pl. fehér golya, dankasiraly) tojasabol is kimutattak (Molins-Delgado et al., 2017).
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8. tablazat: Az oktokrilén el6fordulasa élolényekben

El6lény Koncentracio Hivatkozas
Oyl slf;g”y;;rﬁ‘jincia i 3992 ng/e dw Groz et al. (2014)
( Palﬁ;:;}?{?;;i; lis) 23,1 ng/g Langford et al. (2015)
( Lé:lcl?oabl;’l:biziszlc{;:;l;i) 30,4 ng/g dw Gago-Ferrero et al. (2015)
l('%;;‘gf;; ;lz:;cissi)l 25,7 ng/g dw Gago-Ferrero et al. (2015)
( Si‘;":f; t‘::f;ff;‘;fo) 2400 ng/g lipid Buser et al. (2006)
(1124‘::;22 223211.?:) 30 ng/g dw Gago-Ferrero et al. (2015)
(ét‘:z;;i’:’iolizlzﬂ) 11875 ng/g Langford et al. (2015)
( Cicofz‘;;gcizlif)l tojs 26,6 ng/g dw Molins-Delgado et al. (2017)
Dankasiraly
(Chroicocephalus 65,2 ng/g dw Molins-Delgado et al. (2017)
ridibundus) tojas
(Pon tol?::gnbgzgnvillei) 11130 ng/g lipid Alonso et al. (2015)
(So tagzl;;;zje risis) 8310 ng/g lipid Alonso et al. (2015)

Az OC anyatejben is felhalmozodhat, Schlumpf és mtsai (2010) vizsgélatukban atlagosan
30,18 ng/g lipid koncentraciot mértek.

Az OC ED hatéasat eddig még kevesen vizsgaltak in vitro és in vivo tesztekben.
Rekombinéns ¢€lesztd tesztben androgén (ECsp= 627 uM; 226,7 mg/L), antidsztrogén (ICsy=
2570 uM; 929 mg/L) és antiandrogén (ICso= 24,5 uM; 8,86 mg/L) hatast mutatott (Kunz & Fent
2006). Ezenkiviil felnétt zebradaniok heréjében 0,58 uM (209 pg/L) OC szignifikansan novelte a
hsd17b3 gén atir6dasat 16 nap expoziciot kovetden (Bliithgen et al., 2014).

Az OC ¢lolényekre gyakorolt toxicitasardl szintén kevés informacidval rendelkeziink.
Bliithgen és mtsai (2014) felndtt zebradaniokon és zebradanié embridkon vizsgaltak a hatasat. A
felnétt zebradaniok 0,06 uM, 0,58 uM és 1,06 uM (22 pg/L, 209 pg/L és 383 ug/L), mig az
embriok 0,19 uM, 0,81 pM és 2,56 uM (69 pg/L, 293 pg/L és 925 ng/L) OC koncentracionak
voltak kitéve. A vizsgalt koncentracioban a vegylilet nem bizonyult toxikusnak sem a felndtt
halakra, sem az embridkra, tovabba nem befolyasolta a kelési sikert. Transzkriptomikai analizis
segitségével azonban kimutattak, hogy 1,06 uM (383 ng/L) OC 16 nap expoziciot kovetden, a

felndtt zebradaniok agyaban, illetve méjaban szignifikdnsan befolyasolta 628, illetve 136 gén
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atirodasat, melyek foként a fejlodés, a sejtbeli folyamatok, illetve a metabolizmus
szabalyozasaban vesznek részt.
A szakirodalmi adatok alapjan az OC a kornyezetben mértnél magasabb

koncentraciokban okozott in vitro és in vivo ED, illetve egyéb toxikus hatést.

A kovetkezd alfejezetekben szennyezOanyagok biologiai hatasdnak mérésére alkalmas

riporter gének, illetve tesztszervezetek keriilnek bemutatésra.

3.4. Bioriporter tesztrendszerek

A bioriporterek olyan ¢l6 szenzorok, melyek a toxikus vegyiiletek jelenlétét jelzik.
Bioriporterként mind prokariota, mind eukaridta sejtek szolgalhatnak, melyek a bioldgiai hatast
leggyakrabban fluoreszcencia, szinreakcid vagy biolumineszcencia segitségével jelzik. E
folyamatok kialakulasaban a sejtek riporter génjei jatszanak szerepet (Xu et al., 2013). A
bioriporter tesztrendszerek kivaloan hasznalhatoak a szakirodalomban felsorolt vegyi anyagok ¢és
azok bomlastermékeinek bioldgiai hatasmérésére, ezaltal a kornyezetvédelmi gyakorlat szamara

is hasznos eszkozt jelentenek.

3.4.1. Fluoreszcenciaért felelés riporter gén

A z6lden fluoreszkalo protein (GFP) egy fotoprotein, melyet az Aequorea victoria nevi
medazabol szarmazo gfp gén kodol (Shaner et al., 2005). A zold fluoreszkalo fény létrejottéhez a
GFP fluorofér részét UV vagy kék fénnyel kell gerjeszteni, azonban szubsztrat hozzdadasara
nincs szlikség (Ehrig et al., 1995; Hever & Belkin 2006). A gfp gént széleskortien alkalmazzak
eukariotdkban is, azonban az alkalmazhatésagot nehezitheti, hogy az eukariota sejtben
eléfordulhatnak természetes fluoreszkaldo vegyliletek, melyek révén magasabb lesz a
hattérfluoreszcencia (Xu et al., 2013). Fluoreszcens bioriporter tesztszervezet pl. a nitrat

crer

kapcsoltak 6ssze a gfp génnel (Taylor et al., 2004).

3.4.2. Szinreakcioért felel6s riporter gén

Szinreakcion alapuld tesztrendszerekben gyakran az E. coli baktériumbol szarmazo lacZ
gént alkalmazzdk riporter génként. A lacZ gén a B-galaktozidaz enzimet kodolja, mely B-
galaktozid tartalmu diszacharidokat képes monoszacharidokka hidrolizalni. A lacZ gén alapu
bioriporterek  esetében a  B-galaktoziddz enzim  szubsztratjaként  o-nitrofenil-B-D-
galaktopiranozidot alkalmaznak, melyet az enzim szines termékké hidrolizal (Xu et al., 2013).
LacZ gént alkalmazdé bioriporter pl. a Routledge és Sumpter (1996) altal kialakitott rekombinans

Saccharomyces cerevisiae torzs (a YES teszt néven ismert vizsgalat tesztszervezete), mely az
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Osztrogén hatas vizsgalatara alkalmas. A torzs genomjdba a hERa-t kodolo gént integraltak,
tovabba Osztrogén valasz elemeket (ERE — Estrogen Response Elements) és a lacZ gént
tartalmazé plazmidot is bejuttattak a sejtbe. A hERa-val komplexet alkotd vegytiletek a plazmid
ERE régiojahoz kapcsolédva indukaljadk a lacZ gén atirodasat. A B-galaktozidaz enzim
szinreakciét eredményezO szubsztratjat a rendszerhez adva a szinintenzitas mértékébol

kovetkeztethetiink az §sztrogén hatas erdsségére (Routledge & Sumpter 1996).

3.4.3. Biolumineszcenciaért felelds riporter gének

A biolumineszcencia egy adott ¢éldlényben lejatszodd kémiai folyamat soran generalt
fény. A kémiai reakciot a luciferaz enzim katalizalja, mely a luciferin nevii szubsztratjat oxidalva
gerjesztett allapotd molekulat hoz létre. E molekula alapallapotdba valo visszatérése soran fényt
bocsat ki. A biolumineszcenciaért felelds riporter gének szarmazhatnak biolumineszcens
baktériumokbol (lux gének), illetve a Photinus pyralis nevli szentjanosbogarbol (luc gén)

(Meighen 1991; Xu et al., 2013).

A P. pyralis nevii szentjanosbogarbol szdrmazo /uc gén a luciferdz enzimet kddolja, mely
katalizalja a redukalt luciferin oxidaciojat ATP, Mg*" ion és O, jelenlétében. A reakcid soran
sargas-z0old szinli, 562 nm hulldmhosszi fény keletkezik (Hastings et al., 1953; McElroy &
Rainwater 1948; Seliger & McElroy 1964; Xu et al., 2013). A luc génen alapul6 biotesztek habar
gyorsak ¢s érzékenyek, hatranyuk, hogy a luciferint kiilsdleg kell a reakciohoz adagolni (Close et
al., 2009; Xu et al., 2013). Luc génen alapul6 bioriporter pl. a Staphylococcus aureus RN4220-as

torzs, mely bizonyos fémek kimutatasara alkalmas (Tauriainen et al., 1998).

A bakteridlis biolumineszcenciat a luxCDABE operon szabalyozza. A luciferdz enzim a
reakcid soran oxidalja a redukalt riboflavin foszfatot (FMNH;) ¢és egy hossza szénlanct
aldehidet O, jelenlétében. A reakcio (1. egyenlet) végeredményeképpen kékes-zold szini, 490
nm hulldmhossza fény keletkezik (Meighen 1994; Xu et al., 2013).

FMNH,; + O, + RCHO — FMN + H,0 + RCOOH + fény (1. egyenlet) (Meighen 1994)

A luciferaz enzimet a luxA4 és luxB gének kodoljak, a luxC, luxD és luxE gének az aldehid

szintézisért felelnek (Meighen 1994; Xu et al., 2013).

A bakteridlis luxCDABE génkazettan alapuld tesztrendszerek elénye a tobbi bioriporter
tesztrendszerrel szemben, hogy a biolumineszcencia létrejottéhez nem igénylik kiilsé szubsztrat
hozzaadésat, nincs sziikség gerjeszté fényforrasra, tovabbd a keletkez0 biolumineszcencia

konnyen mérhetd, és napok helyett néhany 6ran beliil meghatarozhaté (Sanseverino et al., 2005).
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Bakterialis /ux géneken alapuld bioriporterek pl. a hormonhatds mérésére szolgalo
Saccharomyces cerevisiae  BLYES (Bioluminescent Yeast Estrogen Screen) és BLYAS
(Bioluminescent Yeast Androgen Screen) torzsek, illetve a sejttoxikus hatast mérd S. cerevisiae
BLYR (Bioluminescent Yeast Reporter) torzs (Eldridge et al., 2007; Sanseverino et al., 2005). E
torzsek a 3.4.4, a 3.4.5 és a 3.4.6 alfejezetekben részletes bemutatasra keriilnek, mivel doktori

munkamhoz bioriporter tesztszervezetekként szolgaltak.

3.4.4. Saccharomyces cerevisiae BLYAS

Az androgén aktivitas méréséhez a S. cerevisiae BLY AS tesztszervezetet alkalmaztam. E
torzs genomjaba a hAR génjét iiltették. Ezenkiviil két plazmidot (pUTK420 és pUTK404) is
bejuttattak a torzsbe, melyeken biolumineszcencidért felelés gének talalhatok. A pUTK420
plazmidon tigynevezett androgén valasz elemek (ARE — Androgen Response Elements), a GPD
¢s ADHI1 divergens promoterek, illetve a luxA4 és luxB gének talalhatok. A pUTK404 plazmidon
az aldehid szintézishez sziikséges luxCDE gének és a flavin oxidoreduktdz enzimet kodolo fip
gén taldlhat6. Amennyiben valamely molekula képes bejutni a sejtbe és a hAR-hoz kapcsolddni,
a receptorral komplexet képez. Két receptor-ligand komplex dimert alkot és a plazmidon
talalhaté androgén valasz elemekhez kapcsolodva indukalja a fénykibocsatasért felelds gének
atir6dasat (6. abra). Androgén hatas esetében né a kontrollhoz képest a biolumineszcencia

(Eldridge et al., 2007).

Androgénhatasy
vegyilet

i Human Androgén Receptor =

sejtmag

: GFD DAL
fnxC pUTK420
AL 608 bp
Tk ) B\\;m-g /R4
. pUTK404 |
120 Kb ;
lux) 1
\\ IRES

Sfp

6. abra: A Saccharomyces cerevisiae BLYAS torzs miikodésének sematikus abraja (Eldridge et al., 2007
alapjan)

35



10.14751/SZIE.2019.037
3.4.5. Saccharomyces cerevisiae BLYES

Az Osztrogén hatds mérésére a S. cerevisiae BLYES torzs szolgal. E torzs
kromoszémajaba a hERa-t kodold gént iiltették. A biolumineszcenciaért felelés gének a
pUTK404 és pUTK407 plazmidokon talalhatok. A pUTK404 plazmidon az aldehid szintézishez
sziikséges [uxCDE gének ¢és a flavin oxidoreduktdz enzimet kodold frp gén talalhatd. A
pUTK407 plazmidon (7. ébra) Osztrogén valasz elemek (ERE), a GPD és ADHI divergens
promoterek, illetve a luxA és luxB gének talalhatok. A BLYES torzs miikodési elve megegyezik
a BLYAS torzsével, azaz két receptor-ligand komplex az 0Osztrogén vélasz elemekhez
kapcsolodva indukélja a biolumineszcencidért felelds gének atirddasat, igy Osztrogén hatas

esetében a biolumineszcencia intenzifikalodasat tapasztalhatjuk (Sanseverino et al., 2005).

ERE | ERE

i

GPD
ADHI1

luxA pUTK407

8.6 Kb luxB

7. abra: A pUTK407 plazmid felépitése Sanseverino et al. (2005) alapjan

3.4.6. Saccharomyces cerevisiae BLYR

A hormonhatéas mérése mellett fontos vizsgalni azt is, hogy az adott vegyiilet rendelkezik-
e sejttoxikus hatassal, mivel az befolyasolhatja a hormonhatas mérése soran kapott eredményt. A
sejttoxikus hatds mérésére a kontroll S. cerevisiae BLYR torzset alkalmaztam, melyben a
fénykibocsatasért felelds gének konstitutivan irddnak at. Toxikus hatds esetén csokken a

tesztszervezet alap biolumineszcencidja (Eldridge et al., 2007).

3.5. Vizi okotoxikologiai tesztszervezetek

3.5.1. Aliivibrio fischeri

Az  Aliivibrio  fischeri baktérium rendszertanilag a Proteobacteria torzsbe,
Gammaproteobacteria osztalyba, Vibrionales rendbe, Vibrionaceae csaladba és Aliivibrio
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nemzetségbe sorolhatd (http20). Gram-negativ, palcika alakt, fakultativ aerob baktérium, mely
biolumineszcencia kibocsatasara képes. Elhelyéiil tengervizek szolgalnak, ahol bizonyos
tengeri halakat, illetve fejlabuakat kolonizalnak. A kibocsatott fény segitségével a kolonizalt
¢l6lény magahoz vonzhatja zsakmanyat, illetve elriaszthatja a ragadozokat (Madigan et al.,
2012). A luxCDABE géneken til a tengeri biolumineszcens baktériumokban a /uxG gén is
megtalalhatdo, mely a FMN redukcigjat szabalyozza (Nijvipakul et al., 2008). A
biolumineszcencia létrejottéhez a baktériumok megfelelden magas sejtstiriisége sziikséges, mivel
a biolumineszcenciaért felelés proteinek €és a luciferdz enzim mukodése sejtstirliségfiiggd,
onindukalo folyamat. A luxCDABEG gének atirédasat egy LUXR nevil fehérje szabalyozza,
illetve az acil homoszerin lakton (AHL) indukalja A sejtek novekedésiik folyaman AHL-t
termelnek, mely magas sejtstirliség esetén felhalmozodik a sejtekben. A szabalyozé LUXR
protein csak akkor képes az AHL-nal 6sszekapcsolddni, amennyiben az magas koncentracidoban
van jelen. E két molekula komplexe aktivalja a luxCDABEG gének atirodasat (Madigan et al.,
2012).

Miutén a fénykibocsatas mértéke egyenesen aranyos a sejtek metabolikus aktivitasaval,
az enzimaktivitas gatlasa esetén a biolumineszcencia is aranyosan csokken. Ezen elven alapul az
akut Aliivibrio fischeri lumineszcencia gatlasi teszt, melyet gyakran alkalmaznak az
Okotoxikologiai vizsgalatok soran, mivel gyors (csupan 5-30 perc kontaktidé sziikséges),
érzékeny, reprodukalhatd, koltséghatékony és konnyen kivitelezhetdé modszer, ezenkiviil nem

igényel nagy mintatérfogatot a vizsgalat (Parvez et al., 2006).

3.5.2. Zebradanioé (Danio rerio)

A zebradani6 kedvelt modellallat a fejloddésbioldgia és a toxikologia tudomanyteriiletén,
mivel széleskori ismeretekkel rendelkeziink a zebradaniok mindkét nemére vonatkozdan az
elonye a kis testméretik (2,5-4 cm), mely kedvezObbé teszi helyigényiiket és a tartasi
koltségiliket. A kisméretli embriok egyszerre nagyszami minta vizsgalatat teszik lehetdve
sejttenyésztd lemezeken vagy Petri csészékben (Hill et al., 2005). A zebradanidk gyorsan, 100
napos koruk koriil ivaréretté valnak (Skidmore 1965) és megfeleld tartds mellett 5-7 naponta
akar 200-300 db ikrat is lerakhatnak egyszerre. Az ikrahéj és az embridk atlatszosdga miatt az
egyedfejlodési szakaszok konnyedén nyomon kovethetdek, illetve a toxikus vegyiiletek hatasara
bekovetkezd elvaltozasok is megfigyelhetéek (Hill et al., 2005). Ellentétben mas gerinces
modellallattal, a zebradanié minden szerve és szovete kifejlédik a megtermékenyités utani 120.
orara (120 hpf — hours post fertilization) (He et al., 2014). A tiid6, prosztata és az emlomirigyek

kivételével a zebradanid szervei nagy hasonlosdgot mutatnak az emldsok szerveivel anatomiai €s
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fiziologiai szempontbdl (Lewis & Eisen 2003; Moens & Prince 2002; Wilson et al., 2002). A

zebradanio teljes genomszekvencidja rendelkezésiinkre all, melybdl kidertil, hogy a genom 85%-
os homologiat mutat a human genommal (McCollum et al.,, 2011; Renier et al.,, 2007). A
gerincesek egyedfejlodése a korai életszakaszokban nagymértékben konzervalt, embridi
morfologiailag nagyon hasonlitanak egymasra. A fentiek tiikrében a zebraddniokkal, illetve
zebradanié embridkkal végzett vizsgalatok eredményei reprezentativak lehetnek magasabbrendii

allatokra és az emberre is (Hill et al., 2005).
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Az UV-sziiro vegyiiletek biologiai hatasmérése

Az UV-sziird vegyiiletek bioldgiai hatasméréséhez tobb modszer alkalmazasara nyilt
lehetéségem, melyek lehetévé tették a hormonhatas és a sejttoxikus hatds megallapitasat. Az
alabbiakban ezeket a modszereket ismertetem.

4.1.1. Hormonhatas és sejttoxikus hatas vizsgalata bioriporter rendszerekkel

4.1.1.1. Az 6sztrogén, androgén és sejttoxikus hatds mérése

A S. cerevisiae BLYES, BLYAS ¢és BLYR torzseket M. Eldridge és G. Sayler, a The
University of Tennessee (Knoxwille, Tennessee) munkatarsai bocsatottak a rendelkezésiinkre. A
torzsek szaporitaséhoz uracil és leucin szelektiv (YMM"™ ) tapoldatot (9.2. melléklet)
alkalmaztam, amelyet 5 tovabbi oldattal egészitettem ki: vitamin oldat (mely tiamint, piridoxint,
pantoténsavat, inozitolt €és biotin oldatot tartalmaz), 20%-os gliikdz oldat, L-aszparaginsav oldat,
L-treonin oldat és réz-szulfat oldat (9.2. melléklet). A -80°C-on tarolt BLYES, BLYAS és
BLYR inokulumot 30 mL tapoldatban (Growth Medium, 9.2. melléklet), 300 mL-es Erlenmeyer
lombikban 24 6ran keresztiil inkubaltam (28°C, 170 rpm), majd sejtstiriségét 600 nm-en (ODggo
— Optical Density 600) 1-re allitottam be (Sanseverino et al., 2009).

Tesztvegyiiletek: a 178-0sztradiol (CAS: 50-28-2) (=98%), Sa-dihidrotesztoszteron
(CAS: 521-18-6) (=99%), 4-hidroxitamoxifen (CAS: 68392-35-8) (50:50 E:Z izomerek,
analitikai standard), oktokrilén (CAS: 6197-30-4) (mindsitett referencia anyag) ¢€s etilhexil-
metoxicinnamat (CAS: 5466-77-3) (=98%) a Sigma-Aldrich Kft-tl (Magyarorszag) lett
beszerezve. A flutamid (CAS: 13311-84-7) (referencia standard) a Cayman Chemical Company-
tol (USA), mig a benzofenon-3 (CAS: 131-57-7) (>98%) és a 4-metilbenzilidén kdmfor (CAS:
36861-47-9) (>99%) az Alfa Aesar-t6l (USA) lett rendelve. A proteinaz K és az SDS (natrium-

dodecil-szulfat) a Thermo Fisher Scientific Inc.-t61 (USA) lett beszerezve.

Oldoszerek: a metanol (CAS: 67-56-1) (99,9%) a Sigma-Aldrich Kft-t61 (Magyarorszag)
mig a dimetil-szulfoxid (CAS: 67-68-5) (analitikai tisztasag) a Thermo Fischer Scientific Inc.-tdl
(USA) lett vasarolva.

A vizsgélataimat 96-lyuku, polisztirol, lapos aljii mikrotiter lemezeken (Greiner Bio-One
Hungary Kft., Magyarorszag) végeztem, 3 parhuzamosban (20 uL/microwell). A vizsgélni kivant
vegyliletek torzsoldatdbol higitasi sort készitettem, felez6 higitasban (9.3. melléklet). A

torzsoldatok és a higitasi sorok elkészitéséhez metanolt alkalmaztam higité oldatként. Két
39



10.14751/SZIE.2019.037

negativ kontrollt hasznaltam, egyrészt a higitashoz hasznalt olddszert és a tesztszervezetet

tartalmazo kontrollt, masrészt csak a tesztszervezetet tartalmazo kontrollt.

A higitasi sorok elkészitése utdn a bedllitott sejtsiirliségli tesztszervezet 200 plL-ét
adagoltam a mikrotiter lemez megfeleld iiregeibe és a lemezt 30°C-on inkubdltam 5 o6ran
keresztiil. A biolumineszcenciat (cps — counts per second) a 0. és az 5. drdban mértem VictorX

Multilabel Plate Reader (Perkin Elmer Inc., USA) segitségével.

Az 5. 6raban kapott biolumineszcencia (cps) értékeket a koncentracio (uM) fiiggvényében
abrazoltam. Meghatdroztam az alap biolumineszcencia atlaganak és haromszoros szordsanak
Osszege alapjan szamitott NOEC (No-Observed-Effect Concentration — A legmagasabb,
megfigyelhetd hatdst még nem okozd koncentracid) értéket (Microsoft Excel), illetve
kiszamitottam az agonista hormon tesztek esetében az ECsyp, mig a sejttoxicitdst mérd teszt
esetében az ICsg értékeket [GraphPad Prism 5.03. program (GraphPad Software Inc., San Diego
California USA)].

4.1.1.2. Az antidsztrogén és antiandrogén hatds mérése

Az antagonista hatds mérése indirekt uton tortént, melyhez a 4.1.1.1 fejezetben leirt
vizsgalati mddszer modositasara volt sziikség. A modositast Sohoni és Sumpter (1998) altal
rekombinans Saccharomyces cerevisiae torzsre kidolgozott eljaras szerint végeztem. A vizsgalat
elve, hogy a tesztszervezetekhez 65%-o0s hatast (ECes) kivaltd koncentracidban adagolt agonista
E2, illetve DHT altal indukalt biolumineszcenciat a vizsgalt vegylilet képes csokkenteni

antiosztrogén, illetve antiandrogén hatasa révén.

A 65%-0s hatdsos koncentracié meghatarozasahoz a 4.1.1.1 fejezetben leirt modszert
alkalmaztam, ahol az E2 ¢és DHT torzsoldatabol 3-3 parhuzamos higitasi sort készitettem. A
kapott szigmoid gorbék alapjan kiszamitottam a 65%-os hatést kivalté koncentraciot mindkét
vegyiilet esetében GraphPad Prism 5.03. programmal (GraphPad Software Inc., San Diego
California USA).

A S. cerevisiae BLYES és BLYAS torzsekkel a szakirodalom alapjan még nem végeztek
antagonista teszteket, igy doktori munkdm soran megvizsgaltam e torzsek antagonista tesztekben
valo alkalmazhatdsagat, melyhez el0szor az ismerten antiosztrogén 4-hidroxitamoxifen (4HT) és

antiandrogén flutamid (FT) vegyiiletekre teszteltem e torzsek érzékenységét.

A vizsgalni kivant vegyiiletek higitasi sorat 3 parhuzamosban készitettem el, majd minden

crer
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pL/microwell). A 4.1.1.1 fejezetben leirtakon tal, harmadik negativ kontrollként E2-t (ECgs),
illetve DHT-t (ECgs), higitdo oldatot és tesztszervezetet tartalmazé kontrollt alkalmaztam. Az
antidsztrogén és antiandrogén tesztek esetében szintén meghatdroztam a 3 parhuzamos mérésbol
az atlagos NOEC ¢és 1Cs értékeket [GraphPad Prism 5.03. (GraphPad Software Inc., San Diego
California USA) ¢s Excel programok].

4.1.2. Toxikus hatas vizsgalata vizi tesztszervezeteken

4.1.2.1. Aliivibrio fischeri biolumineszcencia gatlasi teszt

Az Aliivibrio fischeri biolumineszcencia gatlasi teszt egy szabvéanyos oOkotoxikologiai
tesztmodszer. Az MSZ EN ISO 11348 szabvanycsalad segitségével a vizsgalat elvégezhetd

frissen el6készitett, folyadékbol szaritott és liofilizalt baktériummal is.

A modszer elve, hogy a mintat és az A. fischeri szuszpenziojat kiivettdban elegyitve
meghatdrozzuk az A. fischeri fénykibocsatdsdnak a minta hatdsara bekovetkezd gatlasat. A
lumineszcencia csokkenést 5, 15 vagy 30 perc kontaktid6 utdn mérhetjiik. A gatlasi értékeket egy
fk korrekcios faktorral kell korrigalni, mely a kontroll mintdk expoziciés 1don beliili
intenzitdsvaltozdsanak mértéke. Az eredmények értékeléséhez meghatarozzuk a legnagyobb,
20%-nal kisebb gatlast okozo higitasi szintet, tovabba a 20, 50, illetve 80%-os gatlast okozd

koncentraciokat.
A teszt érvényességi kritériuma, hogy

e 30 perces inkubacid esetén az fk értek 0,6 és 1,8 kozé essen,
e a parhuzamos meghatarozéasok atlagtol valo eltérése ne haladja meg a 3%-ot sem a

kontroll, sem a teszt mintak esetében,

crer

--------

Cr® ion (kalium-dikromat formajaban) 30 perces érintkezési id6 utan 20-80%

gatlast okozzon.

E tesztmoddszer korlatozo tényezdkkel is jellemezhetd. Az oldhatatlan, kevéssé oldodo
vagy illékony vegyiiletek, tovabba azok, amelyek reakcioba 1épnek a higitofolyadékkal vagy a
tesztszuszpenzioval, befolydsolhatjdk az eredményt vagy ronthatjdk az eredmények
reprodukélhatdsagat. Erdsen szines vagy zavaros minta a fényelnyelés vagy a fényszorodas miatt

csOkkentheti a lumineszcenciat. A tesztminta NaCl végkoncentracidja nem szabad, hogy
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meghaladja a 35 g/L-es koncentraciot, a hiperozmotikus hatés elkeriilése miatt (MSZ EN ISO
11348-1:2009).

A vizsgélat 3 ismétlésben és 2-2 parhuzamosban zajlott. A 3-bol 2 ismétlést liofilizalt
baktériummal, mig 1 ismétlést frissen el6készitett baktériummal végeztem. Az A. fischeri DSM-
7151 baktériumot — melyet az MSZ EN ISO 11348-1:2009 szabvany el6irdsainak megfeleld
moddon, -20°C-on tarolunk — a DSMZ-t6l (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH, Németorszag) szereztem be. A liofilizalt baktériumot (Microtox® Acute

Reagent, 13C4033A) a Modern Water plc-t6l (Nagy-Britannia) vasaroltam.

A vizsgalat sordn a torzsoldat készitéshez 3,3 V/V % DMSO (dimetil-szulfoxid) + 2 m/V
% NaCl desztillalt vizes oldatat hasznaltam, mely oldat a tesztben negativ kontrollként is
szolgalt. A torzsoldatbol 9 tagli koncentracid sort készitettem 1:1,5 higitasi faktorral. A
biolumineszcencia gatlast 30 perces kontaktidé utin hatiroztam meg Microtox ™ 500
luminométer segitségével. Megéllapitottam a koncentracid-valasz gorbe segitségével a 20%-os

¢s az 50%-o0s gatlasi koncentraciot (ICy €s 1Csy).

4.1.2.2. Zebradanio (Danio rerio) embrid teszt (OECD 236)

Az OECD (Organisation for Economic Co-operation and Development — Gazdasagi
Egyiittmikodési és Fejlesztési Szervezet) 236-os utmutatdja alapjan meghatarozhatd a
szennyezOanyagok zebradanid6 embridkra kifejtett akut toxicitdsa. A teszt széleskorben
alkalmazhaté kiilonb6zé hatdsmechanizmussal, oldhatésaggal, illékonysaggal rendelkezd
vegyiiletek vizsgalatara. Az eljaras alapja, hogy a megtermékenylilt zebradanié embridkat 96
oran keresztiil exponaljak a tesztvegyiilettel, és 24 o6ranként feljegyzik az elpusztult embridk
szamat. A pusztulds indikatora lehet a koagulacio, a szomitdk (a gerinchur két oldalan
elhelyezked6, mezodermalis eredetli Osszelvények, melyek tobbek kozott a gerincoszlop
l1étrehozasaért felelosek) hidnya, a szivverés hianya, illetve ha a farki rész nem valik el a

szikholyagtol.

A tesztmodszer nem alkalmazhat6 olyan vegyiiletek esetében, melyek molekulatomege >3
kDa, illetve molekulaszerkezete nagymértékben eldgazd, mert biologiai hozzaférhetdségiik

korlatozott.
A tesztet érvényesnek tekinthetjiik, ha az alabbi feltételek teljesiilnek:

e Az ikrdk megtermékenyiilési ratdja legyen >70%.

e A vizhdmérséklet allandéan 26 + 1°C legyen.
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e Az embriok tulélése mind a negativ kontrollban, mind az olddszeres kontrollban
legyen >90% a 96 6rés vizsgalat sordn.
pusztuldst okozzon a 96 6ras expozicid alatt.

o A kelési rata a negativ kontrollban, illetve az olddszeres kontrollban legyen >80%
a 96 oOras vizsgalat soran.

e A 06. oOra végére a negativ kontrollban ¢és a legmagasabb vizsgalt

mintakoncentracioban az oldott oxigén koncentracidja legyen >80%.

A fenti feltételeken tal fontos biztositani a teszt sordn, hogy a vizkeménység feleljen meg
100-300 mg/L CaCOs-nak, tovabba az oldat pH-ja 6,5-8,5 kozott legyen, €s ne valtozzon 1,5
egységnél tobbet. A tesztvegylilet torzsoldatanak elkészitésénél nem ajanlott a szerves
elkészitéséhez, akkor az oldoszer végkoncentracidja maximum 100 pL/L lehet, és az értéke
minden tesztedényben egyenld kell, hogy legyen. Ezenkiviil kiilon oldészeres kontroll beallitasa

is sziikséges.

Az eredmények statisztikai értékelhetdségéhez legalabb 5 higitasi szintet kell kialakitani,
melyek maximum 2,2-es szorzéval térnek el egymastol. A koncentraciok kialakitdsanal érdemes
figyelembe venni, hogy a legmagasabb koncentracio 100%-os pusztuldst okozzon, mig a
legalacsonyabb koncentracioban ne lehessen hatdst megfigyelni. Koncentracionként 20 embrid
vizsgalata sziikséges. A tesztet a megtermékenyiilést kdvetd 180 percen beliil el kell kezdeni, a
vizsgalat 24-lyukt lemezen zajlik, ahol minden lyukba 1 embri6 keriil és 2 mL tesztfolyadék
(OECD 2013).

A zebradani6 embrio tesztet a Szent Istvan Egyetem, Akvakultira ¢s Kornyezetbiztonsagi
Intézet, Halgazdalkodési Tanszék munkatarsai segitségével végeztem. A zebradaniokat (1. kép)
recirkulacidés rendszerben (ZebTEC, Tecniplast Inc., USA) tartjdk standard laboratoriumi
koriilmények kozott (25°C, 525 £ 50 uS, 14 h fény, 10 h sotét peridodus). A halakat naponta
kétszer etetik Small Gran granulélt tappal (Special Diets Services Limited International Dietex
GB, Nagy-Britannia) ¢és hetente kétszer Artemia sp. frissen kelt nauplius-larvaival. A halak a
tesztet megeldzd nap délutanjan tenyésztd akvariumba keriiltek (Tecniplast S.p.a, Olaszorszag),
igy masnap reggelre egymassal szinkronban raktdk le az ikraikat. A megtermékenyitett és

egészseéges ikrak levalogatasa mikroszkop segitségével tortént.
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1. kép: Recirkuliacios rendszerben tartott zebradaniok (Forras: SZIE Halgazdalkodasi Tanszék)

A vizsgalt vegyiilet torzsoldatat DMSO-ban készitettem el, €s 6 koncentraciot alakitottam
ki recirkulacios rendszerviz segitségével. Az egyes higitdsokat azonos DMSO koncentraciéra
egészitettem ki (250 pL/L). Az oldoszer koncentracidja magasabb volt az Gatmutato altal javasolt
értéknél (100 pL/L) a hatékonyabb oldhatésag miatt. A higitdsokat 3 percen keresztiil
szonikaltam (20%-os amplitudo, 60 Hz) (Branson Digital Sonifier S-450 102C, Emerson
Industrial Automation, USA).

A zebraddnié embrid tesztet az OECD 236-0s utmutaté (OECD 2013) alapjan végeztiik,
azzal az eltéréssel, hogy a vizsgalat id6tartamat 96 6rar6l 120 6rara noveltiik. Erre azért volt
sziikség, hogy a kelés utdn bekodvetkezO rendellenességek is megfigyelhetok legyenek. A
vizsgalatot 4 ismétlésben, koncentracionként sszesen 40 db embridval végeztiik, melyeket 10-
10 embrionként helyeztiink el 24-lyukt lemezeken. Negativ kontrollként a recirkulacios
rendszerviz, mig pozitiv kontrollként a 3,4-dikloéranilin (4 mg/L) szolgalt. Ezenkiviil oldoszeres
kontrollt is bedllitottunk (250 uL/L DMSO). Az embridkat 27 + 1°C-on inkubaltuk és 14 h

vilagos, valamint 10 h s6tét fotoperiddust biztositottunk szamukra.

Az esetleges fejlodési rendellenességeket a teszt kezdete utan 24, 48, 96 és 120 oraval
jegyeztiik fel, mely id6pontok az embriogenezis utols6 3 fejlodési szakaszat fedik le. A fejlodési
rendellenességeken tal naponta feljegyeztiikk az elpusztult embridk szamat és a 96. 6rdban a
kelési sikert is. A megfigyeléseket Leica M205SFA sztereomikroszkop (Leica Microsystems
GmbH, Németorszag) segitségével végeztilk. A hatdsos koncentracid szintek meghatarozasa

GraphPad Prism 5.03. programmal (GraphPad Software Inc., San Diego California USA) tortént.
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4.2. Biodegradacios kisérletek Sa-dihidrotesztoszteronnal

Doktori munkam soran a biodegradacios kisérleteket a DHT vegyiilettel valositottam meg.

4.2.1. Biodegradacio €16 sejtekkel

A biodegradacios kisérlethez kivalasztott, a Szent Istvan Egyetem Kornyezetbiztonsagi és
Kornyezettoxikologiai Tanszékének gylijteményébe tartozd6 Rhodococcus ¢és Cupriavidus
torzseket az 9. tablazatban tiintettem fel. A torzseket LB agarra (9.2. melléklet) szélesztettem,
majd a Petri csészéket 72 oOran keresztiil inkubaltam 28°C-on. Az inokulum elkészitéséhez
egyetlen izolalt teleppel LB tapoldatot (9.2. melléklet) oltottam be, melyet szintén 72 o6ran
keresztiil inkubaltam (28°C, 170 rpm) hiit6-f(itd razogépben (Certomat BS-1, Sartorius Stedim
Biotech GmbH, Németorszag). A bontasi kisérletben kontrollként mikrobamentes LB tapoldatot
¢s bontasi képességgel nem rendelkezd E. coli TOP10-es torzset alkalmaztam, melyek az
abiotikus veszteség meghatdrozasara szolgaltak. A kisérlethez 3 parhuzamos bontasi rendszert
allitottam be 300 mL-es Erlenmeyer lombikokban. A DHT kiindulési koncentracidja a
tapoldatban 100 pg/L (0,344 uM) volt. Az inokulum sejtsiiriiségét 600 nm-en (ODggo) 0,6-ra
allitottam be. A DHT-t, inokulumot (5 mL) és LB tapoldatot (45 mL) tartalmaz6 lombikokat 72
Oran at, 28°C-on inkubdaltam és 170 rpm-mel razattam. A 72. éraban levett feliiliszo és pellet
mintdk DHT tartalmat gazkromatografia-tomegspektrometrias (GC-MS) méréssel (4.2.3.1
fejezet), mig a feliilluszd6 mintdk androgén aktivitasat és sejttoxikus hatasat a BLYAS ¢és BLYR

teszt (4.2.3.2 fejezet) segitségével hataroztam meg.

9. tablazat: Az Sa-dihidrotesztoszteron biodegradacios kisérlethez kivalasztott baktérium torzsek

Baktérium faj Torzsjel
Rhodococcus erythropolis AK35
Rhodococcus globerulus AK36
Rhodococcus pyridinivorans AK37
Rhodococcus gordoniae AK38
Rhodococcus ruber AK41
Rhodococcus aetherivorans AK44
Rhodococcus coprophilus N774
Rhodococcus pyridinivorans K402

Cupriavidus basilensis BRB6A
Cupriavidus basilensis OR16
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4.2.2. Biodegradacio extracellularis kivonattal

Vizsgalataimhoz a Rhodococcus pyridinivorans AK37-es torzset valasztottuk ki, mivel a
torzs teljes genomszekvencidja rendelkezésiinkre allt, és szdmos szteroid bontasért felelds
enzimet kodold gént azonositottak benne (3-ketoszteroid-9a-hidroxilaz, 3-ketoszteroid-o-
dehidrogenaz, 3-ketoszteroid-1-dehidrogenaz ¢és szteroid-o-izomeraz) (Kriszt et al., 2012). Els6
Iépésként 45 mL LB tapoldatot 5 mL R. pyridinivorans AK37 inokulummal (ODgyp= 0,6)
oltottunk be, majd 72 6ran keresztiil inkubaltuk (28°C) és 170 rpm fordulatszammal razattuk.
Ezutan a tenyészetet lecentrifugaltuk (19721,52 g, 4°C, 20 perc), majd 1 mL atsziirt (0,22 pm)
feliiluszot pipettaztunk steril 1,5 mL térfogata centrifugacsdovekbe, melyekben 100 ng/L DHT
koncentraciot allitottunk be. A centrifugacsoveket 28°C-on inkubaltuk 12 éran keresztiil. A
sejtmentes bontési vizsgalatban 3 kiilonb6z6 kontrollt alkalmaztunk: (1) LB tapoldatot és 100
ng/L DHT-t tartalmazo kontrollt, (2) hésterilezéssel kezelt (121°C, 20 perc, 1 bar) extracelluléaris
kivonatot (Alberts et al., 2006) és (3) 1 mg/mL koncentracidju proteinaz K-val és 0,1%-0s SDS-
szel (sodium dodecyl sulphate) kezelt (37°C, 6 ora) extracellularis kivonatot (Alberts et al.,
2006). A (2) és (3) kontrollokban a kezelést kovetéen 100 ng/L DHT koncentraciot alakitottunk
ki. A hdsterilezés, illetve a proteindz K + SDS alkalmazésa a feliiluszoban jelenlévé enzimek

inaktivalasara szolgalt.

Az enzimtermelés konstitutiv vagy indukalt jellegének meghatarozasahoz SDS-PAGE
(sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis) (10%-os gél) modszert (Laemmli
1970) alkalmaztunk, mely megvalésitisaban Dr. Téth Akos (Nemzeti Agrarkutatisi és
Innovécios Kozpont) és Risa Anita (SZIE Kornyezetbiztonsagi és Kornyezettoxikologiai
TanszEék) nyujtottak segitséget. A vizsgalathoz kétféle extracellularis kivonatot hoztunk 1étre. A
DHT el6inkubacio nélkiili extracellularis kivonathoz a R. pyridinivorans AK37 tenyészetét (45
mL LB, 5 mL inokulum) 72 éran keresztiil inkubaltuk (28°C, 170 rpm), majd lecentrifugaltuk
(19721,52 g, 4°C, 20 perc). A DHT-val indukalt extracellularis kivonathoz a R. pyridinivorans
AK37 tenyészetében (45 mL LB, 5 mL inokulum) 100 pg/L DHT koncentréaciot alakitottunk ki,
majd a tenyészetet 72 o6ran keresztiil inkubaltuk (28°C, 170 rpm). Az inkubéacios id6 lejarta utan
szintén lecentrifugaltuk (19721,52 g, 4°C, 20 perc) a tenyészetet. Az SDS-PAGE modszerhez a
feliiliszé mintékat liofilizalassal koncentraltuk. A kétféle extracellularis kivonat fehérjeprofiljat
2-2 péarhuzamosban hasonlitottuk Ossze. Az SDS-PAGE moddszernél alkalmazott 10%-os
elvalasztd gél, a gyijtd gél, a futtatdé puffer és a 2-szeres toltd puffer Osszetétele a 9.4.
mellékletben talalhat6. Molekulasuly markerként PageRuler Prestained Protein Ladder 170, 130,
100, 70, 55, 40, 35, 25 kDa (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) keriilt alkalmazasra. A futtatas
az elvalasztod gélig 80 V fesziiltséggel (kb. 1,5 6ra), majd a gél aljaig 130 V fesziiltséggel tortént
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(kb. 3 ora). A gél festése PAGE-Blue (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) fehérje festékkel

tortént, a gyarto utasitasa szerint.

4.2.3. A biodegradacios hatékonysag vizsgalata

423.1. A biodegradacidos kisérletekb6l szarmazé mintdk DHT tartalmanak

meghatarozasa GC-MS méréssel

A kémiai analitikai mérések a Wessling Nemzetkozi Kutatd és Oktatd Kozpont Kozhasznt
Nonprofit Kft. (WIREC, Magyarorszag) laboratoriumaban zajlottak. A minta-el6készités soran a
feliilisz6 mintdk eredeti mintatartd edényiikben 25 pg/L-es koncentracioju deuteralt
epitesztoszteron (epitesztoszteron-Ds3) kisérOstandarddal lettek adalékolva, majd homogenizélva;
mig a pelletek esetében 25 ng deuteralt epitesztoszteron kisérdstandard adagolasa segitette a
mérést. A mintak ezutan 4 mL térfogat liveg ampullakba keriiltek. Mindkét mintatipus ¢€s az
eredeti mintatarté centrifugacsdvek extrahalasa kovetkezett 2x1 mL ciklohexdnnal, majd az
tivegampulldk és az centrifugacsovek tartalma Osszedntésre keriilt, melyet 30 masodperces
(epitesztoszteron-Ds) lett kiegészitve egy ujabb tartoedényben. Ezutan a ciklohexanos fazisok
nitrogénaramu beparlasa (40°C) kovetkezett. A beparlasi maradékok szarmazékképzése
bisz(trimetilszilil)trifluoracetamiddal tortént. A szarmazékképzési reakcidhoz 5 masodperces
homogenizalast kovetéen 30 perces, 80°C-on torténd szaritdsra (szaritdoszekrényben) volt

sziikség. A szarmazékolt célvegyliletek meghatarozasa GC-MS technikaval tortént. A modszer
100 pg/L koncentracioig linearis az alsé meghatarozasi ponttol, mely a feliiliszo esetében 1
ug/L, mig a pellet esetében 0,66 pg/L. A vizsgalatok a feliiliszo €s a pellet mintak esetében is 3

parhuzamosban zajlottak, kivéve az E. coli TOP10-es torzs esetében, ahol a pellet mintabol csak

1 mérés tortént.

4232. A biodegradacidos kisérletekb6l szarmazd feliluszé mintak bioldgiai

hatasanak elemzése

A feliilisz6 mintdk androgén és sejttoxikus hatdsanak vizsgalatat a 4.1.1.1 fejezetben
ismertetett eljaras alapjan végeztem. A vizsgdland6 feliiliszé mintdkbol 20 pL-t adagoltam a
mikrotiter lemez megfeleld részeibe, 3 parhuzamosban. A vizsgalatok soran pozitiv kontrollként
a bontasi kisérletbdl szarmazd kontrollokat, illetve DHT higitasi sort hasznaltam. Negativ
kontrollként 20-20 puL metanolt, ill. LB tapoldatot, valamint csak a tesztszervezetet tartalmazé
kontrollt alkalmaztam. A mintdkra 180 puL bedllitott sejtsiiriségli (ODgopo= 1) BLYAS, illetve

BLYR inokulumot mértem. A feliilisz6 mintdk androgén hatdsdt biolumineszcencia
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intenzifikacids értékben adtam meg, mely szdmitasa a 2. egyenlet alapjan tortént (Froehner et al.,

2002; Krifaton et al., 2013):

Biolumineszcencia intenzifikacié (%)= (-1)*(K-M)/K*100 (2. egyenlet)

ahol
K: a parhuzamos negativ kontrollokban mért biolumineszcencia értékek atlaga
M: a parhuzamos feliilusz6 mintdkban mért biolumineszcencia értékek atlaga.

A feliilusz6 mintdk sejttoxikus hatdsat szdzalékos biolumineszcencia gatlasi értékben

adtam meg, melyhez a 2. egyenlet (-1)-szeres értéket vettem (Froehner et al., 2002).
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5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1. Az UV-sziiro vegyiiletek biologiai hatasmérése

Eredményeim koziil eloszor a vizsgalt négy UV-sziird (BP-3, 4MBC, EHMC ¢és OC)

esetében tapasztalt eredményeket (hormonhatas, sejttoxikus hatds) ismertetem.

5.1.1. Hormonhatas és sejttoxikus hatas vizsgalata bioriporter rendszerekkel

5.1.1.1. Az UV-szurd vegyuletek sejttoxikus hatasa

A 4.1.1.1 fejezetben leirt és elvégzett BLYR teszt alapjan a vizsgalt koncentracio
tartomdnyban a tesztelt UV-szlirdk koziil egyediil a BP-3 rendelkezett sejttoxikus hatéssal (8.
abra). A 3 parhuzamos mérés atlaga alapjan az ICs érték 46,7 = 2,66 uM (10,66 = 0,61 mg/L), a
95%:-o0s konfidencia intervallum (CI) 35,9-60,8 uM, az R? érték 97,5%, mig a Hill Slope értéke -
1,2 lett. A BP-3 esetében, az Osztrogén, androgén, antidsztrogén €s antiandrogén tesztekben, a
BLYR tesztben a legmagasabb, megfigyelhetd hatast még nem okozo6, 11,2 = 1,20 uM (2,56 +
0,27 mg/L) koncentracidig lehet a hormonhatést egyértelmiien megallapitani. Ennél magasabb
koncentraciokhoz tartoz6 eredmények esetében a hormonhatést és a sejttoxikus hatast nem lehet

elkiiloniteni egymastol.
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8. dbra: A 4 UV-sziiré vegyiilet hatisa a Saccharomyces cerevisiae BLYR torzs fénykibocsatasara, illetve a
metanolt és BLYR torzset tartalmazé kontroll altal kivaltott biolumineszcencia érték atlaga
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Kunz ¢és Fent (2006) a BP-3 hatdsat vizsgaltdk egy rekombinans S. cerevisiae torzs
szaporoddsara, azonban nem talaltak a vegyiiletet sejttoxikus hatastinak, mivel nem tapasztaltak
abszorbancia csokkenést 620 nm hullamhosszon. A S. cerevisiae BLYR torzs és a rekombinans
S. cerevisiae esetében az egymasnak ellentmondé eredményt feltehetdleg az okozhatta, hogy a
biolumineszcencia érzékenyebben valtozik az adott vegyiilet hatdsara, mint a sejtszaporodas,
hiszen a biolumineszcencidért felelés gének, illetve enzimek miikodésének gatldsa még nem
feltétlentil jar a sejt pusztulasaval. A BP-3 toxikusnak bizonyult mas egysejtlii szervezetekre is,
mint pl. a Photobacterium phosphoreum baktériumra (Liu et al., 2015a), az Isochrysis galbana
algara (Paredes et al., 2014), a Desmodesmus subspicatus algara (Sieratowicz et al., 2011) és a
Tetrahymena thermophila csillos egysejtiire (Gao et al., 2013). Ez utdbbi vizsgalatok az altalam

kapott eredményt erdsitik meg, azaz igazoljak a BP-3 sejttoxikus hatasat.

A 4MBC, az EHMC ¢és az OC nem volt sejttoxikus hatdst sem a BLYR torzsre, sem a

Kunz és Fent (2006) altal alkalmazott rekombinans S. cerevisae torzsre.

5.1.1.2. Az UV-szlird vegyiiletek 0sztrogén hatisa

A 4.1.1.1 fejezet alapjan elvégzett Osztrogén hatast mérd tesztben a BP-3 esetében a
vegylilet sejttoxikus hatdsa miatt forditott U-alaku gorbét kaptam (9. ébra). A sejttoxikus hatés
kovetkeztében a BLYES torzzsel nem lehetett a BP-3 Gsztrogén hatasat teljes mértékben
felderiteni, igy csupdn NOEC értéket hataroztam meg. A 4MBC esetében parcialis dsztrogén
hatést tapasztaltam, a koncentracio-valasz gorbe szigmoid alaku volt (9. dbra). Az EHMC ¢és az

OC nem rendelkezett 6sztrogén hatéssal.
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9. abra: A 4 UV-sziiré vegyiilet 6sztrogén hatasanak mérése a Saccharomyces cerevisiae BLYES torzzsel,
illetve a pozitiv kontroll 17B8-6sztradiol (E2) altal kivaltott maximalis biolumineszcencia érték atlaga

A BP-3 ¢és a 4MBC esetében kapott NOEC értékeket és a AMBC ECs értékét a 10. tablazat

tartalmazza.

10. tablazat: A benzofenon-3 és a 4-metilbenzilidén kamfor esetében az 6sztrogén tesztben kapott NOEC és
ECs értékek atlaga és szorasa, a 95%-os konfidencia intervallum (CI), R? és Hill Slope értékek. (n.a.= nincs
adat)

Vegyiilet NOEC (uM) | ECso (1M) | 95% CI (M) R’ (%) S}l{)l:)le
Benzofenon-3 1,22 £ 0,06 n.a. n.a. n.a. n.a.
4-metilbenzilidén | 155, 555 | 4044162 30-54,4 97.8 22
kamfor

A BP-3 0Osztrogén hatasat a szakirodalmi adatok is alatdmasztjak. Kunz ¢és Fent (2006)
rekombinans S. cerevisiae torzzsel végzett vizsgalatdban a vegylilet parcialis Osztrogén
hatastinak bizonyult, ECs, értékként 18,6 uM koncentraciot kaptak. A BP-3 0sztrogén hatasu
volt az MCF-7 mellrédksejtvonalon is (Schlumpf et al., 2001), ahol 3,73 uM koncentraciéban

novelte 50%-kal a sejtproliferaciot.
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Ellentétben az altalam kapott eredménnyel, a 4MBC nem volt Osztrogén hatdsu a
rekombinans S. cerevisiae torzzsel vizsgalva (Kunz & Fent 2006) (9.5. melléklet). Schmitt és
mtsai (2008) szintén rekombinans S. cerevisiae torzzsel vizsgaltak a 4MBC Osztrogén hatésat,
viszont Schultis és Metzger (2004) altal modositott eljaras alapjan, ahol a sejtfalbonto litikaz
enzimet adtak a tesztrendszerhez, hogy megkonnyitsék a vegylilet bejutasat a tesztszervezetbe. E
madszer segitségével a BLYES teszthez hasonldan parcidlis 6sztrogén hatast mutattak ki. ECs
értekként 44,3 uM koncentraciot kaptak, mely megegyezik az éaltalam kapott értékkel. MCF-7
mellrdksejtvonalon szintén Osztrogén hatastinak bizonyult, 3,02 uM koncentraciénal ndvelte

50%-kal a sejtproliferaciot (Schlumpf et al., 2001).

Az EHMC-t és az OC-t Kunz és Fent (2006) sem talaltdk Osztrogén hatastnak a
rekombinans élesztd tesztben (9.5. melléklet). Az altalam, illetve Kunz és Fent (2006) altal
kapott eredményekkel ellentétben az EHMC 06sztrogén hatdst mutatott az MCF-7
mellraksejtvonalon (ECs¢= 2,37 uM) (Schlumpf et al., 2001).

5.1.1.3. Az UV-szlird vegyiiletek androgén hatasa

A 4.1.1.1 fejezetben bemutatott BLYAS teszt alapjan egyik UV-sziird sem bizonyult

androgén hatastinak (az eredményeket nem dbrazoltam).

Ma ¢és mtsai (2003) a BP-3, 4AMBC ¢s EHMC androgén hatasat vizsgalva nem tapasztaltak
androgén hatast az MDA-kb2 humén mellraksejtvonalon. Suzuki és mtsai (2005) NIH3T3
sejtvonalon végzett vizsgalatai alapjan a BP-3 nem bizonyult androgén hatastinak. Kunz és Fent
(2006) szintén nem taldlta androgén hatasinak a BP-3-at és a 4MBC-t a rekombindns élesztd
tesztben, viszont az EHMC ¢és az OC esetében parcidlis androgén hatést tapasztaltak (9.5.
melléklet), az ECsy érték 10,1 mM ¢és 0,628 mM volt. Elképzelhetd, hogy a rekombinans S.
cerevisiae esetében a hosszabb inkubacios 1d6 lehetdvé tette az EHMC és OC parcialis androgén

hatasanak kimutatésat.

5.1.1.4. A Saccharomyces cerevisiae BLYES és BLYAS toOrzsek antagonista

tesztekben valo alkalmazhatosdganak vizsgalata

A S. cerevisiae BLYES, illetve BLYAS torzsekkel még nem végeztek antagonista hatés
vizsgalatokat, ezért megvizsgaltam, hogy alkalmasak-e az antidsztrogén, illetve antiandrogén
hatdsok mérésére. Ehhez az ismerten antiosztrogén 4HT (4-hidroxitamoxifen) és ismerten

antiandrogén FT (flutamid) vegyiiletekre teszteltem a torzsek érzékenységét.
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Els6 1épésként meghataroztam a vizsgalathoz sziikséges agonista vegyiiletek 65%-o0s hatast
kivaltd koncentracigjat a 4.1.1.1 fejezetben bemutatott és elvégzett BLYES és BLYAS
tesztekben kapott szigmoid gorbék alapjan (10. abra). A DHT esetében az ECgs érték 30 + 3,31
nM, mig az E2 esetében 2,82 + 0,47 nM lett.
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10. abra: A Saccharomyces cerevisiae BLYAS és BLYES tesztszervezetek biolumineszcencia valtozasa

az So-dihidrotesztoszteron (DHT), illetve a 17B-6sztradiol (E2) hatasara

Az antagonista tesztek el6tt leellendriztem a 4HT ¢€s FT hatédsat a sejttoxikus hatast méré S.
cerevisiae BLYR torzsre (4.1.1.1 fejezet). Egyik vegyiilet sem volt sejttoxikus hatast a vizsgalt

koncentraci6 tartomanyban (az eredményeket nem abrazoltam).

A 11. abran a 4HT koncentracid-valasz gorbéje lathato a 4.1.1.2 fejezet alapjan elvégzett

antidsztrogén tesztben. A NOEC és 1Cs értékeket a 11. tablazat tartalmazza.
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11. dbra: A Saccharomyces cerevisiae BLYES torzs érzékenysége a 4-hidroxitamoxifen (4HT) vegyiiletre az
antiosztrogén tesztben, illetve a 176-6sztradiol (E2) 65%-o0s hatasos koncentracioja (ECgs) altal kivaltott

atlagos biolumineszcencia

A FT esetében — a 4HT-hez hasonldéan — forditott szigmoid alaki koncentracio-valasz

gorbét kaptam (12. abra). A BLYAS tesztben (4.1.1.2 fejezet) a FT antiandrogén hatastunak

bizonyult (11. tablazat).
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12. abra: A Saccharomyces cerevisiae BLYAS torzs érzékenysége a flutamid (FT) vegyiiletre az antiandrogén
tesztben, illetve az Sa-dihidrotesztoszteron (DHT) 65%-o0s hatiasos koncentracidja (ECgs) altal kivaltott
atlagos biolumineszcencia

11. tablazat: A 4-hidroxitamoxifen és a flutamid esetében az antiosztrogén, illetve az antiandrogén tesztekben
kapott NOEC és IC;, értékek atlaga és szorasa, a 95%-os konfidencia intervallum (CI), az R? és Hill Slope
értéke

0
Vegyiilet NOEC (uM) IC59 (UM) 9?:;51 R’ (%) Hill Slope
. . - . 0,14 £ 0,04 0,47 £ 0,08 0,42-0,51 99,3 -1,47
hidroxitamoxifen
Flutamid 2,11 £0,39 9,45+1,03 | 8,41-10,47 98,9 -1,74

Kunz és Fent (2006) rekombindns ¢€lesztd tesztszervezettel végzett vizsgalataban a 4HT
ICsg értékére 0,49 = 0,21 uM, mig a FT ICsg értékére 4,32 + 1,81 uM koncentraciot kaptak, mely

értékek nagysagrendileg megegyeznek az dltalam kapott értekekkel (11. tdblazat).

Az eredmények alapjan megallapithato, hogy mind a BLYES, mind a BLYAS torzs

alkalmas antagonista tesztekben val6 alkalmazésra, mint tesztszervezet.

5.1.1.5. Az UV-szlrd vegyiiletek antigsztrogén hatasa

A BP-3 esetében, a 4.1.1.2 fejezetben leirt és elvégzett antidsztrogén tesztben habar
tapasztaltam biolumineszcencia gatlast (13. abra), az csupan abban a koncentracio tartomanyban

kovetkezett be, ahol a BLYR torzs mar sejttoxikus hatést jelzett, igy a vegyiilet antidsztrogén
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hatasat nem lehetett megallapitani (9.5. melléklet). Eredményemmel ellentétben Kunz és Fent
(2006) a BP-3-at talalta a legerdsebb antidsztrogén hatasti vegyiiletnek a vizsgalt UV-sziir6k

kozil.

A 4MBC antidsztrogén hatast mutatott (13. dbra), azonban a koncentracid-valasz gorbe
lehetett késziteni metanolban. A tapasztalt antiosztrogén hatas nem tekinthetd jelentésnek, mivel
a pozitiv kontroll 4HT NOEC értékéhez képest (0,14 + 0,04 uM) a 4MBC antidsztrogén hatasa 4
nagysagrenddel magasabb koncentracional jelentkezett. E vizsgélat eredményeivel ellentétben
Kunz ¢és Fent (2006) rekombindns ¢lesztdvel vizsgalva, az antifsztrogén tesztben teljes
koncentracio-valasz gorbét kapott a 4AMBC esetében (ICsp= 87,3 uM) (9.5. melléklet). A BLYES
torzzsel ¢és a rekombinans S. cerevisiae torzzsel kapott eredmények kozotti kiilonbség
feltehetdleg az eltéré inkubacios idobdl adodott. A BLYES torzs esetében az inkubécids id6 5
ora (Sanseverino et al., 2005), mig a rekombinans S. cerevisiae torzs esetében 72 oOra volt

(Sohoni és Sumpter, 1998).

Az EHMC ¢és OC esetében teljes koncentracid-valasz gorbét kaptam az antidsztrogén
tesztben (13. abra). A NOEC és ICs értékeket az 12. tdblazat tartalmazza. A teszt eredménye
alapjan az EHMC ¢és OC nem rendelkezik jelentds antiosztrogén hatassal a 4HT NOEC ¢és ICs
értékeihez képest (11. tablazat). Kunz és Fent (2006) vizsgélataikban szintén teljes koncentracio-
valasz gorbét kaptak az EHMC és OC esetében (9.5. melléklet). Az EHMC ICs értéke (4,3 mM)
nagysagrendileg megegyezett a BLYES tesztben kapott értékkel, mig az OC esetében az 1Csg
érték (2,57 mM) egy nagysagrenddel alacsonyabb volt, mint a BLYES tesztben (12. tdblazat).
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13. dbra: A 4 UV-sziir6 vegyiilet antiosztrogén hatasa a Saccharomyces cerevisiae BLYES torzzsel vizsgalva,
illetve a 17B-6sztradiol (E2) 65%-o0s hatasos koncentracidja (ECgs) altal kivaltott atlagos biolumineszcencia

12. tablazat: Az etilhexil-metoxicinnamat és az oktokrilén antiosztrogén tesztben kapott NOEC és ICs, értékei
atlaggal és szorassal, illetve a 95%-os konfidencia intervallum (CI), R? és Hill Slope értékek

(1)
Vegyiilet NOEC (upM) ICso (uM) 9?‘1/;/31 R (%) | Hill Slope
Etilhexil- 1 569, 333 4700 + 406 3166-7184 97.5 -1,01
metoxicinnamat
Oktokrilén 4030 + 2950 15300 £ 4780 5210-66880 97,5 -1,19

5.1.1.6. Az UV-szur6 vegyiiletek antiandrogén hatasa

A 14. abra a vizsgalt UV-sziir6 vegyiiletek antiandrogén hatdsat mutatja be a BLYAS
torzzsel végzett vizsgalatban (4.1.1.2 fejezet). A 14. &bra alapjan mind a 4 UV-sziir6 teljes
koncentracio-valasz gorbét mutatott, az OC esetében rdadasul a hatds nem-monoton gorbével

irhato le.
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14. abra: A 4 UV-sziir6 vegyiilet antiandrogén hatasa a Saccharomyces cerevisiae BLYAS torzzsel vizsgalva,
illetve az Sa-dihidrotesztoszteron (DHT) 65%-o0s hatdsos koncentracidja (ECgs) altal kivaltott atlagos
biolumineszcencia

A BP-3 habar mutatott antiandrogén hatast, a szigmoid gorbe egy része mar a BLYR
torzs altal sejttoxikusnak jelzett tartomanyba esett, igy csupan NOEC értéket (1,82 pM)
hataroztam meg (13. tdblazat). Ez az érték a pozitiv kontroll FT esetében kapott NOEC értékkel
(2,11 £ 0,39 pM) nagysagrendileg megegyezett. A BP-3 antiandrogén hatasat szakirodalmi in
vitro adatok is alatdmasztjak, mivel a BP-3 antiandrogén hatdsunak bizonyult rekombinéns
¢lesztd tesztszervezettel (Kunz & Fent 2006) (9.5. melléklet), HEK 293 sejtvonalon (Nashev et
al., 2010) és U2-OS sejtvonalon (Schreurs et al., 2005) vizsgalva.

A 4MBC szintén jelentds antiandrogén hatdssal jellemezhetd a BLYAS teszt alapjan (13.
tablazat). Ezt a vegyliletet Kunz és Fent (2006) is antiandrogén hatastinak talalta (ICsp= 11,8
uM) a rekombinans ¢éleszto tesztben (9.5. melléklet), ellenben Ma és mtsai (2003) az MDA-kb2

sejtvonalon nem mutattak ki antiandrogén hatést.

Az EHMC bar mutatott antiandrogén hatast (13. tablazat), az ICs, értéke 3 nagysagrenddel
magasabb volt, mint a FT ICs értéke (11. tdblazat). Hasonléan, mint a 4MBC esetében, kevés és
egymasnak ellentmondo in vitro vizsgalat eredménye all rendelkezésre a szakirodalomban az
EHMC antiandrogén hatasaval kapcsolatban. Kunz és Fent (2006) az EHMC-t antiandrogén
hatastnak talalta a rekombinans élesztd tesztben (ICso= 312 puM) (9.5. melléklet), viszont MDA-

kb2 sejtvonalon vizsgalva nem volt antiandrogén hatasu a vegyiilet (Ma et al., 2003).
58



10.14751/SZIE.2019.037

Az antiandrogén tesztben az OC NOEC értéke egy nagysagrenddel alacsonyabb volt, mint
a FT NOEC értéke, azonban az OC ICs értéke 3 nagysagrenddel magasabb volt, mint a FT 1Cs
értéke (11. tablazat és 13. tdblazat). A nem-monoton koncentracio-valasz gorbével leirhatd hatas
nem ritka jelenség az ED vegyiiletek esetében (Cookman & Belcher, 2014; Vandenberg et al.,
2012). Collins és mtsai (1997) a chrysin antiosztrogén hatdsanak mérése soran hasonlo lefutasa
gorbét kaptak, mint az OC esetében kapott gorbe (14. abra). A nem-monoton gorbe lehetséges
magyarazata, hogy az OC az alacsony koncentracié tartomdnyban a receptor masodlagos
kotéhelyéhez kapcsolodik, majd a magasabb koncentracio tartomanyban kompeticié 1ép fel az

OC ¢s a DHT kozott az elsddleges kotohelyért (Collins et al., 1997).

Kunz és Fent (2006) is antiandrogén hatastinak talalta az OC-t (ICsp= 24,5 uM) a
rekombinans élesztd tesztben (9.5. melléklet), azonban nem vizsgéltdk a hatdst a magasabb

koncentracio6 tartomanyokban, ahol a BLY AS torzs szintén antiandrogén hatést jelzett.

13. tablazat: A 4 UV-sziiré vegyiilet antiandrogén tesztben kapott NOEC és ICs, értékei atlaggal és szorassal,
illetve a 95%-os konfidencia intervallum (CT), R* és Hill Slope értékek (n.a.= nincs adat)

NOEC 95% CI R?
Vegyiilet IC M Hill Slope
By (M) o6 ] e | ) P
Benzofenon-3 1,82 +£0,18 n.a. n.a. n.a. n.a.
4-metilbenzilidén |\ o 504 | 3044148 | 21253892 | 992 | -0.89
kamfor
Etilhexil- — 11001 531 | 683042450 | 4811-10088 | 99.2 | -1,026
metoxicinnamat
Oktokrilén 044 =02 | 73402410 | 5598-9506 | 99.0 | -1.831

5.1.1.7. Uj tudomanyos eredménvek (az 5.1.1 fejezet alapian)

1. tézis: A Saccharomyces cerevisiae BLYR torzzsel sejttoxikus hatast mutattam ki a
benzofenon-3 esetében. A vegyiilet a tesztszervezet biolumineszcencidjat 46,7 + 2,66 uM

koncentracional csokkentette 50%-kal.

2. tézis: A Saccharomyces cerevisiae BLYES torzs litikdz enzim hozzdadasa nélkiil is
képes a 4-metilbenzilidén kamfor parcidlis Osztrogén hatasanak kimutatdsara, ellenben a
Saccharomyces cerevisiae rekombinans torzsével (Genetics Department, Glaxo Wellcome plc,

Nagy-Britannia).

3. tézis: A Saccharomyces cerevisiae BLYES ¢és BLYAS torzsek alkalmasak antidsztrogén

¢s antiandrogén hatasok mérésére. A benzofenon-3 esetében antiandrogén, mig a 4-
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metilbenzilidén kamfor, az etilhexil-metoxicinnamat és az oktokrilén esetében antidsztrogén,
illetve antiandrogén hatas mutathatd ki. A S. cerevisiae BLYAS torzzsel az oktokrilén

antiandrogén hatdsa nem-monoton koncentracio-valasz gorbével irhato le.
Az 1., 2. és 3. tézisbe foglalt eredmények a kdvetkezd publikdcioban jelentek meg:

Balazs, A., Krifaton, Cs., Orosz, 1., Szoboszlay, S., Kovacs, R., Csenki, Zs., Urbanyi, B.,
Kriszt, B. (2016): Hormonal activity, cytotoxicity and developmental toxicity of UV filters.
Ecotoxicology & Environmental Safety 131: 45-53. (IF: 3,974; Q1)

5.1.2. Toxikus hatas vizsgalata vizi tesztszervezeteken
A kovetkezd alfejezetekben a BP-3-mal végzett vizi 6kotoxikologiai tesztek eredményei

kertulnek bemutatasra.

5.1.2.1. Aliivibrio fischeri biolumineszcencia gatlasi teszt

A teszt — melyet a 4.1.2.1 fejezetben leirtak alapjan végeztem el — érvényességi
kritériumai teljestiltek, az fk értékek a megadott értéktartomanyon beliilre estek. A szoras értékek
a kontrollban ¢és az egyes mérési pontokban nem haladtdk meg a 3%-os hatart, kivéve az egyik
ismétlés esetében a kontrollban, és az 1:2 higitasi szinten, tovabba egy masik ismétlés esetében

az 1:16 higitasi szinten, ahol minimalis szérastallépést tapasztaltam.

A BP-3 hatasat 8,33-0,52 mg/L (36,5-2,28 uM ) koncentraciok kozott vizsgaltam az A.
fischeri baktérium fénykibocsatasara (15. abra). A BP-3 1,16 £ 0,51 mg/L (5,09 + 2,25 uM)
koncentracioban 20%-kal, mig 5,55 + 0,97 mg/L (24,3 £ 4,24 uM) koncentracioban 50%-kal

gatolta az A. fischeri fénykibocsatasat.
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15. dbra: A benzofenon-3 hatasa az Aliivibrio fischeri fénykibocsatasara

A BP-3 tengeri baktériumokra kifejtett toxikus hatasat eddig kevesen vizsgaltak. Zhuang
¢s mtsai (2013) szintén A. fischeri baktériummal tesztelték a BP-3 toxicitasat. A 30 perces
kontaktidot kdvetden 1C, értékként 33,32 mg/L (146 uM), mig ICs, értékként 151,1 mg/L (662
uM) koncentraciot kaptak. Zhang €s mtsainak (2017) vizsgalata is meger0sitette, hogy a BP-3
toxikus az A. fischeri baktériumra. 1Cs értékként 13,4 mg/L (58,7 uM) koncentraciot kaptak 15
perces kontaktid6t kovetden. Liu és mtsai (2015a) kiilonbozd BP-tipusti vegyiiletek hatasat
tesztelttk az A. fischeri baktériumhoz hasonléan tengeri, lumineszcens Photobacterium
phosphoreum baktériumon. A BP-3 esetében az ICsy érték 14,27 mg/L (62,5 uM) lett 15 perc

inkubaciods id6 elteltével.

Vizsgalatomban az ICs, érték jelentdsen alacsonyabb volt, mint Zhang €s mtsai (2017),
illetve Zhuang ¢és mtsai (2013) kisérletében. A kiilonbség egyrészt adddhatott az eltérd
inkubacios 1d6, masrészt a kiilonbozé mennyiségli oldoszer alkalmazasabol. Kisérletemben a
DMSO végkoncentracioja 1,65 V/V % volt, mig Zhuang és mtsai (2013) aceton és DMSO
keverékében oldottdk a BP-3-at, ahol az oldoszerkeverék végkoncentracidja 0,01 V/V % volt.
Zhang ¢s mtsai (2017) szintén DMSO-t hasznaltak oldoszerként, melynek koncentracidja 1 V/V
% alatt volt. A nagyobb mennyiségli olddszer alkalmazisa nodvelhette a BP-3 biologiai

hozzéaférhet6ségét az A. fischeri szamara, igy alacsonyabb ICs, értéket eredményezhetett.
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5.1.2.2. Zebradani6 (Danio rerio) embrio teszt (OECD 236)

A zebradanié embri6 teszthez a vizsgalni kivant BP-3 koncentraciokat eldkisérlet alapjan
hatdroztam meg 0gy, hogy a legmagasabb koncentracional 100%, mig a legalacsonyabb
koncentracional 10% alatt legyen a kumulativ mortalitas. Az eldkisérlet alapjan kivalasztott
koncentraciok a kovetkezok voltak: 25 mg/L (110 uM), 18 mg/L (78,9 uM), 12 mg/L (52,6 uM),
7 mg/L (30,7 uM), 5 mg/L (21,9 uM) és 1 mg/L (4,38 uM).

A teszt — melyet a 4.1.2.2 fejezetben leirtak alapjan végeztem el — érvényességi
kritériumai teljesiiltek, mivel a kumulativ mortalitas a negativ és az olddszeres kontrollban 10%
alatt volt, mig a pozitiv kontrollban 75% volt a teszt végén. A kelési siker mind a negativ, mind
az olddszeres kontrollban 95-95% volt, mig a pozitiv kontroll esetében egyik ikra sem kelt ki. A
negativ kontrollban nem fordult elé egyik embrional sem fejlédési rendellenesség a teszt soran,
illetve az oldoszeres kontrollban sem, egy embridt kivéve, melynél nem toltédott fel az
uszoholyag. A rendszerviz homérséklete €és oldott oxigén tartalma is megfelelt az eldirt
feltételeknek. Mivel az oldoszeres kontroll esetében kapott eredmények megfeleltek az
érvényességi kritériumoknak, igy az eléirt 100 uL/L maximalis oldoszer koncentracio tullépése

(250 uL/L DMSO) nem befolyasolta a vizsgalat eredményeit.

A BP-3 koncentracié-fliggé moédon novelte az elpusztult zebradanié embridk szamat (16.
abra). A megtermékenyitést kovetd 72., 96. és 120. 6raban a kovetkezd LCsy értékeket kaptam:
17,6 = 0,36 mg/L (77,3 = 1,56 uM), 16 + 0,74 mg/L (70,2 £+ 3,23 uM) és 12,14 + 0,98 mg/L
(53,2 £ 4,29 uM). Az LCs értékek az id6 eldrehaladtaval csokkend tendenciat mutattak (14.
tablazat).
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16. abra: A benzofenon-3 hatasara elpusztult zebradanié embridk szazalékos aranya a megtermékenyitést
koveto 72., 96. és 120. éraban

Du és mtsai (2017) 96 6ras zebradanio akut tesztben 3,89 mg/L (17 uM) koncentraciot
kaptak LCs értékként. Bliithgen és mtsai (2012) felnétt és embri6 zebradanion vizsgaltdk a BP-3
toxicitasat, viszont alacsonyabb koncentracio tartomanyban (600-10 pg/L; 2,63-0,044 uM), mint
az altalam, illetve Du és mtsai (2017) altal végzett vizsgalatban. Az embriok 120 6raig, mig a
felndtt halak 14 napig voltak kitéve a BP-3-nak. A tesztek végén egyik esetben sem tapasztaltak
pusztulést, az embridk sz6 mozgéasaban nem volt megfigyelhetd rendellenesség, viszont a BP-3
mind a felnétt, mind az embrid zebraddniok hormonrendszeréhez kapcsolddd gének atirodasat
befolyasolta. Felndtt japan medaka esetében a BP-3 96 o6ras vizsgalatban szintén pusztuldst
okozott, az LCs érték 3,79 mg/L (16,6 uM) volt (http21). A 96 6ras zebradani6 (Du et al., 2017)
¢s japan medaka (http21) akut tesztekben a BP-3 esetében kapott LCsy értékek megegyeztek,
tehat a két faj felndtt egyedei azonos érzékenységgel rendelkeztek a pusztulas tekintetében.
Zebradanio embriokkal végzett vizsgalatomban azonban a 96. 6rdban kapott LCsy érték
magasabbnak bizonyult, mint a felnétt zebradanié €s a japan medaka esetében kapott értékek
(Du et al., 2017; http21). A pusztulas tekintetében tehat a zebradanido embriok kevésbé voltak
érzékenyek, mint a felnétt zebraddniok. Az eltérés adddhat az ¢életszakaszok kozotti
érzékenységbeli kiilonbségbdl, illetve az ikrahéj akadalyozhatta a vegyiilet embrio altali
felvételét (Henn & Braunbeck 2011).
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Irodalmi adatok alapjan a BP-3 maximalis kornyezeti koncentracidja 3,3 pg/L
(tengerviz) (Tarazona et al., 2010). Eredményeim, illetve a szakirodalom alapjan (Bliithgen et
al., 2012; Du et al., 2017; http21) a BP-3 a kornyezetben eddig ismert legmagasabb

koncentraciojanal magasabb koncentraciokban letalis zebradaniora és japan medakara.

Vizsgalatomban a BP-3 expozicidé a zebradanié embridk farki részének torz fejlodését
eredményezte (17. abra; 2. kép D-F). A torz farku embriok szdma a koncentraci6 fiiggvényében

novekedett (ECso= 10,16 = 1,51 mg/L; 44,5 + 6,6 pM) (14. tablazat).
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17. dbra: A benzofenon-3 hatisa a zebradanié embriok farki részének fejlodésére a megtermékenyitést
kovetd 72. 6raban

Incardona ¢és mtsai (2004) vizsgalatdban az aromas gylris fluorén, fenantrén ¢&s
dibenzotiofén szintén a farki rész torzulasat okozta zebraddni6 embrioknal. Mindemellett a
dibenzotiofén és a fenantrén perikardialis- és szikddémat, tovabba szivproblémakat is okozott,
mely a hati és farki rész gorbiiletét eredményezheti. A nem megfeleld keringés karosan
befolyasolhatja a vese fejlédését az embridkban, mely szintén okozhat szikodémat (Incardona et
al., 2004). Kisérletem soran tobb embrional is tapasztaltam szikodémat (2. kép F) és perikardialis
odémat (2. kép E), melyek lehetséges, hogy hozzdjarultak a torz farokrész kialakuldsdhoz. A

izomrostok elvaltozasa is (Huang et al., 2010).
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A BP-3 koncentracio-fiiggd mdodon gatolta az Gszoéholyag feltoltddését (18. abra; 2. kép
C-F), az ICs érték 7,28 £ 0,52 mg/L (31,9 + 2,28 uM) volt (14. tablazat).
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18. dbra: A benzofenon-3 hatisa a zebradanié embriok tiszohélyag feltoltésére a megtermékenyitést koveto
120. 6raban

Az uszoholyagnak jelentds szerepe van a halak Uszasaban, igy a feltoltddés hidnya
akadalyozza a taplalékszerzésben, a ragadozok eldl vald elmenekiilésben és a szaporodasban is

(Gee 1983), mely tényezok gatlasa a hal pusztulasahoz vezethet.

A szakirodalom szerint az aromas gytriivel rendelkezé molekuldk — mint példaul a BP-3
is — akadalyozhatjdk az tiszohdlyag feltoltését (Incardona et al., 2004). Hagenaars ¢és mtsai
(2011) perfluor-tartalmti vegyiiletek hatdsat vizsgalva szintén az uszoholyag feltoltddésének

hianyat és rendellenes iszomozgést tapasztaltak zebradanié embridknal.

Az uszoholyag feltoltéséhez fontos, hogy a hal képes legyen feliszni a viz-levegd
hatarfeliilethez, és hogy levegot tudjon juttatni az iszohdlyagjaba. A torz farki rész akadalyozza

a halat az uszéasban, igy ez a tényezd is hozzdjarulhat az iszohdlyag feltoltésének hidnyahoz

(Lindsey et al., 2010).
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Az UszoOholyag feltltésében az Uiszohdlyag gazmirigy sejtjei altal termelt feliiletaktiv
vegyiilet is szerepet jatszik, igy a feliiletaktiv vegylilet bioszintézisének géatldsa hozzajarulhat a

feltoltédés elmaradasahoz (Prem et al., 2000).

A BP-3 koncentracio-fiiggd modon gatolta a zebradanié embriok kelését (19. abra), az

ICsp érték 11,94 + 0,27 mg/L (52,3 = 1,20 pM) volt (14. tablézat).
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19. abra: A benzofenon-3 hatiasa a zebraddnié embriok kelési sikerére a megtermékenyitést koveto 96.
oraban

A sikeres keléshez elengedhetetlen, hogy rendelkezésre alljanak a kelési enzimek, illetve
hogy az embrid képes legyen 0Osszehuzodd mozgast végezni. A zebraddniok genomjan a
zebradanio kelési enzim 1-et és 2-t (ZHE1 és ZHE?2) kodolod gének talalhatok meg. A két enzim
koziil az embridk kelését a ZHE1 teszi lehetdvé az ikrahéj elemésztésével (a ZHE2 az evolucio
soran elvesztette funkciojat) (Sano et al., 2008). Elképzelhetd, hogy a BP-3 a ZHEI], illetve az
azt kodoldo gén mukodésének gatlasaval csokkentette a zebraddnid embridk kelési sikerét.
Vizsgéalatomban a BP-3 a zebradani6 embridk farki részének torzuldsat okozta (17. ébra), igy
lehetséges, hogy az akadalyozott mozgas is hozzajarult az alacsonyabb kelési szdzalékhoz. A
BP-3 a japan medaka kelési sikerét is szignifikdnsan csokkentette, 0,62 mg/L (2,72 uM)
koncentracioban. A vizsgalatban az ivarérett halakat 21 napon keresztiil exponaltak BP-3-mal,

majd feljegyezték a létrehozott embriok kelési sikerét (Coronado et al., 2008). A BP-3 nemcsak
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halaknéal, hanem rovaroknal is képes gatolni a kelést, pl. az arvaszinyog larvak kelését
szignifikansan késleltette 0,91 mg/L (4 uM) koncentracidban, 72 ora expozicié soran (Ozéez et

al., 2014).

A 14. tablazat a zebradanido embrid tesztben szamitott 50%-os letdlis, gatlasi és hatdsos
koncentraciokat foglalja Gssze. A letalitdst okoz6 (120 hpf) és a kelési sikert befolyasold
koncentraciok csak kis mértékben térnek el a torz farki fejlédést eredményezd koncentraciotol,
igy elképzelhetd, hogy a kelési siker a torz farki rész miatt csokkent és a két tényezd egyiittesen

az embriok pusztuldsdhoz vezetett.

14. tablazat: A zebradanio (Danio rerio) embrio tesztben szamitott 50%-os letalis (LCsg), gatlasi (ICs), illetve
hatasos (ECsy) koncentraciok a szoras értékekkel.

Torz r R
Hatas Letalis hatas farki | Kelésgatlas Uszoholya,g f’eltoltodes
. gatlas
rész
1d6 (hpf) 72 96 120 72 96 120
LCsIC/ECs 17,6 16 12,14 | 10,16 11,94 7,28
(mg/L)
Szoras 0,36 | 0,74 0,98 1,51 0,27 0,52

A BP-3 az el6z0 bekezdésekben emlitett fejlodési rendellenességeken tal allkapocs
deformaciot is okozott, melyet tobb egyednél is megfigyeltem (2. kép B, D, E). A torz allkapcsu
egyedek szama nem novekedett a koncentracidval, viszont tobb koncentracid csoportban (1
mg/L, 7 mg/L, 12 mg/L, 18 mg/L; 4,38 uM, 30,7 uM, 52,6 uM és 78,9 uM) is eléfordult ez a

deformacio.

Teraoka és mtsai (2002) a 2,3,7,8-TCDD hatésat vizsgaltadk zebradanié embridokon 0,438
nM ¢és 4,38 nM koncentraciok kozott. A 2,3,7,8-TCDD az embridk alsé allkapcsaban
vezetett. A 2,3,7,8-TCDD koncentracio-fiiggd modon csokkentette az als6 allkapocs hosszat,
mivel a koncentraciéo ndvekedésével egyre rovidebb lett az als6 allkapocs. Teraoka és mtsai
(2002) vizsgalatukban feltartak, hogy a 2,3,7,8-TCDD a zebradanié embri6 als6 allkapcsara egy,

az AhR altal szabalyozott folyamat révén fejtette ki a hatésat.

Fong ¢és mtsai (2016) a benzofenon-2 (BP-2) hatasat vizsgaltak szintén zebradéanio

embriok egyedfejlédésére. A BP-2 40 uM ¢és 50 uM koncentraciéban allkapocs deformaciot
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okozott, hasonloan a BP-3-hoz. Elképzelhetd, hogy az allkapocs deformaciot a tobbi BP-tipusu
vegyiilet is képes kivaltani.

A BP-3 éaltal zebraddnié embridkon kivaltott fejlddési rendellenességek, illetve a kelési
siker vizsgdlata a kdrnyezetbdl eddig kimutatott legmagasabb BP-3 koncentracio (3,3 pg/L,
Tarazona et al., 2010) feletti tartomanyban zajlott. Az elvégzett zebradanié embrid teszt igy nem
ad betekintést abba, hogy a kornyezetben eléforduld koncentracioban van-e a vegyiiletnek

teratogén hatasa, azonban segiti a BP-3 hatdsmechanizmusanak megismerését.
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2. kép: A negativ kontrollbdl (A) szarmazd, normal fejlodésii és a benzofenon-3 kezelési csoportokbol (B=1
mg/L; C=5 mg/L; D=7 mg/L; E= 12 mg/L; F= 18 mg/L) szarmazd, fejlédési rendellenességet mutatd
zebradanié (Danio rerio) embriék, ahol sb: iszéhdlyag; jd: allkapocs deformacié; gd: béltagulat; td: farok
deformacio6; po: perikardialis 6déma; yo: szikodéma. (Leica M205FA sztereomikroszkop, Leica Microsystems
GmbH, Németorszag) (Forras: Dr. Kovacs Rébert, SZIE Halgazdalkodasi Tanszék)
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5.1.2.3. Uj tudomanyos eredmények (az 5.1.2 fejezet alapjan)

4. tézis: A 120 6ras zebradanio (Danio rerio) embrio teszt alapjan megallapithatd, hogy a
benzofenon-3 (BP-3) letdlis az embridkra (LCsoi20np= 12,14 + 0,98 mg/L), tovabba olyan
fejlédési rendellenességeket eredményez, mint torz farki rész, az Uszoholyag feltdltésének
hidnya, illetve allkapocs deformacid. Ezenkiviil a BP-3 csokkenti a zebradanio embridk kelési

sikerét is.
A 4. tézisbe foglalt eredmények a kdvetkezd publikacidban jelentek meg:

Balazs, A., Krifaton, Cs., Orosz, 1., Szoboszlay, S., Kovacs, R., Csenki, Zs., Urbanyi, B.,
Kriszt, B. (2016): Hormonal activity, cytotoxicity and developmental toxicity of UV filters.
Ecotoxicology & Environmental Safety 131: 45-53. (IF: 3,974; Q1)

5.2. Biodegradacios kisérletek Sa-dihidrotesztoszteronnal

5.2.1. Biodegradacio é16 sejtekkel

A 4.2.1 fejezetben leirt és elvégzett DHT biodegradacios kisérletbdl szarmazod mintak
analitikai vizsgélata (GC-MS) alapjan (15. tablazat) a DHT kezdeti koncentracidja megmaradt a
72 oOrés vizsgalat soran a kontrollban. A bontasi képességgel nem rendelkezd kontroll E. coli
TOP10-es torzs esetében azonban 10%-os megtapadast tapasztaltam a pelleten. A vizsgalt
torzsek kivalo DHT biodegradacios képességgel rendelkeztek, mivel a meghatarozasi hatarérték
ald csokkent a DHT koncentracidja mind a pellet, mind a feliilisz6 mintakban. Az E. coli
TOP10-es torzs nem adott megfeleld becslést a vizsgalt Rhodococcus és Cupriavidus torzsek
esetében a DHT pelleten torténd megtapadasara, igy az E. coli TOP10-es torzs alkalmazasa e

torzsekkel végzett késobbi vizsgalatokban nem sziikséges.

A BLYR torzzsel végzett, a 4.2.3.2 fejezetben leirt vizsgalat alapjan sejttoxikus hatast nem
tapasztaltam a 72 Oras vizsgalat soran, mivel a feliilluszé mintdk nem okoztak biolumineszcencia

gatlast a BLYR tesztszervezetnél (15. tablazat).

A BLYAS teszt (4.2.3.2 fejezet) eredményeit (15. téblazat) biolumineszcencia
intenzifikacio (%) értékben fejeztem ki (2. egyenlet). A kontrollban a kiinduldsi DHT
koncentracid 550%-kal novelte a BLYAS tesztszervezet alap biolumineszcencigjat, mig az E.
coli TOP10-es torzs esetében 485%-0s biolumineszcencia intenzifikacid volt tapasztalhato. Az
alacsonyabb biolumineszcencia intenzifikacié oka a DHT pelleten vald6 megkotddése (10%). A
vizsgalat soran 10-bdl 9 torzs esetében a kontroll altal kivaltott hatas csupan 4-12%-at mértem

(24,5-63,7% biolumineszcencia intenzifikacid). A C. basilensis OR16 esetében habar a

70



10.14751/SZIE.2019.037

kontrollhoz képest csokkent a feliilisz6 androgén aktivitdsa (a kontroll érték 36%-a), a
biodetoxifikacids potencidl elégtelen volt, mivel még kozel 200%-os biolumineszcencia
intenzifikaciot mértem (15. tablazat), tehat a DHT bontasa magas androgén potenciallal

rendelkez6 metabolitokig ment végbe.

15. tablazat: A biodegradaciés kisérlet 72. orajaban levett mintak Sa-dihidrotesztoszteron tartalma
gazkromatografia-tomegspektrometrias mérés alapjan, illetve a mintak androgén és sejttoxikus hatasa a
Saccharomyces cerevisiae BLYAS és BLYR torzsekkel vizsgalva. A tablazatban atlag értékek szerepelnek
szorassal, kivéve az Escherichia coli TOP10-es torzs (lasd 4.2.3.1 fejezet).

GC-MS BLYAS teszt | BLYR teszt
Mikrobatorzs (ng/L) Biolumineszcencia (%)
Feliiluszo Pellet Feliiluszo
Kontroll 117 = 14,8) n.a. 550,3 +29,2) 10,5 +8,6)
Escherichia coli TOP10 70 (+9,3) 10,4 484.6 (+36,2) 6,5 (+5.4)
Rhodococcus gordoniae AK38 <1 <0,66 24.5 (£9,0) -9,2 (£3,0)
Rhodococcus coprophilus N774 <1 <0,66 30,7 =159 -14,1 +45)
Cupriavidus basilensis BRB6A <1 <0,66 31,6 (+7.5) -9,2 (+£3,5)
Rhodococcus globerulus AK36 <1 <0,66 412x106) -11,5@E72)
Rhodococcus erythropolis AK35 <1 <0,66 41,7 2,00  -10,7 +4,2)
Rhodococcus pyridinivorans AK37 <1 <0,66 42,2 (+243) -8,2 (£7,6)
Rhodococcus aetherivorans AK44 <1 <0,66 46,7 (=13,7) -9,6 (£6,0)
Rhodococcus pyridinivorans K402 <1 <0,66 51,579 -7,8 (£4,8)
Rhodococcus ruber AK41 <1 <0,66 63,7248 -18,6 (+43)
Cupriavidus basilensis OR16 <1 <0,66 1983 (+692) -8,1 (+0,8)

Annak érdekében, hogy felderitsem, a bontasi idd novelésével a C. basilensis OR16 képes-
e az androgén potencidllal rendelkez0 metabolitokat is biodetoxifikdlni, megismételtem a
biodegradacios kisérletet (4.2.1 fejezet) 7 napra novelt inkubacios idovel. A feliilisz6 mintak
androgén hatasanak vizsgalata alapjan a C. basilensis OR16 7 nap alatt sem tudott teljes
biodetoxifikaciot elérni, mivel a 7. napon is jelentds androgén hatdst mértem a kontrollhoz

képest (16. tablazat).
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16. tablazat: Sa-dihidrotesztoszteron bontasi kisérlet kezdetén és 7. napjan levett feliiliisz6 mintdk androgén
hatasa atlagos biolumineszcencia intenzifikacié értékben megadva

Kontroll Cupriavidus basilensis OR16
Mintavétel idépontja ) ] ) ) ) ]
(aap) Biolumineszcencia Biolumineszcencia
nap
intenzifikacio (%) intenzifikacio (%)
0. 441 + 22 417+ 4
7. 447 £ 5 237+ 8

Az androgén potencial csokkentéséhez tobb olyan enzim is sziikséges, melyek a molekula
androgén hatésért felelds részén mutatnak aktivitast. Az androgén aktivitdsban a szteranvaz 17-
es szénatomjan 1évo, B helyzetli OH-csoportnak esszencialis jelentdsége van, mivel az androgén
receptorhoz vald kotddésben jatszik szerepet. Az androgén aktivitast az 5-0s szénatomon 1€vo
hidrogén térallasa is befolyasolja. A hidrogén o helyzete magasabb androgén aktivitdssal jar,
mint a B helyzet, mivel az a térallas miatt a molekula hatékonyabban tud a receptorhoz kétédni.
Az androgén aktivitast csokkenti, ha a 3-as szénatomon 1év6 keto-csoport OH-csoporttd alakul,
illetve ha a 3-as szénatomon 1évé OH-csoport B helyett a térallasba keriil (Bovee et al., 2008). A
szakirodalom szerint a szteroid gytlirlirendszer felnyitasanak folyamata magéba foglalja a 9-es
szénatomon alfa helyzeti hidroxil-csoport (3-ketoszteroid-9a-hidroxildz enzim) és a 17-es
szénatomon keto-csoport (17B-hidroxiszteroid-dehidrogendz enzim) kialakitasat. Tovabba az 1-
es és a 2-es szénatomok kozotti kettds kotés kialakitasat, azaz a A'-dehidrogénezést (3-
ketoszteroid-A'-dehidrogenaz enzim), illetve a 4-es és az 5-0s szénatomok kozotti kettés kotés
kialakitasat, azaz a A4-dehidrogénezést (3-ketoszteroid-A4-dehidrogenéz enzim). Az enzimatikus
atalakitdsok soran 9a-hidroxi-1,4-androsztadién-3,17-dion keletkezik, melynél spontan kotés-
atrendez0dés kovetkeztében felnyilik a B gytirti (Itagaki et al., 1990; Kim et al., 2007; Knol et
al.,2008; van der Geize et al., 2002; van der Geize et al., 2007).

A DHT bontési kisérletben vizsgalt torzsek koziil eddig csupadn a Rhodococcus
pyridinivorans AK37 esetében lettek szteroid bontdsban szerepet jatsz6 gének azonositva. A
torzsben megtalalhatoak a 3-ketoszteroid-9o-hidroxilaz, 3-ketoszteroid-A'-dehidrogenaz, a 3-
ketoszteroid- A*-dehidrogenaz és a szteroid- A*-izomeraz enzimek (Kriszt et al., 2012), melyek
révén a torzs kivalo DHT biodetoxifikacios potencialt érhetett el. A Cupriavidus basilensis
OR16 esetében habar az androgén hatas csokkent a kontrollhoz képest, az még jelentds maradt,
igy feltehetdleg a B gylirt felnyitasdhoz sziikséges kulcsenzimek koziil nem mindegyik talalhato

meg a térzsben.
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5.2.2. Biodegradacio extracellularis kivonattal

A Rhodococcus pyridinivorans AK37 extracellularis kivonatdval végzett DHT
biodegradacids kisérletet a 4.2.2 fejezetben leirt eljaras alapjan végeztem el. A GC-MS vizsgalat
alapjan (17. tablazat) a tapoldatot és DHT-t tartalmazd kontrollban mért DHT koncentracid
megegyezett a hdkezelt és 1 mg/mL proteinaz K + 0,1% SDS kezelt extracellularis kivonattal
nélkiili extracellularis kivonataval adalékolt tapoldatban a DHT koncentracidja a meghatarozasi

hatarérték ala csokkent a 12. érara (17. tablazat).

17. tablazat: Rhodococcus pyridinivorans AK37 aktiv, illetve inaktiv extracellularis kivonataban GC-MS
modszerrel mért atlagos Sa-dihidrotesztoszteron (DHT) koncentracio 12 éras inkubaciot kovetden

Mintak DHT koncentracio (ng/L)
DHT kontroll 65 + 6,54
Hokezelt extracellularis kivonat 61 £ 8,26
Proteinaz K + 0,1% SDS kezelt extracellularis

61 +4,35
kivonat
Kezelésmentes (aktiv) extracellularis kivonat <1

A BLYAS tesztszervezettel végzett vizsgalat alapjan (4.2.3.2 fejezet) mar az 1. 6raban az
androgén hatas jelentds csokkenését tapasztaltam az AK37-es torzs kezelésmentes extracelluléris
kivonataval adalékolt tdpoldatban a kontrollhoz képest. Az androgén aktivitds a 9. drara sziint

meg teljesen (20. abra).
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20. abra: Az Sa-dihidrotesztoszetron (DHT) Rhodococcus pyridinivorans AK37 extracellularis kivonataval
torténod biodegradaciéjanak nyomon kovetése Saccharomyces cerevisiae BLYAS torzzsel

crer

A kovetkezd extracelluldris kivonattal végzett vizsgalat (4.2.2 fejezet) a DHT bontasdban
részt vevd enzimek indukalt vagy konstitutiv termelédésének meghatarozasara iranyult. E
kisérlet eredménye alapjan a DHT-val el6inkubalt (21. 4bra a; és ay) R. pyridinivorans AK37
extracellularis kivonatanak SDS-PAGE modszerrel felvett fehérje profilja megegyezett a DHT
eldinkubacidé nélkiili (21. 4dbra b; és by) AK37-es torzs extracellularis kivonatdnak fehérje
profiljaval. Az SDS-PAGE modszer eredménye alapjan feltételezhetd, hogy a DHT bontasadban
részt vevo enzimek konstitutivan termelddnek. Megerdsitd vizsgalatként azonban a kétdimenzios
poliakrilamid gélelektroforézis (2D PAGE) modszer elvégzésére van sziikség, mely a fehérjék

hatékonyabb elvalasztasat teszi lehetdve.
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21. abra: A Rhodococcus pyridinivorans AK37 extracellularis kivonatianak fehérje profilja 2 parhuzamos
vizsgalatban {a: Sa-dihidrotesztoszetronnal (DHT) el6inkubalt; b: DHT el6inkubacié nélkiili; M: molekula
markerek [Thermo Scientific-PageRuler Prestained Protein Ladder (170, 130, 100, 70, 55, 40, 35, 25 kDa)l}.

(A kép szerzbje Dr. Toth Akos)

5.2.3. Uj tudomanyos eredmények (az 5.2 fejezet alapjan)

5. tézis: Az Sa-dihidrotesztoszteron (DHT) 72 6ras biodegradacios kisérletben sikeresen
azonositottam kivald biodegradécios és biodetoxifikacios potencidllal rendelkezd baktérium
torzseket, melyek koziil 8 a Rhodococcus €s 1 a Cupriavidus nemzetségbe tartozik. Ezek koziil a

R. pyridinivorans AK37 extracellularis kivonata mar 12 ora alatt a meghatarozési szint ala

crer

Az 5. tézisbe foglalt eredmények a kdvetkezd publikacidban jelentek meg:

Balazs, A., Krifaton, Cs., Risa, A., Cserhati, M., Kukolya, J., Szoboszlay, S., Hahn, J.,
Eldridge, M., Wang, J., Kriszt, B. (2014): Biodegradation of Sa-dihydrotestosterone to non-
androgenic products. International Biodeterioration & Biodegradation 93: 162-167. (IF: 3,562;

Q2)

75



10.14751/SZIE.2019.037
6. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A sejttoxikus hatast mérd S. cerevisiae BLYR torzs a 4 vizsgalt UV-sziird koziil a BP-3
esetében jelzett sejttoxikus hatast, igy a vegylilet esetében a hormonhatas egyértelmi
meghatarozasa a S. cerevisiae BLYES és BLYAS torzsekkel addig a koncentracioig lehetséges,
mely még nem toxikus a BLYR torzsre. Eredményemmel ellentétben Kunz és Fent (2006)
vizsgalataban a BP-3 nem volt sejttoxikus hatdsi a rekombinans S. cerevisiae torzsre a
sejtszaporodas mérése alapjan. A  kiilonbség feltehetdleg abbol adodott, hogy a
biolumineszcencia érzékenyebben jelzi a BP-3 sejttoxikus hatdsat. Mindemellett a BLYR torzs
hatékony kontrollnak tekinthetd, hiszen a hormonhatés €és a sejttoxikus hatas meghatarozasa is
biolumineszcencia alapti, mig Kunz és Fent (2006) a hormonhatast a B-galaktoziddz enzim

aktivitasa alapjan mérték.

A 4MBC, EHMC ¢és OC esetében a BLYR torzs nem jelzett sejttoxikus hatast. A
szakirodalom szerint azonban a 4MBC ¢s az EHMC mas tesztszervezetekre — pl. algdk (Paredes
et al.,, 2014; Sieratowicz et al., 2011), Tetrahymena thermophila (Gao et al., 2013) —
sejttoxikusak lehetnek. Az OC esetében még nem allnak rendelkezésre egysejtiicken végzett

okotoxikologiai vizsgalatok. Toxicitasukat igy célszerli tovabb vizsgélni vizi szervezeteken.

A BP-3 sejttoxikus hatidsa miatt a S. cerevisiae BLYES és BLYAS torzsek nem voltak
alkalmasak a vegylilet Osztrogén, antidsztrogén és antiandrogén hatasanak meghatarozasara,
illetve szamszeriisitésére, mivel a koncentracid-valasz gorbék atfedtek a sejttoxikus
tartomannyal. A 4MBC antiésztrogén hatasdnak meghatarozasara sem volt megfelelé a BLYES

torzs, mivel a torzs nem volt elég érzékeny a vegyiilet oldhatosagi tartomanyan beliil.

Az OC esetében, az antiandrogén tesztben nem-monoton koncentracio-valasz gorbét
kaptam. A feltételezett hatdsmechanizmus — mely szerint az OC az alacsony koncentracio
tartomanyban a receptor masodlagos kotohelyéhez kapcsolodik, majd a magasabb koncentracid
tartomanyban kompeticio 1€p fel az OC és a DHT kozott az elsddleges kotohelyért (Collins et al.,
1997) — igazolasdhoz kompeticiés receptor-kotddési vizsgalatra, illetve matematikai

modellezésre van sziikség.

A 4 UV-szlir@ agonista és antagonista ED hatdsdnak vizsgdlata sordn a S. cerevisiae
BLYES ¢és BLYAS torzsek nem mutatkoztak érzékenyebbnek, mint mdas in vitro hormonhatést
mérd tesztszervezetek, kivéve a 4MBC 0Osztrogén hatdsanak mérése esetében, ahol a BLYES

torzs érzékenyebb volt, mint a rekombinans S. cerevisiae térzs. A BLYES torzs litikdz enzim
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nélkiil is képes a 4MBC parcialis 0sztrogén hatdsat kimutatni, tehat a BLYES torzs sejtfala

atjarhatobb a vegyiilet szamara, mint a rekombinans S. cerevisiae torzsé.

A kornyezetben mért maximalis koncentracio a BP-3 esetében 3,3 pg/L (Tarazona et al.,
2010), a 4MBC esetében 2,7 pug/L (Balmer et al., 2005), az EHMC esetében 1,04 pg/L (Kameda
et al., 2011), mig az OC esetében 7 pg/L (Langford et al., 2015). A S. cerevisiae BLYES ¢s
BLYAS torzsek a vizsgalt UV-szlirdk 0Osztrogén, antiosztrogén ¢és antiandrogén hatasat a
kornyezetileg jelenleg relevans koncentracioknal magasabb koncentracio tartoméanyban jelezték.
Az eredmények alapjan megallapithato, hogy a BLYES és BLYAS torzsek nem eléggé
érzékenyek a vizsgalt UV-szlirok agonista ¢és antagonista ED hatdsanak meghatarozasara
kornyezetileg jelenleg relevans koncentracioban. Mindemellett alkalmasak lehetnek a vegyiiletek
kisérleti kortilmények kozott. A szakirodalomban kevés olyan vizsgalat talalhatd, melyekben a 4
UV-szlir0 hormonhatasat a kornyezetben maximalisan kimutatott koncentracidban tesztelték.
Feln6tt zebradanié heréjében 2,4 pg/LL BP-3 szignifikansan novelte a szteroid metabolizmusban
szerepet jatszo P450 aromatdz A-t kodolo gén atirodasat (Bliithgen et al., 2012). Az EHMC 2,2
ug/L koncentracioban szignifikansan befolyasolta az era, az erf3, az ar és a 17f3-hsd 3 gének
atirodasat zebradanioban (Zucchi et al., 2011). Eredményeim és a szakirodalmi adatok alapjan a
4 UV-sztir6 hormonhatasat kornyezetileg relevans koncentraciokban vizi szervezeteken
(zebradanid, japan medaka, karmosbéka, arvaszunyog, vizi csigdk) érdemes feltérképezni a
hormonhéztartdshoz kapcsolodd gének expresszidjanak vizsgalata alapjan. A génexpresszios

vizsgalatok segitségével a hatdismechanizmusok is megismerhetévé valnak.

Az emberek esetében azonban nem a kornyezeti expozicid, hanem a kozmetikumok
alkalmazasa jelenti a legnagyobb UV-sziir6knek val6 kitettséget. Szamitasok szerint egy atlagos
testtomegli férfi tobb mint 2 mg/ttkg dozisban juttat UV-szlirdt a szerveztébe egyszeri
expozicioval, amennyiben 10%-o0s UV-sziiré tartalma naptejet a teljes testfeliiletén alkalmaz (2
mg/ecm?), és 5%-os dermalis abszorpciot feltételeziink (Ruszkiewicz et al., 2017). A bdrén
keresztiil felszivodd UV-sziir6k igy olyan koncentraciot érhetnek el a szervezetben, melynél a
BLYES/BLYAS/BLYR tesztekben és a vizi tesztszervezetekkel végzett vizsgalataimban ED
hatds vagy egyéb toxikus hatds jelentkezett. Tovabba Carou és mtsai (2008) him Wistar
patkdnyokat 2 napon keresztiil 2 mg/ttkg/nap dozisban 4MBC-ral kezelve a LH ¢és a FSH
altalaban tobb UV-sziir6t is tartalmaznak, illetve az emberek naponta tobbszor is hasznalnak
ilyen kozmetikumokat, igy még jelentdsebb kitettséggel szdmolhatunk. Ezek alapjan fontos

lenne feliilvizsgalni, hogy mekkora koncentracidban tartalmazzon UV-sziiré vegyiiletet egy adott
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kozmetikum. A tényleges kitettség és kockazat megallapitasahoz az egyes UV-szilirk dermalis
abszorpcidjanak pontos meghatarozasara és a vegyiiletek szervezetbeli eloszlasanak, illetve

metabolizmusanak megismerésére van sziikség.

A BP-3 vizi szervezetekre kifejtett hatasarol még kevés ismerettel rendelkeziink, a
vizsgélatba vont vizi tesztszervezetek és az elvégzett kisérletek — foként a kronikus tesztek —
szama jelenleg még elenyész0. Vizsgalataimhoz az A. fischeri baktériumot és a zebradaniot
véalasztottam ki. A BP-3 toxikusnak bizonyult mindkét tesztszervezetre. Az A. fischeri
baktériummal kapott eredményemet Gsszehasonlitva a szakirodalmi adatokkal megéllapithato,
hogy fontos a vegyiiletek toxicitdsanak meghatarozdsdhoz az inkubdcios i1d6 optimalizalésa,
mivel a 15 perces kontaktidejii teszt (Zhang et al., 2017) magasabb ICs, értéket eredményezett.

crer

hozzéaférhetoségét.

A vizi tesztszervezetekkel kapott eredményeim alapjan a BP-3 a kdrnyezetben eddig mért

crer

crer

megvalodsitasa sordn a biodetoxifikdcio nyomon kovetésére adott koncentracié tartomanyban,
kisérleti koriilmények kozott, mivel a BP-3 koncentraciofiiggd modon gatolta az A. fischeri
baktérium biolumineszcencidjat. A vegyiilet kockézata azonban mas vizi szervezetekre nem
tekinthetd elhanyagolhatonak, hiszen az Isochrysis galbana alga, a Stylophora pistillata korall
larvak, a Tetrahymena thermophila és felnétt, him zebradanio esetében, kdrnyezetileg relevans
koncentraciokban karos hatdsokat okozott (Bliithgen et al., 2012; Downs et al., 2016; Gao et al.,
2013; Loraine & Pettigrove 2006; Paredes et al., 2014). Erdemes lenne akut tesztek mellett
kronikus vizsgalatokat is végezni. Ezt aldtdmasztja a zebradanié embrid teszt azon eredménye,
mely szerint az id6 elérehaladtaval az LCs értékek csokkend trendje volt megfigyelhetd. Tehat
elképzelhetd, hogy a kdrnyezetben alacsonyabb koncentracioban eléfordulé BP-3 hosszatavon

hasonlo hatast fejt ki, mint azt az akut tesztben tapasztaltam.

A BP-3 zebradani6 embriokra gyakorolt hatasara kiilonbozd fejlodési rendellenességek
Iéptek fel, mint pl. torz farok, az uszoholyag feltdltésének hidnya és allkapocs deformacio, tehat
a BP-3 teratogén hatasti a zebradanié embriokra. A jovoben fontos lenne az elvaltozasok

kialakulasdnak mechanizmusait megismerni.

A zebradanié embriokndl tapasztalt torz farki rész kialakulasdhoz a keringési
rendellenességen tll a farki részben bekovetkezd apoptozis, illetve az izomrostok elvaltozésa is

vezethetett. Az apoptoézis vizsgéalatdhoz akridinnarancs festésre és floureszcens mikroszkopra
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van sziikség (Usenko et al., 2007), mig az izomrostok elvaltozasat mikroszkopos szovettani

vizsgalattal (Huang et al., 2010) célszerii tanulmanyozni.

A torz farokrész akadalyozhatta a zebraddnidkat a viz-levegd hatarfeliillethez vald
feluszashoz, és igy hozzéjarulhatott az tiszohdlyag feltoltésének hianydhoz. Fontos megvizsgalni
azt 1s, hogy a BP-3 gatolja-e a feliiletaktiv vegyiilet bioszintézisét a zebraddnié gazmirigy
sejtjeiben, mivel a feliiletaktiv vegyiiletnek fontos szerepe van az uszohodlyag feltdltésében (Prem
et al., 2000). A BP-3 iszo6holyagra kifejtett hatdsdnak részletesebb megismeréséhez célszerti azt
is meghatarozni, hogy azoknal a kezelt csoportoknal, ahol az uszoholyag feltoltddott, volt-e

kiilonbség a kontroll csoporthoz képest az iszohdlyag térfogataban.

Teraoka ¢és mtsai (2002) vizsgalatukban feltartdk, hogy a 2,3,7,8-TCDD a zebradanid
embrio alsé allkapcsara egy, az AhR altal szabalyozott folyamat révén fejtette ki a hatasat, igy
érdemes a BP-3 esetében is vizsgalni, hogy a vegyiilet képes-e az AhR-hoz kotddni. A
kisérlethez egy uj bioriporter, a genomjdn az ahr gént tartalmazo, biolumineszcens
Saccharomyces cerevisiae torzs (Leskinen et al., 2008) beszerzésére van sziikség. Mivel Fong és
mtsai (2016) a BP-2 esetében is tapasztaltak allkapocs deformécidt a zebradanié embrioknal, igy
elképzelhetd, hogy e fejlodési rendellenesség a tobbi BP-tipust vegyiilet hatasara is eléfordul.
Célszerli a jovoben a tobbi BP-tipusu vegyiilet esetében is vizsgélni, hogy képesek-e allkapocs

deforméciot okozni, illetve hogy kapcsolodnak-e az AhR-hoz.

A BP-3 a zebradanié embriok kelési sikerét is csokkentette, igy fontos megvizsgalni, hogy

a BP-3 befolyasolja-e a kelésben szerepet jatsz6 ZHE1 enzimet kodold gén atirodasat.

A BP-3 esetében tapasztalt sejttoxicitasi €és embrio toxicitdsi eredményeket, illetve a

szakirodalmi adatokat figyelembe véve, fontos feladat a vegyiilet mikrobialis

crer

A DHT biodegradacios kisérletben hatékony biodetoxifikéciot mutatod torzsek gyakorlati,
biodegradacios célu felhasznaldsdhoz érdemes még megvizsgéalni, hogy a térzsek milyen mas
szennyezOket képesek hatékonyan biodetoxifikalni, mely mikrobakkal képesek egyiitt
szaporodni, illetve hogy az adott konzorcium hatékonyabb biodetoxifikacids potenciallal
rendelkezik-e, mint a konzorciumot alkoto6 torzsek kiilon-kiilon. Ezenkiviil fontos vizsgalni, hogy

a torzsek milyen biofilmképz6 képességgel jellemezhetok.

A Cupriavidus basilensis OR16 esetében a DHT bontasi kisérlet 3. napjan is jelentds

mértékii androgén hatast mértem a S. cerevisiae BLY AS torzzsel, habar az analitikai vizsgalatok

crer
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ravilagit a biologiai hatdasmérd tesztek fontossagara az analitikai vizsgalatok mellett, hiszen

kivalo DHT bontas mellett is tapasztalhatunk még jelentds androgén aktivitést.

A C. basilensis OR16 korabbi kisérletek sordn j6 szénhidrogén és mikotoxin bontd
torzsnek bizonyult, és szamos mddon képes aromas gylrli felnyitdsara (Cserhati et al., 2012).
Ennek ellenére a térzs 7 nap alatt sem tudta megsziintetni az androgén aktivitast a DHT bontasi
kisérletben. Feltételezhetden a torzs nem rendelkezik az Osszes, szteroid bontashoz sziikséges

enzimmel.

A DHT bontasi kisérlet eredményei arra is felhivjdk a figyelmet, hogy jelentds
kiilonbségek lehetnek egyazon fajhoz tartozo6 torzsek biodetoxifikéacios potencialja kozott. A C.
basilensis BRB6A kivalo, mig a C. basilensis OR16 elégtelen biodetoxifikacids képességgel
moddszerrel valdé nyomon kovetése ¢és a keletkezd metabolitok beazonositasa, igy
meghatarozhatdo, hogy a torzsek mely vegyiiletekig képesek bontani a DHT-t. A

genomszekvencia elemzésével pedig azonosithatok szteroid bontasban szerepet jatszo gének.

A R. pyridinivorans AK37 extracellularis kivonata kivaldéan bontotta a DHT-t mar 12 6ra
alatt. Kovetkezd kutatasi iranyként javasolhato az AK37-es torzs segitségével a DHT bontasaban
résztvevd extracellularis enzimek beazonositisa és a bontdsi utvonal feltérképezése. A R.
pyridinivorans AK37-es torzs genomszekvencidjanak meghatarozasa soran Kriszt és mtsai
(2012) olyan géneket azonositottak, melyeknek a szteroid bontdsban van szerepiik. Az
azonositott gének a 3-ketoszteroid-9a-hidroxilaz, 3-ketoszteroid-6-dehidrogenaz, 3-ketoszteroid-
I-dehidrogenéz és szteroid-6-izomeraz enzimeket kodoljak. A felsorolt gének a Rhodococcus
nemzetséghez tartozd torzsekben altaldnosan megtaldlhatéak (Yang et al., 2011). A kisérlethez
az AK37-es torzs ismert, szteroid bontd enzimet kodold génjeit kiilon-kiilon, illetve kiilonb6zo
kombinaciokban E. coli baktériumba kell klonozni, majd a klénok DHT bontasi képességét a

BLYAS teszt segitségével ellendrizni.

A DHT bontasaban szerepet jatszo enzimek konstitutiv vagy indukalt termelédésének
meghatarozasdhoz az SDS-PAGE modszer elvégzésére volt lehetéségem. A modszer alapjan
nem tapasztaltam kiilonbséget a DHT-val eldinkubalt és az eldinkubacié nélkilli R.
pyridinivorans AK37 extracellularis kivonatanak fehérjeprofilja kozott, tehat ezen eredmény az
enzimtermelés konstitutiv jellegére utal. Az SDS-PAGE mddszer eredménye azonban nem elég a
konstitutiv enzimtermelés bizonyitasahoz, igy jovébeni célom, hogy az enzimtermelddést 2D
PAGE moddszer segitségével is vizsgaljam, mely a fehérjék hatékonyabb elvalasztasat teszi

lehetové.
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7. OSSZEFOGLALAS

crcr

megvaldsitasat, tovabba UV-sziir6k hormonhatasanak és sejttoxikus hatasanak vizsgalatat tiiztem
ki célul. Az UV-sziirdk koziil a kornyezetben gyakran kimutathaté benzofenon-3-at (BP-3), 4-
metilbenzilidén kamfort (4MBC), etilhexil-metoxicinnamatot (EHMC) és oktokrilént (OC)

valasztottam ki.

A kivélasztott UV-szlird vegyliletek hormonhatasat és sejttoxicitasat a Saccharomyces
cerevisiae BLYES, BLYAS ¢és BLYR torzsek segitségével vizsgaltam. Sejttoxikus hatéassal
egyediil a BP-3 rendelkezett, igy a vegyiilet esetében a hormonhatast a BLYR t6rzzsel kapott
NOEC értékig (11,2 £ 1,20 pM) lehet egyértelmiien megallapitani. E koncentraciotol a

hormonhatést €s a sejttoxikus hatast nem lehet elvalasztani egymastol.

A S. cerevisiae BLYES torzs 0sztrogén hatast a BP-3 ¢s a 4MBC esetében jelzett. A
szakirodalmi adatokkal osszevetve, a BLYES torzs a 4MBC 6sztrogén hatésat tekintve nagyobb
érzékenységgel rendelkezett, mint a rekombinans S. cerevisiae torzs, mely csak litikdz enzim

segitségével jelzett 6sztrogén hatést.

Androgén hatast egyik vizsgalt UV-sziird esetében sem mutattam ki a S. cerevisiae

BLYAS torzzsel.

A BLYES ¢és BLYAS torzseket sikeresen adaptaltam antagonista hatds mérésekhez a 4-

hidroxitamoxifen ¢€s a flutamid esetében kapott eredmények alapjan.

Antidsztrogén hatast a 4MBC, EHMC ¢és OC esetében tapasztaltam a BLYES torzzsel. A
BP-3 eset¢ben a BLYES torzs nem volt alkalmas a vegyiilet sejttoxikus hatasa miatt az

antidsztrogén hatas meghatarozésara.

Antiandrogén hatast mind a 4 UV-szlir6 esetében kimutattam a BLYAS torzzsel, raadasul

az OC esetében nem-monoton koncentracio-valasz gorbét kaptam.

A BP-3 toxicitasat vizi tesztszervezeteken is vizsgaltam. Az eredmények alapjan a BP-3
citotoxikus volt az Aliivibrio fischeri baktériumra, illetve zebradanidé (Danio rerio) embridk
pusztulasat okozta. A BP-3 zebradanié embridkra gyakorolt hatasat vizsgalva, kiilonbozd
fejlodési rendellenességeket is tapasztaltam, mint pl. torz farok, az uszéholyag feltoltésének

hidnya és allkapocs deformacio, tovabba a vegyiilet gatolta az embridk kelését is.
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A DHT biodetoxifikaciojanak megvaldsitdsdhoz ~ Rhodococcus és  Cupriavidus
nemzetségekbe tartozo baktérium torzseket valasztottam ki. A 72 6rds bontdsi rendszerbdl
szarmaz6 mintdk DHT tartalmat GC-MS méréssel, mig androgén hatasat a S. cerevisiae BLY AS
torzzsel hataroztam meg. A kémiai analitikai vizsgalat alapjan mind a 10 kivalasztott baktérium
kiilonbségek adodtak az egyes torzsek kozott. A 10 vizsgalt torzs koziil 9 esetében az androgén
hatas a kontroll androgén hatasinak csupan 4-12%-a volt. A Cupriavidus basilensis OR16
esetében azonban még jelentds androgén hatast tapasztaltam. A bontési id6t 7 napra novelve a

torzs esetében tovabbra sem csokkent az androgén hatas a feliiluszoban, tehat a torzs nem

crer

A sejtes bontds mellett a Rhodococcus pyridinivorans AK37-es torzs extracellularis
kivonatanak segitségével is vizsgaltam a DHT bontasat. Ezenkiviil kisérletet végeztem az AK37-
es torzs extracellularis kivonatdval annak megallapitasara, hogy a DHT bontéasért felelds

enzimek termelése indukalt vagy konstitutiv folyamat-e. A R. pyridinivorans AK37

crer
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DHT eldinkubalt és eldinkubacio nélkiili R. pyridinivorans AK37 extracellularis kivonatainak
fehérjeprofiljat SDS-PAGE moddszerrel hasonlitottam 6ssze. E modszer alapjan az enzimtermelés
konstitutivnak bizonyult. Ezen eredmény aldtdmasztisdhoz azonban a 2D PAGE vizsgalat

elvégzése is sziikséges lenne.

Dolgozatom segiti a BP-3, 4MBC, EHMC ¢és OC in vitro agonista és antagonista ED

rrrrrr

crer

megvalodsitasdhoz.
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8. ENGLISH SUMMARY

The scope of this work was to investigate the biodetoxification of the steroid Sa-
dihydrotestosterone (DHT) and to determine the hormonal and cytotoxic activity of UV filters.
Among UV filters benzophenone-3 (BP-3), 4-methylbenzylidene camphor (4MBC), ethylhexyl
methoxycinnamate (EHMC) and octocrylene (OC) were tested as these compounds can be found

in environmental matrices frequently.

Saccharomyces cerevisiae BLYES, BLYAS and BLYR strains were applied for detecting
estrogenic, androgenic and cytotoxic effects of the selected UV filters. Only the BP-3 proved to
be cytotoxic so the hormonal activity of this compound can be determined up to a concentration
that reaches the NOEC value (11,2 = 1,20 uM) calculated from the result of the BLYR
experiment. Above that concentration value the hormonal and cytotoxic effect can not be

distinguished from each other.

S. cerevisiae BLYES strain indicated estrogenic activity in the case of BP-3 and 4MBC.
The BLYES strain was more sensitive regarding the estrogenic activity of 4MBC than the
recombinant S. cerevisiae strain that was reported to detect the estrogenic activity of 4MBC only

after a pretreatment with the enzyme lyticase.

S. cerevisiae BLYAS strain indicated no androgenic effect in the case of either tested UV

filters.

BLYES and BLYAS strains were successfully adapted for testing antagonistic effects on

the base of experiments carried out with 4-hydroxytamoxifen and flutamide.

Antiestrogenic activity was detected in the case of 4MBC, EHMC and OC by the BLYES
strain. For determining antiestrogenic activity of BP-3 the BLYES strain was not suitable due to

the cytotoxic effect of this compound.

The BLYAS strain indicated antiandrogenic activity in the case of the 4 tested UV filters
moreover the antiandrogenic activity of OC can be characterized by nonmonotonic

concentration-response curve.

Toxicity of BP-3 was tested on aquatic species as well. BP-3 proved to be cytotoxic to
Aliivibrio fischeri and it was lethal to zebrafish (Danio rerio) embryos. BP-3 also caused
developemental disorders to the embryos for example impaired tail, lack of swim bladder

inflation and jaw deformity. Furthermore, this compound inhibited the hatching of the embryos.
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Biodetoxification of DHT was carried out by Rhodococcus and Cupriavidus strains. The
DHT concentration of samples taken in the 72" hour of incubation, was determined by GC-MS
while the androgenic activity of samples was measured by the S. cerevisiae BLYAS strain.
According to the results of analytical measurements each one of the 10 tested strains was able to
biodegrade DHT, however there were differences regarding biodetoxification. Nine out of the 10
tested strains reduced the androgenic activity of supernatant samples to 4-12% of the androgenic
activity of the control sample. However, in the case of C. basilensis OR16 strain significant
androgenic activity was experienced in supernatant samples. After increasing the incubation time
to 7 days, no decreased androgenic activity was detected so this strain is not able to biodetoxify

DHT.

DHT biodegradation was also investigated by extracellular extracts of R. pyridinivorans
AK37 strain. Furthermore, experiment was carried out to determine whether the production of
enzymes responsible for the biodegradation of DHT is constitutive or induced. The extracellular
extracts of R. pyridinivorans AK37 strain could entirely biodegrade and biodetoxificate DHT
merely during 12 hours. Extracellular extracts of R. pyridinivorans AK37 strain with and without
DHT preincubation were compared by SDS-PAGE method to determine whether enzyme
production is constitutive or induced. According to the result of SDS-PAGE method the
production of enzymes responsible for the biodegradation of DHT is constitutive. However, 2D

PAGE method would be necessery to carry out for further approvement, too.

This work serves with additional informations regarding the in vitro agonistic and
antagonistic activity of BP-3, 4MBC, EHMC and OC and the risk of BP-3 for aquatic species.
Furthermore, results of experiments with DHT contribute to implement the microbial

biodetoxification of DHT.
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9.2. Melléklet: Alkalmazott tapoldatok

YMM (leu-, ura-): leucin- és uracil szelektiv alapmédium
e 13,61 gKH,PO4
e 1,98 g (NH4)2SO04
o 42 g KOH (lemezes)
e 0,2 gMgSO,
e 1 mL FeSO, oldat (40 mg/50 mL viz)
e 50 mg L-hisztidin
e 50 mg adenin
e 20 mg L-arginin-HCI
¢ 20 mg L-metionin
e 30 mg L-tirozin
e 30 mg L-izoleucin
e 30 mg L-lizin-HCI
e 25 mg L-fenilalanin
e 100 mg L-glutaminsav
e 150 mg L-valin
e 375 mg L-szerin
1 liter desztillalt vizben oldottam a fenti anyagokat, majd autoklavban sterileztem. Téroldsa

szobahOmeérsékleten tortént.

Growth Medium

1 literhez sziikséges mennyiség:

e 854,5 mL YMM alapmédium
e 10 mL vitamin oldat

e 100 mL gliikoz oldat

e 25 mL L-aszparaginsav oldat
e 8 mL L-treonin oldat

e 2.5mL CuSO, oldat

Térolasa hiitdben, 4°C-on tortént.

Vitamin oldat

e 20 mg tiamin
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e 20 mg piridoxin
e 20 mg pantoténsav
e 100 mg inozitol
e 50 mL biotin oldat (2 mg/100 mL)
Az dsszetevoket 500 mL desztillalt vizben oldottam fel, majd 0,2 um porusatmérdjii szlirén

atszurve sterileztem. 4°C-on taroltam.

D-(+)-gliikoéz oldat

20%-os gliikoz oldatot készitettem, majd sterilezés utan 4°C-on taroltam.

L-aszparaginsav oldat
4 mg/mL-es torzsoldatot készitettem desztilldlt vizben oldva. Sterilezés utén

szobahOmérsékleten taroltam.

L-treonin oldat
Desztillalt vizben oldva 24 mg/mL-es oldatot allitottam Ossze. Sterilezés utan, szintén

szobahOmérsékleten taroltam.

CuSOy, oldat
20 mM-os oldatot készitettem desztillalt vizben oldva. 0,2 pum poérusdtmérdjic sziron

atszlirtem, és szobahOmérsékleten taroltam.

LB tapoldat
e 10 gtripton
e 5 gélesztOkivonat
e 10gNaCl

Az dsszetevoket 1 liter desztillalt vizben oldottam, majd autoklavban sterileztem.

LB agar
Az 1 liter LB tapoldatot 18 g agarral egészitettem ki.
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9.3. Melléklet: A Saccharomyces cerevisiae tesztekben vizsgalt higitasi sorok

BLYR teszt:

BP-3: 438 — 0,214 uM (100 — 0,05 mg/L)
4MBC: 983 — 0,246 uM (250 — 0,06 mg/L)
EHMC: 51700 0,517 uM (15000 — 0,15 mg/L)
OC: 41500 — 0,415 uM (15000 — 0,15 mg/L)

Osztrogén teszt:

E2: 0,367 — 1,12E-05 uM (0,1 — 3,05E-06 mg/L)
BP-3: 438 — 0,214 uM (100 — 0,05 mg/L)

AMBC: 983 — 0,240 uM (250 — 0,06 mg/L)

EHMC: 51700 — 6,16E-03 uM (15000 — 0,002 mg/L)
OC: 41500—4,95E-03 uM (15000 — 0,002 mg/L)

Androgén teszt:

DHT: 0,344 — 1,68E-04 uM (0,1 — 4,88E-05 mg/L)
BP-3: 438 — 0,214 uM (100 — 0,05 mg/L)

4MBC: 393 — 0,024 uM (100 — 0,006 mg/L)
EHMC: 51700 — 0,024 uM (15000 — 0,006 mg/L)
OC: 41500 —4,95E-03 uM (15000 — 0,002 mg/L)

Antidsztrogén teszt:

4HT: 12,9 — 6,30E-03 uM (5 — 0,002 mg/L)
BP-3: 438 -9,13 uM (100 — 2,08 mg/L)
4AMBC: 9830 — 1,20 uM (2500 — 0,31 mg/L)
EHMC: 51700 -3,15 uM (15000 — 0,92 mg/L)
OC: 36000 — 2,20 uM (13000 — 0,79 mg/L)

Antiandrogén teszt:

FT: 724 - 0,088 uM (200 — 0,02 mg/L)
BP-3:438 -0,11 uM (100 — 0,025 mg/L)
4MBC: 9830 — 0,3 uM (2500 — 0,076 mg/L)
EHMC: 51700 —0,0985 uM (15000 — 0,03 mg/L)
OC: 41500 — 0,0791 uM (15000 — 0,03 mg/L)

107



9.4. Meli¢klet: SDS-PAGE

108

10.14751/SZIE.2019.037

A 10%-o0s elvélaszto gél a kovetkezOkbdl allt: 3,3 mL 30%-os akril-amid; 2,5 mL Tris (1,5

M); 0,1 mL 10%-os SDS; 0,1 mL 1%-0os ammoénium perszulfat; 6 pl TEMED

(tetrametiletilén-diamin); 4 mL dH,O.

A gvijto gél az alabbiakbol allt 4 mL-re szdmolva: 0,67 mL 30%-os akril-amid; 0,5 mL Tris

(1 M); 40 puL 10%-o0s SDS; 40 puL 1%-0s ammoénium perszulfat; 4 pL TEMED; 2,7 mL

dH,O0.

A futtatd puffer dsszetétele: 25 mM Tris; 192 mM glicin; 0,1% SDS (végkoncentracio).

A 2-szeres toltd puffer dsszetétele 10 mL-re szdmolva: 1 mL 1 M Tris-HCI pH 6,8; 4 mL

10% SDS; 2 mL glicerol, 0,5 mL 1%-o0s bromfenolkék; 2,5 mL dH,0).

9.5. Melléklet:

A 4 UV-sziiré esetében kapott eredmények a Saccharomyces cerevisiae BLYES és

BLYAS torzsekkel, illetve Kunz és Fent (2006) altal alkalmazott rekombinans

Saccharomyces cerevisiae torzzsel az 6sztrogén (O), androgén (A), antidsztrogén

(A0) és antiandrogén (Aa) tesztekben. A két vizsgalat eredménye kozotti eltérést

sziirke szinii cella és vastag betiis kiemelés jelzi.

Sajat mérés Kunz és Fent (2006)
UV-sziirg) O A A3 Aa | O A A6 Aa
BP-3 R N N R Ts N T T
4MBC | Ts N R T N N T T
EHMC | N N T T N Ts T T
ocC N N T T N Ts T T
Jelmagyarazat:

N: nincs hatas

R: a gorbe egy része mar a sejttoxikus tartomanyba esik vagy oldhatosagi probléma miatt nem teljes a

gorbe

T: teljes koncentracio-valasz gorbe

Ts: szubmaximalis teljes koncentracio-valasz gorbe (a gorbe magassaga kisebb, mint a pozitiv kontroll

gorbemagassaganak 80%-a)
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10. KOSZONETNYILVANITAS

Szeretném megkdszonni témavezetdimnek, Dr. Kriszt Balazsnak és Dr. Krifaton Csillanak
a tamogatasukat €és a doktori munkdm soran nyujtott szakmai segitségiiket. Halaval tartozom Dr.
Toth Akosnak és Risa Anitanak az S5o-dihidrotesztoszteron enzimatikus bontasanak
vizsgélatdban nyujtott segitségiikért. Koszondm Dr. Cserhati Matyasnak, hogy segitséget
nyujtott a Wessling Hungary Kft-vel valé kapcsolattartasban. Tovabba kdszonetemet fejezem ki
a Kornyezetbiztonsagi ¢és Kornyezettoxikologiai Tanszék, illetve a Regiondlis Egyetemi
Tudaskozpont minden kedves jelenlegi és volt kollégéja felé, akik tamogattak a doktori munkdm
soran és szamos értékes szakmai tandccsal lattak el. Szeretném megkoszonni a Halgazdalkodési
Tansz€k munkatarsainak, hogy Ilehetové tették szdmomra a zebraddnidé embrid teszt
megvalodsitasat. Kiilon halaval tartozom Dr. Kovacs Robertnek €s Dr. Csenki-Bakos Zsoltnak a
teszt megvalositasa és kiértékelése soran nyutjtott szakmai segitségéért. Kdszonetemet fejezem ki
M. Eldridgenek ¢s G. Saylernek a BLYES, BLYAS és BLYR tesztszervezetekért (The
University of Tennessee, Knoxwille, Tennessee). Végiil szeretném megkdszonni a csaladomnak,

hogy mindvégig mellettem alltak, timogattak, és hogy hittek bennem.
Doktori munkam megvalosulasat a kdvetkez6 palyazatok tdmogattak:

e KTIA-AIK-12-1-2013-0017 (BIOKLIMA)

e Kutat6 Kari Kivalosagi Tamogatas — 1476-4/2016/FEKUT

e Kutat6 Kari Kivalosagi Tamogatas — 9878/2015/FEKUT

e Kutat6 Kari Kivalosagi Tdmogatas — 8526-5/2014/TUDPOL

e Baross Gabor Program-2009 (REG_KM KFI 09; HALEDC09)
e TAMOP-4.2.1B-11/2/KMR-2011-0003

e Dr. Krifaton Csillat a Bolyai Janos Kutatasi Osztdndij timogatta
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