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1. Jelolések, roviditések jegyzéke

3R

4-EBA
ADI

ALS
aPKC
BMX

BS

CAS szam
CAID

ccnbl
ccnb2
cdc20
cdca8
cdca7a
cDNS
CHO
ckslb

CLSA/GC-MS

COX
DBP

DFA
DNS
dpf
DOM
ECHA
EDC

Az allatkisérletek kivaltasara, a kisérleti allatok szamanak csokkentésére
¢s az allati szenvedés minimalizalasara kialakitott stratégia (Replacement,
Reducement, Refinement)

4-etilbenzaldehid

elfogadhat6 napi bevitel (acceptable daily intake)

alkali-labilis helyek (alkali-labile sites)

atipikus protein-kinaz C gén

a 3-kloro-4-(diklorometil)-5-hidroxi-2(5H)-furanon brominalt anal6gjai
elmosodott testszegmensek

,,Chemical Abstracts Service” regisztracios szam

kronikus pitvari és intesztinalis diszritmia (chronic atrial and intestinal
dysrythmia)

cyclin B1 gén

cyclin B2 gén

cell division cycle 20 homolog gén

cell division cycle associated 8 gén

cell division cycle associated 7a gén

komplementer dezoxiribonukleinsav

kinai horcs6g ovarium (chinese hamster ovary) sejtvonal
CDC28 protein kinase regulatory subunit 1B gén

zartrendszert illatanyag gytijtés/gazkromatografias elvalasztassal
kombinalt tomegspektrometria

ciklooxigenaz enzim(ek)

viztisztitasi/vizfertotlenitési melléktermék vegyiilet(ek) (disinfection by-
product(s))

2,4-difluoroanilin

dezoxiribonukleinsav

a termékenyiilés utan eltelt napok szama (days post fertilization)
oldott szervesanyag (dissolved organic matter)

Eurdpai Vegyianyag Ugynokség (Euripean Chemicals Agency)

endokrin rendszert zavard anyag(ok) (endocrine disrupting compounds)



EFSA
EMS
EMX
erccol
esco?2
EU
FAO

fbxo5
FDA

FISH
GPx
GST
HAA
has

HelLa

HM
HL-60
hpf
HSC-2
HSC-3
HSC-4
IARC

kif23
KG-1
LCso/L.Dso

LCx/LDx
mad2l1

mis12
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Eurdpai Elelmiszerbiztonsagi Hatosag (European Food Safety Authority)
etil-metanszulfonat

a 3-kloro-4-(diklorometil)-5-hidroxi-2(5H)-furanon geometriai izomere
excision repair cross-complementation group 6-like gén

establishment of sister chromatid cohesion N-acetyltransferase 2 gén
Eurodpai Unid

az Egyesiilt Nemzetek Elelmezésiigyi és Mezégazdasagi Szervezete (Food
and Agricultural Organization of the United Nations)

F-box protein 5 gén

az Egyesiilt Allamok Elelmiszer -és Gyogyszerengedélyeztetési Hivatala
(United States Fuud and Drug Administration)

fluoreszcens in situ hibridizacio

glutation peroxiddz enzimek

glutation-S-transzferaz

haloecetsavak

aPKC mutaciot hordozo heart and soul mutans zebradanio vonal

human méhnyak eredetii epitelialis adenokarcinéma sejtvonal (Henrietta
Lacks-tdl szarmazo)

fejtorzulas

humam promieloid leukémia sejtvonal

az ikra termékenyiilésétdl eltelt 6rak szama (hours post fertilization)
human laphdm karcindéma sejtvonal

huméan lapham karcinoma sejtvonal nagy metasztazis-képzo potenciallal
nyelvbdl szdrmazd human laphdm karcindma sejtvonal

Nemzetkdzi Rakkutatd Ugynokség (International Agency for Research on
Cancer)

kinesin family member 23 gén
human akut mielogén leukémia sejtvonal

félhalalos koncentracid, az a kezelési koncentracid, melynek hatasara a
kezelt egyedek 50%-a elpusztul

Az egyedek X%-anak pusztulasat okozo koncentracio/dozis.
MAD2 mitotic arrest deficient-like 1 gén

MIS12 kinetochore complex component gén

2



ML-1
MRNS
MSDI
MSZ
MX
ndc80
NDMA
NCI
NHIK 3025
nuf2
nusapl

OECD

PCA
PCR
PE
plkl
QSTR

REACH

RNS
SCE
SCGE
sgoll
SMART

SSB
ox-MX
red-MX
T98G
TC
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human akut mieloid leukémia sejtvonal

hirvivé (messenger) ribonukleinsav

maximalis szamitott beviteli érték (maximized survey-derived intake)
magyar szabvany
3-kloro-4-(diklorometil)-5-hidroxi-2(5H)-furanon

NDC80 kinetochore complex component gén
N-nitrozodimetilamin

amerikai Nemzeti Rakkutatd Intézet (National Cancer Institute)
human méhnyak adenokarcindéma sejtvonal

UF2 component of NDC80 kinetochore complex gén

nucleolar and spindle associated protein 1 gén

Gazdasagi Egyiittmikodési és Fejlesztési Szervezet (Organisation for
Economic Co-operation and Development)

fékomponens analizis (principal component analysis)
polimeraz lancreakcio (polimerase chain reaction)
perikardialis 6déma

polo-like kinase 1 gén

kvantitativ szerkezet-toxicitas kapcsolat vizsgalat (quantitative structure-
toxicity relationship analysis)

vegyi anyagok regisztracioja, értékelése, engedélyezése és korlatozasa
(Registration, Evaluation, Authorisation of Chemicals)

ribonukleinsav

testvér-kromatida kicserélddés (sister chromatide exchange)
egysejtes gélelektroforézis vizsgalat (single cell gel electrophoresis)
shugoshin 1 gén

szomatikus mutacios és rekombinacios teszt (Ssomatic mutation and
recombination test)

egyszali DNS-torés (single strand break)

a 3-kloro-4-(diklorometil)-5-hidroxi-2(5H)-furanon oxidalt formaja
a 3-kloro-4-(diklorometil)-5-hidroxi-2(5H)-furanon redukalt formaja
human glioblasztoma multiforma sejtvonal

farok gorbiilet



Tg(vtgl:mCherry)

THM
TK

™

ttk
U87MG
UFZ

USA
US EPA

WHO
YC
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vitellogenin-1 promoétert hordozo, majban dsztrogénhatasra voros
fluoreszcens fehérjét (mCherry) kifejezd transzgenikus zebradanio vonal
trihalometan-szarmazékok
timidin-kinaz
faroktorzulas
ttk protein kinase gén
human glidéma sejtvonal

Helmholz Koérnyezetkutatdo Kozpont (Helmholz-Zentrum fiir
Umweltforschung)

Amerikai Egyesiilt Allamok (United States of America)

az Amerikai Egyesiilt Allamok Kérnyezetvédelmi Hivatala (United States
Environmental Protection Agency)

Egészségiigyi Vilagszervezet (World Health Organization)

elszinez6dott szik
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2. Bevezetés és célkitiizés

A viz a foldi 1ét alapja, valamint az emberiség fejlodésének mozgatorugoja. Ezzel egyiitt
azonban egyre né az emberiség vizigénye, viszont az ipari és tarsadalmi fejlddés komoly karokat
okozott a Fold vizkészletében. Talan pont a nagymértékii fejlédésnek, iparosodasnak kdszonhetden
egyre nehezebb megfelelé mindségli és mennyiségli ivovizhez jutni.

A vilag kiilonbozo tertiletein €l6 emberek eltérd, ivovizzel kapcsolatos problémakkal
néznek szembe. A fejlodé orszagok lakoi kiizdenek az éhinséggel, hiszen viz hianyaban nem
tudnak elegendd élelmiszert eldallitani. A vizhiany mellett hatalmas probléma a rendelkezésre allo
vizforrasok szennyezettsége iS. Szamos betegség (malaria, tifusz, szalmonellézis, hepatitisz,
Escherichia coli fert6zés) szedi aldozatat ezen orszagokban, mert nem allnak rendelkezésre a
megfeleld higiénias koriilmények. A bioldgiai veszélyforrasok mellett ezekben az orszagokban az
ipari szennyezés is szamottevo, a laza vagy éppen be nem tartott kornyezetvédelmi elirasok miatt.

A fejlett orszagokban a vizforrasok rendelkezésre allnak ugyan, de napjaink modern
¢letvitelének kdszonhetden el is szennyezOdnek. Ezeken a teriileteken az ipar és a mez6gazdasag
a két legjelentdsebb szennyez6 forras. Fontos megemliteni, hogy a haztartasokbodl is szamos
szennyezdanyag keriil a kornyezetiinkbe (Kolpin et al. 2002). Egy résziik a mindennapi hasznalat
soran, tgy, mint a mososzerek, a kozmetikumok és a gyogyszermaradvanyok. Ezek a szennyez6k
kozvetleniil a szennyvizzel is bekeriilhetnek a vizbazisba, de nem ritka az sem, hogy helytelen
hulladékkezelés kovetkeztében jutnak be a viz természetes korforgasaba. Ezen anyagok
eltavolitasara, valamint a vizzel terjedd betegségek megeldzésére kiillonbozo viztisztitasi
proceduraknak vetik alé a telepiilések szennyvizét €s az ivoviz eldallitas sordn a nyersvizet. Ezen
eljarasok bar fejlettek, mégsem alkalmasak példaul szamos, endokrin rendszert zavar6 anyag
(EDC-endocrine disrupting compound) eltavolitasara (Bakos et al. 2013).

A viztisztitas soran keletkez6 melléktermék vegyiiletek (DBP- disinfection by-product)
jelenlétére €s vizsgalatanak fontossagara el0szor a holland vegyé€sz, Johannes Rook munkdassaga
iranyitotta a figyelmet. Az elmult néhany évtizedben tobb, mint 600 anyagrdl deriilt ki, hogy a
vizkezelés soran keletkezik, ezeknek azonban csak toredékéhez rendeltek hatarértéket a hatalyos
szabalyozasokban (98/83/EK rendelet, 201/2001. (X.25.) Kormanyrendelet), szdmos anyag
toxikolodgiai vonatkozasairol a mai napig nem all rendelkezésiinkre elegendd informacio.

Bar az elmult években szamos publikacio jelent meg a DBP-kel kapcsolatban, még mindig
kevés figyelmet kap ez a témakdr. Ennek szamos oka lehet, példaul az, hogy kémiailag nagyon
sokféle vegyiilet sorolhatd ebbe a csoportba, nagyon alacsony koncentracioban taldlhatok meg a
természetes vizbazisokban és az ivovizben, igy nehéz a kimutatasuk, még a mai, modern analitikai
modszerek alkalmazéasaval is. A kezeletlen ivovizzel szemben, mely szamos betegség terjesztdje

lehet, akut problémat altalaban nem okoznak sem az élgvilagban, sem pedig a fogyasztokban. lgazi
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veszélylik ebben rejlik, hiszen a karos hatasok kialakuldsdhoz évek vagy évtizedek is kellhetnek.
A fogyasztok mindennapi életiik soran ki vannak téve ezen vegyiiletek hatdsainak, nem csupan az
ivoviz kozvetlen fogyasztasaval, hanem példaul zuhanyzas kozben is, ahol aprd cseppek
formajaban kozvetleniil a tiid6be kertil a viz, ezaltal a melléktermék vegyiiletek is (Uddameri &
Venkataraman 2013).

A probléma tehat nagyon Osszetett, kideriilt, hogy a vizben talalhat6 oldott szervesanyag
(DOM- dissolved organic matter) mellett a korabban a vizbazisba keriilt vegyiiletekbdl is
kialakulhatnak DBP-k. Ilyenck lehetnek a gydgyszer-hatbanyagok, melyek koziil szamos olyan
van, melyet nagy mennyiségben hasznal a lakossag. Ide sorolhatjuk a hormonalis fogamzasgatld
készitményeket, csontritkulds elleni szereket és mennyiségiiket tekintve a legtobbet alkalmazott
fajdalomesillapitd, gyulladascsokkentd szereket. A széleskorben hasznalt antibiotikumok koziil
tobb csoportrol (tetraciklinek, flurokinolonok, B-laktdmok) kimutattdk, hogy képesek reakcioba
1épni a klorvegyiiletekkel (Wang et al. 2011, Dodd et al. 2005).

A gyulladascsokkentd, fajdalomcsillapitd készitmények jelentds részéhez vény nélkiil
kaphatd készitmények forméjaban is hozzajuthat a lakossag, igy helytelen hulladékkezelés
kovetkeztében is konnyen bejuthatnak a vizekbe. Vilagszerte a legnagyobb mennyiségben
eldallitott hatdoanyag az ibuprofén (2-(4-izobutilfenil)-propionsav), mely pg/l-es koncentracio
tartomanyban talalhaté meg a természetes vizekben. Ami aggasztd ezzel a hatdanyaggal
kapcsolatban, hogy bomlastermékeivel egylitt megtalalhato a szennyviztisztitd telepek
elfolyovizében, szintén pg/l-es koncentracio tartomanyban (Fent et al. 2006). Az anyamolekulabol
hokozlés, valamint oxidativ kezelés hatasara szamos bomlastermék keletkezik, koztik a
dolgozatban vizsgalt 4-etilbenzaldehid (EBA) (Madhavan et al. 2010). Mivel az ivoviz kezelés
soran mind h6-, mind oxidativ hatasnak ki van téve a nyers viz, ez tehat a legvaldszinlibb médja
annak, ahogy az EBA bekeriil a vizrendszerbe. A vegyliletrdl kevésbé ismert tény, hogy az iz- és
illatanyagok ko6zott megtalalhatod a vegyszerforgalmazok termékpalettajan, hiszen a mesterséges
mandula aromédhoz, a benzaldehidhez hasonldéan, mandula illattal rendelkezik. Illatanyagként
természetes modon elofordul novényi és allati eredetli termékekben, ugy, mint salataban,
zOldbabban, tengeri kagylo- és halfélékben (Lonchamp et al. 2009, Barra et al. 2007, Triqui &
Reineccius 1995), am a benzaldehiddel ellentétben biztonsagi adatlapja nem tartalmaz toxikologiai
informaciokat. Az EFSA (European Food Safety Authority- Eurdpai Elelmiszerbiztonsagi
Hatosag) 2012-ben megjelent, az izesitd anyagokrol késziilt tudoméanyos véleményében nem
fogalmaztak meg biztonsagi aggéalyokat az anyaggal kapcsolatban. Azért meglepd mindez, mert
ebben a dokumentumban mindossze egy, az EBA toxicitasaval kapcsolatos, &m meg sem jelent
(,, unpublished’’) publikaciot emlitenek. Az EFSA az anyag MSDI (maximized survey- derived

intake — maximalis szamitott beviteli érték) értékét 0,37 ng/fé/nap-ban hatarozta meg (EFSA
6
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2012). A tudomanyos szakirodalomban fellelheté informaciok szerint az anyagot eddig kizarolag
Racz és munkatarsai (2012) vizsgaltak gerinces modell szervezeten, mely esetiikben a zebradanid
volt, adult életszakaszban. Mivel az EBA az egyik leggyakrabban hasznalt gyogyszer hatdanyag,
az ibuprofén bomlasterméke, mely szennyviztisztitas utin is megtalalhato az elfolydvizben, ezért
kiemelten fontos feltérképezni az €16 szervezetekre gyakorolt hatasat. Bar az EFSA megéllapitott
egy MSDI értéket, am mint azt lathatjuk, szamos forrasbol bejuthat az emberi szervezetbe, igy
konnyen toxikus hatast fejthet ki.

Dolgozatomban az EBA mellett egy masik DBP vegyliletet is vizsgaltam, a 2-4-
difluoroanilint (DFA). Ezt az anyagot intermedierként hasznaljak gyogyszerek, festékek és
novényvédoszerek gyartasakor. Akut esetekben methemoglobinémiit okoz, valamint erdsen
nefrotoxikus (Eadsforth et al. 1984, Lo et al. 1990, 1991). Az anyaggal kapcsolatban tobb human
vonatkozasu eredmény latott napvilagot, melyekben foként a vegyszergyarakban dolgozo
munkasok vérmintainak vizsgalataval foglalkoztak. Az EBA-hoz hasonléan Racz és munkatarsai
(2012) ezt a vegyiiletet is vizsgaltak kifejlett zebradanié egyedeken, am embridkra gyakorolt
hatasat még nem tanulméanyoztak, ahogy mas kutatok sem.

Mivel a halak egész életciklusukat a vizben toltik, ezért kivald modellallatai az ilyen jellegii
vizsgalatoknak, a zebradani6 pedig egy nemzetkozileg elfogadott és jol ismert modell szervezet.
Mint azt lathatjuk, kifejlett életszakaszra vonatkozéan mar rendelkezésre all néhany informacié az
anyagok hatasair6l, am a korai életszakaszokrol nem. Vizsgalataim soran mind az EBA, mind a
DFA esetén kiemelten fontosnak tartottam az embriok vizsgalatat, hiszen az anyagok
fejlédésbiologiai  hatasairdl nem 4ll rendelkezésiinkre informacid. Ezek a kisérletek jo
kiinduldpontjai lehetnek human egészseégligyi vizsgalatoknak, kivaltképp a halembridkon végzett
microarray vizsgalat, mely az embrionalis fejlédés soran végbemend, génexpresszidban
bekovetkezd valtozasokat hivatott feltarni.

Munkam célja az volt, hogy megismerjem két viztisztitasi melléktermék vegytilet, az EBA
és a DFA zebradanié embridkra gyakorolt hatasait. Az EBA-r6l nagyon kevés informacioval
rendelkeziink, illetve aggasztd, hogy az egyik leggyakrabban hasznalt fijdalomcsillapitd
hatéanyag, az ibuprofén bomlédstermékeként is létrejohet a vizkezelés sordn, tovabba iz-és
illatanyagként is hozzaférhetd. Célom volt megvizsgalni az EBA és a DFA embridfejlodésre
gyakorolt hatésait, valamint meghatarozni az akut tesztek soran a vegyiiletek LC (LCx- az egyedek
X%-anak pusztulasat okozo koncentracio) értékeit. Tovabba célom volt az EBA génexpressziora
gyakorolt hatasanak vizsgalata microarray assay alkalmazasaval. Valaszt szerettem volna kapni
arra, hogy a transzkriptom analizis soran kapott eredményt ala tudom-e tdmasztani kiilonbozo,
klasszikus toxikologiai vizsgélatokkal, igy gyarapitva az EBA-rol rendelkezésre allo toxikologiai

informaciok mennyiségét.
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3. lrodalmi attekintés
3.1. Azivoviz jelentésége, az ivovizzel kapcsolatos globalis egészségiigyi problémak

A viz nem csupan a foldi 1ét alapja, de az emberiség fejlddésének egyik mozgatdrugoja is.
Bolygénk novekvo lakossagat egyre nehezebb ellatni j6 mindségli és megfeleld mennyiségi
¢lelmiszerrel, a nagy volumenek eldallitasahoz iparszeri gazdalkodasra van sziikség, ehhez
rengeteg vizre. Sajnos ezen tevékenységek nagymértékii vizszennyezéssel jarnak, mely az
ivovizbazisokat is érinti. A mezdgazdasagi, ipari ¢s kommunalis szennyezések miatt a természetes
vizek jelentés része alkalmatlan kozvetlen emberi fogyasztasra. Ennek kovetkeztében a viz
stratégiai fontossagtiva valt vilagszerte (Alcamo et al. 2007; Pahl-Wostl et al. 2008; Al-Saidi &
Elagib 2017)

A Foldon 1évd viz mennyiségét 1,4 milliard kobkilométerre becsiilik, melynek csupan
0,003%-a hasznalhat6 fel ivovizként, higiéniai, mezdgazdasagi és ipari célokra. Ha a népesség a
mostani litemben ndvekszik, kétséges, hogy 2030-ra elegendd viz lesz az emberiség
fenntartasahoz. A FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations- Egyesiilt
Nemzetek Elelmezésiigyi és Mez6gazdasagi Szervezete) felmérése szerint a legtbb vizet igényld
ipardg a mezdgazdasag. Minden kilogramm gabona eldallitdsdhoz 1000-3000 liter viz sziikséges.
Az egy emberre jutd ivoviz felhasznalas nem csupan a kozvetlen fogyasztast jelenti, hiszen 2-
5000 liter viz szlikséges egy ember egy napi élelmiszerének eldallitasahoz (FAO 2017).

A vizkészletek eloszldsa nem egyenletes, vannak olyan régiok, ahol szinte pazaroljak a
vizet, mig mashol emberek tizezrei halnak meg naponta, a vizhidnyra visszavezethetéen. A fejlodod
orszagokban Oridsi problémat jelent az ¢hinség, hiszen viz hidnydban nem tudnak elegendd
¢lelmiszert elGallitani. Szamos betegség (malaria, tifusz, szalmonell6zis, hepatitisz, Escherichia
coli fertézés) szedi aldozatat ezen orszagokban, mert nem allnak rendelkezésre a megfeleld
higiéniés koriilmények.

A fejlett orszdgok egészen mas problémakkal néznek szembe. Itt a vizforrasok
rendelkezésre allnak ugyan, de a nagymértékii iparosoddsnak kdszonhetden el is szennyezddnek.
Az iparon ¢és a mezdgazdasdgon kiviil szdmos szennyezdanyag, mosoOszerek, vegyszerek,
gyogyszermaradvanyok is bekeriilnek a vizekbe. Ezen anyagok eltavolitasara, valamint a vizzel
terjedd betegségek megeldzésére kiillonbozd viztisztitdsi procedirdknak vetik ald a telepiilések
szennyvizét. Ezen eljarasok bar modernek, mégsem alkalmasak példaul szamos endokrin rendszert
zavar6 anyag eltavolitasara. Az EDC vegyiiletek eltoljak a hormonok természetes egyensulyat az
€16 szervezetekben, hatdssal vannak a szaporodasra és az egyedfejlédésre, valamint a természetes
hormonok analdgjaiként miikodve szamos kéros biologiai hatast (példaul torzulasok, fejlodési

zavarok) eredményeznek (Bakos et al. 2013).
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Napjainkban egyre nagyobb figyelmet kapnak a toxikoldgidban az ivoviz fertdtlenitése
kozben képzddo vegyliletek. A jo mindségii, karos szennyezdanyagoktdl mentes ivoviz biztositasa
vilagszerte, igy hazankban is létfontossagu, stratégiai feladatta valt. A jelenleg alkalmazott
viztisztitasi eljarasok (klor, klor-dioxid, UV, illetve 6zon kezelés) els6sorban a vizben levé
korokozok elpusztitasat szolgaljak, ezen tilmenden a kiilonb6zo sziirési modszerekkel igyekeznek
a kémiai szennyezddéseket mérsékelni.

Az oxidalé fertétlenitdszerek élettelen anyagokkal is reagalhatnak az ivovizben és a
dezinfekcio nyilvanvald eldnyei mellett, a fenti kémiai beavatkozasok nyoman szamos szerves
vegylilet keletkezik (viztisztitasi-reakciomelléktermékek), melyeknek karos, elsésorban mutagén
(Sujbert et al. 1993) és karcinogén hatasa lehet (Bull et al. 1995).

Az emberek egészségének, valamint a kornyezet allapotdnak megovasa érdekében
napjainkban egyre fontosabbak a laboratériumi vizsgélatok. Bizonyos vegyiiletek vagy kornyezeti
mintak hatasat legbiztonsdgosabban igy térképezhetjiik fel. Ahhoz, hogy egy vegyiilet kdrnyezeti
hatasarol komplex képet kapjunk, fontos, hogy az alsébbrendii éldlényektdl a gerincesek felé
haladva minél tobb fajrdl alljon rendelkezésiinkre informacio.

Az ivoviz korokozokkal torténd szennyezddése hozzajarul bizonyos betegségek gyors €s
nagy tomegeket érintd terjedéséhez, igy vektor jellege miatt kiilondsen veszélyes a
kontaminacioja. Az ivoviz eléallitds alapjaul szolgdld nyersvizben is szamtalan kiillonb6zd
mikroorganizmus fordul elé. Ezek lehetnek algak, férgek, baktériumok, protozoak vagy virusok
(Momba & Kaleni 2002, Stanger et al. 2006, Locas et al. 2007). Az ivovizzel terjed6 legismertebb

baktérium torzseket Crittenden et al. (2005) nyomén az 1. tdbldzat mutatja be.



1. tablazat A legismertebb, ivovizben elofordulo, megbetegedéseket okozo baktérium térzsek

Ismert korokozok
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Crittenden et al. (2005) nyoman

Mikroorganizmus Megbetegedés tipusa ‘

Salmonella typhosa

S. paratyphi

S. schottinuleri

S. hirschfeldi C.
Shigella flexneri
Sh. disenteriae
Sh. sonnei

Sh. paradysinteiae
Vibrio comma

V. cholerae
Pasteurella tularensis

Brucella melitensis

Pseudomonas pseudomallei

Leptospira icterohaemorrhagiae

Enterophatogenic E. coli

hastifusz

paratifusz

vérhas

kolera

tularemia
brucelldzis
melioidosis
leptospir6zis

gasztroenteritisz

Vizbo6l mar

kimutatott korokozok

Enteroaggregative E. coli
Enteroinvasive E. coli
Enterohemorragic E. coli
Enterotoxigenic E. coli
Yersinia enterocolitica

Campylobacter jejuni

gasztroenteritisz

Feltételezetten

vizben terjedo korokozok

Legionella pneumophila

Aeromonas hydrophila
Helicobacter pylori

Mycobacterium avium

intracellulare

Pseudomonas aeruginosa

legionelldzis
gasztroenteritisz

gyomor és nyombélfekeély,

gyomorrak
pneumonia

kilonbozo fertdzések
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Az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO-World Health Organization) 2018-ban ko6zolt
informécioi szerint (httpl) 2015-ben globalisan 5,2 millidard ember jutott hozza biztonsdgosan
kezelt ivovizhez, és aggaszto tény, hogy kozel 2 milliard ember fogyasztott fekaliaval szennyezett
ivovizet. Az alacsony és kozepes jovedelml, fejlédé orszagokban az egészségiigyi ellatd helyek
kozel 38%-aban nincs megfeleld mindségli vizforrds, 19%-ukban nem kielégitéek a higiénés
koriilmények, 35%-ukban még a kézmosashoz sziikséges szappan és viz is hianyzik.

A felsorolt tények fényében nem meglepd, hogy a leggyakoribb vizzel terjedd betegségek
tobbnyire a fejlodé orszadgokban fitik fel a fejiiket idordl idére. A fejlett orszagokban is
eléfordulnak ilyen jellegli megbetegedések, de tobbnyire kis teriiletre korlatozddva, altalaban
valamilyen kornyezeti katasztrofa kovetkeztében, esetleg tropusi orszdgokba torténd utazassal
behurcolva, pontszeriien. Nagy es6zések, aradasok, gatszakadasok alkalmaval fordul el6 altalaban
az ivovizbazis, lakoingatlanok, term6foldek elszennyezddése kommundlis szennyvizzel, ezaltal
fekalis baktériumok sokasagéaval. A mikroorganizmusokkal szennyezett vizzel terjedd betegségek
kiilondsen nagy halalozasi ardnyt okoznak a 0-5 éves gyermekek estében. Evente 900 millio, ebbe
a korcsoportba tartozé gyermek hasmenéses megbetegedését tulajdonitjak a szennyezett viznek,
¢és 1,5 — 1,8 millié gyermek halalat okozza a szennyezett viz fogyasztasa (Ashbolt 2004). A WHO
adatai szerint az Ossznépességet tekintve 2,2 milli6 ember hal meg napjainkban az erds
hasmenéssel jard betegségekben, foként kanyardban, malaridban, koleraban és vérhasban. Ez

Délkelet-Azsidban a halélesetek 8,5%-at, mig Afrikdban a 7,7%-at jelenti (http2).

3.2. Az ivoviz kezelése, fertotlenitése

3.2.1. Nyersviz forrasok az ivoviz ellatasban

Az ivoviz kezelésének jelentdsége megkérddjelezhetetlen a fent leirtak alapjan. A
kezelések elsddleges célja az egészségligyi kockédzatot nem jelentd ivoviz eldallitdsa a
rendelkezésre 4llo nyersviz forrdsok felhasznalasaval. A viz a korfogdsa soran érintkezik a
litoszféraval, az atmoszféraval, valamint a bioszféraval, igy szamos nem kivanatos szerves €s
szervetlen anyag keriilhet bele. A vizet ér6 talan legveszélyesebb hatasok antropogén eredetiiek,
hiszen a modern tarsadalom szamtalan kemikaliat juttat a kornyezetbe.

A nyersviz forrasok sokfélék lehetnek, ezért az egyes forrdsokbdl szarmazo vizek
kezelésében is lehet kiilonbség. A felszin alatti vizforrasok koziil a legveszélyeztetettebbek a
talajvizek, azaz az els6¢ vizzaré réteg fOlotti vizréteg. Napjainkban a vizellatasi céla
vizhasznalatnak csak kevesebb, mint 10%-at adjak. A rétegvizek, vagy mélységi vizek, két vizzaro
réteg kozott, néhany tiz métertdl akar az ezer métert meghaladé mélységig tobb, egymassal nem
Osszekapcsolodo rétegben talalhatdak. A felszin feldl érkezd szennyezéseknek kevésbé vannak

kitéve, am a felszin kozeli rétegekre olykor jellemzé a nitrat tartalom és a bakterialis
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szennyezettség is. Altalaban nagyobb mennyiségben tartalmaznak oldott sokat, valamint gyakran
talalhato benniik folosleges szén-dioxid és metan. A fogyasztok szempontjabol aggalyos, hogy a
dél-alfoldi rétegvizek gyakran magas koncentracioban tartalmaznak arzént. A rétegvizek a
vizellatasi célu vizhaszndlat tobb, mint 40%-4t adjak. A karsztvizek vizkészleteink koziil a legjobb
mindségiiek kozott vannak. Jellemzéen mészkd- €s dolomit tartalmi kdzetekbdl szarmaznak,
amelybdl kalcium és magnézium sokat oldanak ki, ezért nagyobb a keménységiik, kevés szerves
anyag, vas ¢és mangan taldlhaté benniik. Vizellatasi szempontbdl fontos karsztviz lel6helyek
vannak a biikki karszt és Aggtelek kornyékén, valamint az észak-balatoni régioban. A vizellatasi
célu vizhasznalat 20%-4at biztositjak. A forradsvizek viszonylag j6 mindségliek, am a vizellatasban
kicsi a szerepiik, hiszen kevés olyan forrds van hazank teriiletén, mely egész évben, viszonylag
egyenletes hozammal, jelentésebb mennyiségii vizet tudna szolgaltatni. Kiilon kategoriat alkotnak
a parti szlirésli vizek, hiszen eredetiiket tekintve felszini vizek, melyek tobb tiz méter vastagsagu
mederanyagon (homokos kavics, kavics) szivarognak at, igy a természetes talajsziirés altal javul a
mindségiik. Ezen vizek mindségét jelentdsen befolyasolja a felszini viz mindsége, a parti talajréteg
(mederanyag) szirohatdsa ¢és az esetleg hozzakeveredd talajviz mindsége, ami szoros
Osszefiiggésben van az antropogén hatasra bekdvetkezd kornyezetterheléssel. A Drava mentén,
valamint a Duna kavicsteraszain, jellemzden a Szigetkéz és Budapest kornyékén rendelkezik
hazank ilyen vizekkel. A vizigények kielégitéséhez 30%-ban jarulnak hozza ezek a forrasok
(Urbanovszky 2017). A tény, hogy éppen a Févaros kornyékén, Europa egyik legnagyobb, iparilag
is jelentds varosokon athalado foly6jabol nyeriink ilyen modon ivovizet aggasztd, hiszen maga a
felszini forras, a Duna is szdmos szennyezO hatasnak van kitéve, és a mederanyagon valo
athaladaskor belekeveredd talajviz is szennyezett lehet. A dolgozat elézményeként szolgalod
kutatasokban is ilyen kutakbol szarmazo, budapesti ivovizet vizsgaltak, és tartak fel annak
genotoxikus hatasat baktériumokra nézve (Sujbert et al. 1993) és apoptotikus aktivitast noveld
(Réacz et al. 2004) hatasat sejttenyészeten.

3.2.2. Az ivoviz kezelése

A 3.1. fejezetben leirt betegségek szamos alkalommal okoztak jarvanyokat az emberiség
torténelmében, és okoznak napjainkban is, foként a fejlédd orszdgokban. Az ivovizek
fertétlenitése, a tény, hogy a nyersvizet meg tudjuk szabaditani a korokozoktol, az elmult évszazad
egyik legnagyobb kozegészségiigyi vivmanya.

Bar a 17. szazadban Leeuwenhoek sajat készitésii nagyito lencséi segitségével felfedezte a
vizben megtalalhatdé mikroorganizmusokat (Smit & Heniger 1975), ezeket egészen a XIX. szdzad
kozepéig nem hoztak osszefliggésbe a betegségek terjedésével. 1854-ben ugyanis a londoni Soho
negyedben kitort egy nagy kolera jarvany, melynek soran Dr. John Snow az esetek el6fordulasat

térképen dokumentalta, lokalizalva ezzel a probléma forrasat. Vizsgalatai soran kideriilt, hogy a
12
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fertézési goc a Broad Street-en talalhato kut, igy bizonyitotta be, hogy a betegség egyértelmiien a
vizzel terjed (Brody et al. 2000). A viz kezelését sokaig csak az egyszerii mechanikai szlirés
jelentette. A klor, mint vizfertétlenitd szer elsé dokumentalt alkalmazasat Robley Dunlingsen
1835-ben irt, Public Health cimii miivében lelhetjiik fel (Crittenden et al. 2005), am hatékonysagat
tudomanyosan csak 1881-ben bizonyitatta be Robert Koch (Howard-Jones 1984).

Az ivoviz kezelése bonyolult, tobb lépcsds folyamat, melynek soran a nyersvizet
megtisztitjdk a mechanikai, kémiai és biologiai szennyezddésektdl. A hagyomanyos vizkezelési
folyamat f0 1épései a szilirés, ezt koveti a derités, az ilepités, ismételten sziirés, majd a viz
fertétlenitése (1. dbra). A viztisztitas eddigi rovid torténete sordn ezek a mddszerek finomodtak,
valamint a technologia is jelentdsen fejlodott, am alapjaiban igen keveset valtozott. A folyamat
célja tovabbra is a régi, azaz tiszta és biztonsagos ivoviz eldallitasa a lakossag szamara (Dawson

& Sartory 2000).

Koagulansok

Koagulacio Flokkulacio Szedimentacio
00y .0 °
| . -« ® .. .. -

Fertotlenités

Elosztas

Kezelt viz tarolasa Filtracio

1. dbra Az ivoviz kezelésének sematikus abrdja (http3 alapjin)
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3.3. A fertétlenités soran keletkezo melléktermékek csoportositasa és toxikologiai

megitélése

A viztisztitdsi melléktermék vegyiiletek felfedezése Johannes Rook, holland vegyész
nevéhez flizdédik. Rook a Rajna folyobol nyert vizmintakban fedezte fel kloroform jelenlétét.
Megfigyelte, hogy ez a vegyiilet a nyersvizben nem volt jelen, am a tisztitasi folyamat végén mar
jelentds mennyiségben eléfordult a vizben (Rook 1974, 1976). Eredményeibdl azt a kovetkeztetést
vonta le, hogy a fertétlenitésre hasznalt klorvegyiiletek reagdlnak a nyersvizben természetes
modon eléforduld oldott szerves anyaggal, igy alakulhatott ki kloroform, valamint kiilonb6z6
trihalometan-szarmazékok (THM). Ezt a kovetkeztetését a késObbiekben szamos tanulmany
alatamasztotta (Symons et al. 1975; Williams et al. 1980; Dotson et al. 2009; Leenheer & Croué
2003). A szerves anyag, mely foként kolloid mérettartomanyba tartozd, vizes fazisban oldott,
biomassza eredetli anyagbdl all, szinte minden természetes eredetli vizben jelen van. Eredete
foként szarazfoldi és vizi mikroszervezetek lebontd tevékenységére, szekunder szervesanyag-
feldolgozast végzd heterotrof szervezetek miikddésére, valamint fotoszintetizalni képes élolények
tevékenységére vezethetd vissza (Rositano et al. 2001). A DOM ¢és a melléktermékek kialakulasa
kozotti kapcsolat mind Eurdopaban, mind pedig a tengerentilon megddbbenést valtott ki a
tudomanyos kozéletben, hiszen addig az volt az allaspont, hogy kezelés utan az ivéviz nem
tartalmaz semmilyen, az egészségre artalmas OsszetevOt. A kutatdsok szdma ugrasszeriien
megndvekedett ebben a témakdrben, ezzel egyiitt az ismert DBP-k szdma is, hiszen mar igen
koran, az 1970-es években egyértelmiivé valt, hogy ez a nagyon heterogén vegyiiletcsoport lehet
a DBP-k kialakulasanak elsédleges prekurzora (Hrudey 2009). A DOM-hoz tartozé anyagokon
kiviil szervetlen szennyezdk is szerepet jatszanak a DBP-k kialakuldasdban, ezek koziil
legjelentdsebbek a jodid-és bromidionok. Ezek azért kiilonosen veszélyesek, mert hipobromsavva
vagy hipojodossavva alakulva konnyen reakcioba 1éphetnek a DOM-mal (Hua et al. 2006). A
DBP-k kiilon csoportjat alkotjak azok a vegyiiletek, melyek emberi szennyezés hatasara alakulnak
ki. Ide sorolhatok a haztartasokbol €s a mezdgazdasagi termelésbdl kikeriild kemikalidk, illetve a
keletkezd vegyiiletek. A bioldgiai és kémiai hatasok feltérképezésével foglalkoz6 kutatdcsoportok
eredményeit a miiszaki teriileten dolgozok is felhasznaljak, és olyan vizkezelési technoldgidk
kifejlesztésén dolgoznak, melyek minimalizaljak a klérvegytiletek hasznalatat, igy megelézve a
DBP-k keletkezését. Napjainkban ezen technologidk koziil az UV-fény, illetve a reverz ozmozisos
eljaras tlinik biztatonak, &m ezen mddszerek még behatdobb vizsgalatokat igényelnek, hogy fény
deriiljon esetleges hatranyaikra. A nyersvizben taldlhatd szerves anyag miatt azonban az Uj

technologiak is rejthetnek veszélyeket, 1j DBP csoportok alakulhatnak ki. Ezekrdl a csoportokbdl
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a kovetkez6 fejezetekben lesz szd, melyet Richardson & Postigo (2011) altal készitett

csoportositas alapjan allitottam Ossze.

3.3.1. Szabalyozas hatalya ala esé viztisztitasi melléktermék vegyiiletek

Mivel szamos mikrobioldgiai és kémiai veszély fenyegeti a fogyasztokat az ivoviz
fogyasztassal kapcsolatban, igy az orszagok igyekeznek kelléen szigoru ¢és atgondolt
szabalyozasokat alkotni az ivovizzel szemben tamasztott kovetelményeket illetden. Ez hazankban
sincs masként. A tovabbiakban a hazankban alkalmazandé paramétereket részletezem.

Az Eurdpai Kozosségek Tanacsa 1975-ben kiadott egy iranyelvet az ivovizkivételre szant
felszini vizek mindségi kovetelményeirdl a tagallamoknak, majd ezt a rendeletet irta feliil a
98/83/EK Iranyelv az emberi fogyasztasra szant viz mindségérdl, melyet 1998-ban adtak ki, és
maig hatalyos. A tagorszdgoknak a megfeleld tiirelmi idok mellett vallalniuk kell a kivant
vizmindség elérését. Magyarorszag a csatlakozdssal vallalta az iranyelvben foglalt paraméterek
teljesitését.

A magyar jogalkotds jogszabalyi szinten szabalyozza az ivovizre vonatkozd
kovetelményeket (201/2001. (X.25.) Korméanyrendelet az ivoviz mindségi kdvetelményeirdl és az
ellendérzés rendjérdl). A jogszabdly bevezetését megelézéen szabvanyban rogzitették az ivoviz
mindségével kapcsolatos eldirasokat (MSZ 450/1-1989). Vannak olyan hatarértékek, melyek a

kormanyrendeletben jelentésen megvaltoztak a szabvanyhoz képest (2.tablazat).

2. tabldzat Néhany fontosabb vizparaméterre vonatkozo hatdrérték az MSZ 450/1-1989 szabvdany, valamint a
201/2001. Kormanyrendelet alapjan

Osszetevo Mértékegység MSZ 450/1-1989 201/2001 (X.25.)
Korm. rendelet
Nitrit mg/I 0,5-1 05
Nitrat mgl/l 20 =5
Ammonium mg/| 1 05
Vas mg/I 02 02
Mangan mg/| 0.1 005
Bor mgl/l 15 I
Fluorid mgl/l 15 15
Arzén ng/l 50 0

Miutan szadmos vizsgélatban fény deriilt a DBP-k jelenlétére az ivovizben, illetve egyes
DBP-k potencidlis egészségkarositd hatdsaira, az egyes nemzetek és kdzosségek a vizmindségi
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kovetelmények fontos részéveé tették a melléktermék vegyiiletek alacsony mennyiségét. Az
Egyesiilt Allamok Kornyezetvédelmi Hivatala (US EPA) (EPA 63 FR 69390) és az Eurdpai Unio
is iranyelvben rogzitette a tagallamoktol elvart hatarértéket, valamint a WHO is bevezette
iranyelveibe néhany DBP maximalis megengedhetd szintjét. Mivel napjainkban mar tobb, mint
600 melléktermék vegyiiletet ismer a tudomany (Richardson&Postigo 2011), melyeknek csak egy
része keriilt eddig goreso ald toxikoldgiai szempontbdl, igy lehetetlen minden anyagra hatarértéket
bevezetni. Mas vegyiiletcsoportokhoz hasonléan a DBP-k esetében is ugynevezett ,,jelz6”
vegyliletekre allapitottak meg hatarértékeket, melyek tobbnyire vegyiiletcsoportjuk legnagyobb
mennyiségben jelen 1évo képviseldi. A 3. tdblazatban mutatom be a hatalyos hatarértékeket, az

azokat megallapito szervezetek szerint felsorolva.

3. tablazat Az EPA, az EU és a WHO altal megallapitott iranyado hatarértékek a leggyakrabban
és legnagyobb mennyiségben elofordulo viztisztitasi melléktermék vegyiiletekre vonatkozoan.

EUROPAI UNIOS HATARERTEKEK (98/83/EK SZERINT) HATARERTEK (MG/L)

OSSZES THM 0,1
BROMAT 0,01
WHO IRANYELVEK
KLOROFORM 0,3
BROMO-DIKLORO-METAN 0,06
KLORO-DIBROMO-METAN 0,1
BROMOFORM 0,1
SZEN-TETRAKLORID 0,004
KLOROECETSAV 0,02
DIKLORO-ECETSAV 0,05
TRIKLORO-ECETAV 0,2
BROMAT 0,01
KLORIT 0,7
DIKLORO-ACETONITRIL 0,02
DIBROMO-ACETONITRIL 0,07
CIANOGEN KLORID 0,07
2,4,6-TRIKLOROFENOL 0,2
N-NITROZODIMETILAMIN 0,1
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US EPA SZABALYOZAS
OSSZES THM (KLOROFORM, BROMO-DIKLOROMETAN, 0,08
KLORO-DIBROMOMETAN, BROMOFORM)
5 HALOECETSAV (KLORO-, BROMO-, DIKLORO-, 0,06
DIBROMO-, TRIKLORO-ECETSAV)
BROMAT 0,01
KLORIT 1

Mint az jol latszik, az EPA ¢és az EU (Eurdpai Unid) teljes THM mennyiségre allapit meg
hatarértéket, am az amerikai hatarérték szigorubb, mint az eurépai. A WHO iranyelvekben tobb
THM vegyiiletre adnak meg hatarértéket, am kiilon-kiilon egyik sem magasabb, mint az EU 4altal
eldirt. Az EPA, valamint a WHO hatarértéket allapitott meg a haloecetsav-tartalomra is, eldbbi
ebben az esetben is kiilon-kiilon is hozzarendel hatarértéket az egyes vegyiiletekhez, mig utobbinal
a THM-ekhez hasonl6an a vegyiiletcsoportra vonatkozik a 0,06 mg/l érték. Az EU szabalyozésa
ennél lazabbnak mondhato, hiszen a THM-ek mennyiségén kiviil csak a bromat mennyiségét
szabalyozzak a vonatkozo 98/83/EK iranyelvben.

A THM és HAA (haloecetsavak) vegyliletek elsdsorban klor és kloramin alkalmazasa, a
klorit klor-dioxid, mig a bromat tobbnyire 6zonnal torténé kezelés hatasara alakulnak ki az
ivovizben. Mivel a klor hasznalata miatt keletkezik a legnagyobb mennyiségii melléktermék
vegyiilet, igy a vizmiivek vilagszerte kénytelenek attérni alternativ megoldasok alkalmazasara.
Ezek a megoldasok lehetnek példaul: 6zon, klor-dioxid, kloramin vagy UV. Az ilyen, ,,alternativ”
rendszerekben is hasznalnak klort, masodlagos ferttlenitészerként, azzal a céllal, hogy a
vizvezeték rendszerben is ki tudjon fejteni fertdtlenitd hatast, megdvva ezzel a rendszer allapotat.
Az ) mddszerek azonban 1) problémakhoz vezetnek, mert bar a felhasznalt klér mennyiségének
csokkentése a THM-ek és a HAA-k kisebb mértékli képzddeéséhez vezet, példaul az 6zonnal
torténd kezelés jelentdsen megndveli a képzddott bromatok mennyiségét, foként azokon a
teriileteken, ahol a nyersvizforrdsok magas oldott anyag koncentracioval rendelkeznek. Ezek
tobbnyire tengerpart kozeli, folyoparti vagy 6si tengerek folott helyezkednek el, ahol a vizbazis
érintkezhet a magasabb oldott sotartalmu rétegekkel. A bromat nagy mennyiségben torténd
keletkezése azért aggasztd, mert hosszii tava kisérletben, per os adagolva, F344 tipusu
laboratoriumi patkdnyok esetében tumorok kialakulasat figyelték meg kalium-bromat hatdsara
(Kurokawa et al. 1986a).

Mivel a kloroformot fedezték fel leghamarabb az ivovizben, igy nem meglepé modon az
egyik legtobbet vizsgalt DBP a mai napig. Megitélése sokat valtozott az évtizedek alatt. 1976-ban
az amerikai Nemzeti Rakkutaté Intézet (NCI- National Cancer Institute) altal végzett, majd
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publikalt vizsgalatban azt az eredményt kaptak, hogy a kloroform patkanyokban (Rattus
norvegicus) ¢és egerekben (Mus musculus) maj és vese daganatokat okoz. Az eredmény igen
ijjesztének bizonyult, hiszen az FDA (United States Food and Drug Administration- az Egyesiilt
Allamok Elelmiszer- és Gyogyszerengedélyeztetési Hivatala) a tanulmany megjelenését kovetéen
4 hoénappal betiltotta a kloroform hasznélatait kozmetikumokban. Ezt a dontést késobb
feliilvizsgaltak, hiszen Gjabb tanulmanyok ravilagitottak, hogy a kisérletekben alkalmazott dozis
nagyon magas volt, és vivéanyagnak viz helyett kukorica olajat hasznaltak. Ha emberi dozisra
szamitjuk at az altaluk alkalmazott dozist, 25 000-szer nagyobb mennyiséget kapunk, mint amit
napi 2 liter 100 ug/l mennyiséget tartalmazo vizzel bevihetiink a szervezetiinkbe egy egész élet
alatt (Hrudey 2009). Hasonl6 eredmények sziilettek tovabbi harom THM vegyiilettel kapcsolatban
is. A mar emlitett olajos vivoanyagot hasznalo kisérletben a kloro-dibromometan, a bromo-
diklorometan és a tribomo-metén is megnovelte a rdkos megbetegedések eléfordulasat egér és
patkany tesztszervezeteken, majd a vizzel torténd adagolés esetén nagyon alacsony volt a kialakuld
elvaltozasok aranya a kontroll egyedekhez képest. A kloroformmal végzett kisérletekhez
hasonl6an ezeknél az anyagoknal is szélsdségesen magas dozist hasznaltak (Boorman et al. 1999).

Az évtizedek alatt elvégzett, sokszor ellentmondasos vizsgalatokat figyelembe véve az
IARC (International Agency for Research on Cancer — Nemzetkozi Rakkutato Ugyndkség) a
kloroformot, valamint a bromo-diklorometant a 2B csoportba sorolta. Ebben a csoportban olyan
anyagok szerepelnek, melyek lehetséges rakkeltdk az emberi szervezetben, &m ez nem nyert
bizonyitast kétséget kizdréan. A madsik két emlitett vegyiilet, a bromoform, valamint a kloro-
dibromometan a 3-as csoportban kapott helyet, igy nem tekintheték rakkeltének a tudomany

jelenlegi allasa szerint.

3.3.2. A szabalyozas ala nem esé viztisztitasi melléktermék vegyiiletek

A szabalyozéds ald es6 DBP-k mellett egyre nagyobb figyelem iranyul ezekre a
vegyliletekre. Szamos j DBP-t vontak mar be in silico szerkezet-hatasmechanizmus elemzésbe,
mely modszerekkel nagy biztonsaggal kovetkeztethetiink egy-egy vegylilet hatismechanizmusara,
potencialis karcinogenitasara. Ezek kozott szerepelnek jodos savak, bromo-nitrometanok, jodo-
trihalometanok, halofuranonok, halopirrolok, halokinonok, haloamidok, haloaldehidek,
halonitrilek és nitr6zaminok (Woo et al. 2002).

A fejezetben roviden bemutatom a legjabb kutatdsok eredményeiként felfedezett
jelentésebb DBP-ket, valamint a kommunalis eredetli szennyezéshez kdthetd vegyiileteket. Ezek
a vegyiiletek tovabb novelik a téma komplexitasat, hiszen jelenleg tobb tizezer vegyiiletet hasznal
az emberiség az €let szamos teriiletén, igy ezek a haztartdsokbol, a mezdgazdasagi tevékenységbdl,

a nehéz- és konnyliparbol, a kozlekedésbdl és a vegyiparbdl, beleértve a gyogyszeripart,
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kikeriilhetnek és ki is keriilnek a kornyezetbe. Mivel bolygonk egy zart rendszer, ezért vagy a
leveg6bdl kitilepedve vagy kimosodva, esetleg a talajba bemosddva, vagy a kommundlis

szennyvizzel elérik a természetes vizforrasokat, amik aztan ivovizbazisunk alapjat is adjak.

Jodos savak és jodo-trihalometanok

A jodoecetsavak, bar nem esnek hivatalos szabalyozas ald, mégis nagy fenyegetést
jelentenek az emberi egészségre. Ez idaig ot ilyen vegyiiletet mutattak ki a fogyasztasra kész
ivovizb6l:  jodoecetsav, bromo-jodoecetsav, (Z)-3-bromo-3-jodopropénsav, (E)-3-bromo-3-
jodopropénsav, (E)-2-jodo-3-metilbuténsav (Richardson et al. 2008a). A jodoecetsavrol
bebizonyosodott, hogy in vitro kisérletekben emlés sejtvonalakon DNS (dezoxiribonukleinsav)
karositd hatasa van, és ugyanabban a nM-os koncentracidé tartomanyban in vivo teratologiai
vizsgalatok soran veldcsé zarddasi rendellenességet idéz eld egér embriokon (Hunter & Tugman
1995, Hunter et al. 1996).

A jodo-trihalometanokat az 1970-es évek oOta ismerik, mint DBP-ket. Hat vegyiiletet sorol ide a
szakirodalom: dikloro-jodometan, bromo-kloro-jodometan, dibromo-jodometan, kloro-
dijodometan, bromo-dijodometan, jodoform (Smith et al. 2010). A dikloro-jodometant gyakran
emliti a szakirodalom az 6todik trihalometanként, utalva ezzel arra, hogy nem tartozik bele a
hatarértékkel rendelkezO, korabban mar emlitett négy trihalometan vegyiiletbe. A jodo-
trithalometanok koncentracidja a klorral vagy kloraminnal kezelt ivovizekben a 15 pg/litert is
meghaladhatja, ez az érték nem a csoportra vonatkozik, hanem az egyes vegyiiletekre értendd.
Ezek a vegyiiletek egy egész orszagra kiterjedd amerikai kutatds szerint a kléraminnal kezelt
amerikai 1vovizekben kozel olyan mennyiségben keletkeznek, mint a hatarértékkel rendelkezd
THM-ek, ezen vegyiiletek mennyiségének mintegy 81%-at teszik ki (Krasner et al. 2006). Egészen
2008-ig nem vizsgaltdk a vegyliletcsoport esetleges citotoxicitdsat €s genotoxicitdsat, am
Richardson és munkatarsai (2008a) megallapitottdk, hogy mind a hat ismert jodo-THM
citotoxikus, a kloro-dijodometan pedig er6sen genotoxikus hatasu emlés sejtekre. A jodo-THM
csoport tehat egyértelmiien egészségiigyi kockazatokat rejt, hiszen egyrészt bizonyitottan sejt-€s
DNS-kérosito hatasuk van, és nagy mennyiségben keletkeznek a kloéraminos vizkezelés

kovetkeztében.

Halonitrometanok

A haloecetsavakhoz hasonléan ebbe a csoportba is kilenc vegyiilet tartozik, a legtobbszor
emlitett tagja a csoportnak a kloropikrin (trikolo-nitrometdn), am ivovizben nem szamit
toxikusnak. Ezzel szemben a bromo-nitrometanok, melyek a klorozas elétt 6zonnal kezelt

vizekben talalhatdéak meg nagyobb mennyiségben, citotoxikusabbak és genotoxikusabbak, mint a
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szabalyozas alda es6 DBP-k (Plewa et al. 2004, Krasner et al. 2006), koncentracidjuk
vegyiiletenként a 3 pg/liter is elérheti (Krasner et al. 2006). A halonitrometan csoport vegyiiletei
emellett mutagén hatasunak bizonyultak Salmonella torzseken. A nitro-trihalometanok a THM-
eknél tizszer citotoxikusabbak, ez a nagysagrendi kiilonbség nagy valosziniiséggel nitro-csoport

nagyobb reaktivitasanak koszonheté (Kundu et al. 2004).

Nitrozaminok

A nitrozaminokat 2002-ben fedezték fel, mint DBP-ket, ett6l fogva egyre nagyobb
érdeklddés Gvezi ezt a csoportot. A legnagyobb figyelem a potencidlisan human karcinogén N-
nitrozodimetilaminra (NDMA) irdnyul, melyet klérozott ivévizekbdl mutattak ki eldszor
Kanadaban (Choi & Valentine 2002). A kléraminnal kezelt vizekben magasabb koncentracioban
van jelen, illetve a klasszikus klorozas soran is nagy affinitassal jon 1étre akkor, ha jelen vannak a
DOM-ban nitrogén prekurzorok (Mitch et al. 2003). Mivel Kanadaban és Amerikaban
foglalkoztak legkorabban ezekkel a vegyiiletekkel, és térképezték fel a potencialis kockazatot, igy
nem véletlen, hogy Kaliforndban 10 ng/literben, mig a kanadai Ontario Allamban 9 ng/literben
maximaltdk az NDMA mennyiségét, ¢s mind az EPA el6irdsaiba, mind pedig a kanadai ivoviz
iranyelvbe tervezik bevezetni a nitrézaminokra vonatkozo hatarértékeket, melyek szovetségi

hatalyuak lesznek (Richardson & Postigo 2011).

Haloamidok

ElsOsorban klorozas vagy kloramin alkalmazasa utan keletkeznek az ivovizben. Az igy
kezelt vizekben 9,4 pg/l legmagasabb koncentricioban mutattdk ki (Krasner et al. 2006,
Richardson et al. 2008b). Valoszinii, hogy szamos, ebbe a csoportba tartozo vegyiilet a halonitrilek
hidrolizisének kovetkeztében alakul ki, melyek szintén megtaldlhatéak az ivovizben.
Jellemzoikkel a kovetkez6 alfejezet foglalkozik részletesebben. A jodo-amid, a tobbi haloamidhoz
hasonloan, erdsen citotoxikus €s genotoxikus hatast. Az egész vegyiiletcsoportra jellemzd, hogy
az eddig vizsgalt DBP csoportok koziil a legcitotoxikusabbak, valamint a genotoxicitdsukat

tekintve is masodik helyen 4llnak a halonitrilek utan (Plewa et al. 2008).

Halonitrilek

Ezek a vegyiiletek klorral, klor-dioxiddal, kloraminnal vagy 6zonnal térténd vizkezelés

kovetkeztében johetnek 1étre, am legnagyobb koncentracidoban azon vizmiivekbdl keriilnek ki, ahol
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kloraminos technologiat alkalmaznak. A vegyiiletcsoport 6sszkoncentracioja a fogyasztasra szant
ivovizben elérheti a 14 pg/litert. Ha a nyersviz forras magasabb bromid-tartalommal rendelkezik,
magasabb lesz a brominalt haloacetonitrilek aranya (Richardson et al. 2003).

Az eddig tanulméanyozott DBP-k koziil a leggenotoxikusabbak (eml0s sejteken vizsgalva),

citotoxicitasukat tekintve a harmadik helyen allnak, a halonitrometanokhoz hasonléan (Plewa et

al. 2008).

Halofuranonok

A csoport legismertebb vegyiilete a 3-kloro-4-(diklorometil)-5-hidroxi-2(5H)-furanon
(MX), melyet korabban papirgyarak elfolyd vizébdl azonositottak, klorozott ivovizbol csak
késobb mutattak ki, a vilag minden tajardl szdrmazo vizmintakbol. Ezek utan a szintén klorozott
ivovizbdl kimutattdk az MX tobb analdgjat, ideértve a geometriai izomerét (EMX), valamint az
oxidalt (ox-MX) és redukalt (red-MX) formajat, tovabba brominalt analogjait (BMX-ek). Az MX
mutagén hatasat Salmonella torzsekkel végzett Ames-teszttel kimutattak, és azt talaltak, hogy az
ivoviz Osszes mutagenitasaért 50-70%-ban az MX felelés (Kronberg et al. 1998). 1997-ben

kimutattak karcinogenitasat patkanykisérletekben (Komulainen et al. 1997).

Haloaldehidek

A haloaldehidek els6sorban klorozas €s kloraminos fertotlenités kovetkeztében képzddnek,
de az oOzonnal torténé elékezelés is noveli a mennyiségiiket. A trikloro-acetaldehid a
legaltalanosabban mért haloaldehid, melyrdl, a monokloro-acetaldehiddel egyiitt bebizonyosodott,
hogy in vitro mutagén hatasuak (Richardson et al. 2007). Emellett a trikloro-acetaldehid, valamint
a tribromo-acetaldehid genotoxikusnak bizonyult human sejtvonalakon (Liviac et al. 2010). Plewa
¢s munkatarsai (2008) kutatdsai szerint a csoport legtobb tagja erdsen citotoxikus €s genotoxikus
CHO sejtekre, mely napjainkban is a leggyakrabban alkalmazott emlds sejttipus ilyen jellegii
vizsgalatokban. Vizsgélataik sordn a genotoxicitas vizsgdlatira az egyszerlien kivitelezhetd,

népszerli modszert, a comet assay-t alkalmaztak.

Halopirolok

2003-ban egy izraeli vizkezeld tizemben kimutattak a 2,3,5-tribromopirolt. Ez volt az els6
eset, hogy a vegyiiletcsoport egy tagjat megtalaltdk az ivovizben. Az lizemben a vizkezelés soran
eloklorozast, klor-dioxidos kloros, illetve kloraminos kezelést alkalmaznak, magas bromtartalmua
vizforrdson. Ez volt tehat az els6 eset, hogy kimutattak a klor-dioxid DBP képzd hatasat magas

bromid/jodid tartalmi vizben (Richardson et al 2003). A tribromopirol kialakulasanak
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vizsgalatakor huminsav ¢és fulvosav frakciokat gyljtottek nyers vizekbol, és azt talaltak, hogy a
tribromopirol elsdsorban a huminsav reakciobol képzoédik, szemben a THM, HAA és aldehid
vegyiiletekkel, melyek foként a fulvosav frakciobol. Kizardlag klorral kezelt vizekbdl nem volt
kimutathat6 a vegyiilet, igy feltételezhetd, hogy a klor-dioxid vagy kléramin és a klor kombinalt
alkalmazasa, esetleg a kloraminos kezelés Onmagaban vezet a kialakulasahoz (Schulten &

Schnitzer 1993).

Halokinonok

Az elsd, a halokinonok csoportjaba tartozé DBP vegyiiletet 2010-ben irtak le, ez a 2,6-
dikloro-1,4-benzokinon volt. A QSTR (quantitative structure- toxicity relationship — kvantitativ
szerkezet-toxicitas kapcsolat vizsgalat) analizis azt mutatta, hogy a halokinonok erésen toxikusak.
E felfedezést kovetden wjabb halokinonokat - a 2,6-dikloro-3-metil-1,4-benzokinont, a 2,3,6-
trikloro-1,4-benzokinont, a 2,6-dibromo-1,4-benzokinont — is kimutattak az ivovizbdl. Ez utobbi
kivételével az ivovizben el6fordulé mennyiségiiket is vizsgaltak, mely igen tdg hatarok — 0,5-165
ng/l — kozott mozog. Olyan ivovizekbdl sikeriilt kimutatni, melyeket klor és kloramin, vagy
kloramin és UV-fény kombinacidjaval kezelték (Zhao et al. 2010).

Haloketonok

A haloketonok olyan vizekben keletkeznek, melyeket klorral, kloraminnal, klor-dioxiddal,
vagy ozon-klor, esetleg 6zon-kloramin kombinaciokkal kezelnek (Williams et al. 1997). Egy
amerikai kutatasban két haloketont, az 1,1-dikloropropanon ¢és az 1,1,1-trikloropropanon
mennyiségét mérték, és 10 pg/l, valamint 17 pg/l mennyiségben talaltdk meg azokat (McGuire et
al. 2002). Egy atfogo, szintén amerikai allamkozi vizsgédlatban szamos haloketont vizsgaltak
(példaul az  1,1-dibromopropanont, az 1-bromo-1,1-dikloropropanont, az 1,1,3,3-
tetrabromopropanont) kiilonb6z6 kezelések ala vetett ivovizekben. Minden vegyiilet esetében pg/l
nagysagrend alatti koncentraciokat mértek (Krasner et al. 2006, Weinberg et al. 2002). Egyes

forrasok potencialis karcinogén hatasu anyagként emlitik ezeket (Woo et al. 2002).

Klorat és jodat

A kloratok kloér-dioxiddal, illetve hipoklorittal kezelt ivovizekben fordulnak el nagyobb
mennyiségben. Koncentraciojuk a klorszarmazékokkal kezelt vizekben altalaban magasabb, mint
a tobbi viztisztitasi mellékterméké, beleértve a THM vegyiileteket is. A US EPA altal végzett
adatgylijtésbol az deriil ki, hogy a klor-dioxidot hasznald {izemekben a klorat-koncentracio

atlagosan 120 pg/liter. Izraelben miikodd iizemek esetén ez az érték 52 pg/l, mig Virginia dllamban
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14 ng/l1, a kanadai Quebec varosaban 190 pg/l1 (Richardson et al. 2003, Baribeau et al. 2002, Hoehn
etal. 2003). A klorat mutagénnek bizonyult Salmonella esetében, illetve kromoszdma aberraciokat
okozott emlds sejtekben (Kurokawa et al. 1986D), illetve tiroid tumorokat okozott laboratoriumi
egerek és patkanyok esetén (US NTP 2005). A jodat klorozas és 6zonnal torténd kezelés soran is
kialakulhat, f6ként, ha a nyersviz forras jodid-tartalma magasabb. A brommal ellentétben a jodat

nem jelent veszélyt toxikoldgiai szempontbdl, hiszen az jodidda redukalodik a szervezetben

(Bichsel & Von Gunten 1999, 2000).

Aldehidek és ketonok

Szamos nem halogénezett aldehidrdl taldlunk adatokat az USA nyilvantartési
rendszerében, ide sorolhatd példaul a formaldehid, az acetaldehid, a glioxal, valamint a metil-
glioxal is. Ezek az aldehidek fOként 6zonos vizkezelés sordn keletkeznek, am kloros vagy
klordioxidos kezelés hatasara ppb-s nagysagrendben kialakulhat a formaldehid. Az amerikai
adatokbol az dertil ki, hogy ezek az aldehidek nagyobb mennyiségben keletkeznek azon vizkezeld
tizemekben, ahol az 6zonos kezelést alkalmazzak (t6bb, mint 30,6 pg/l), nem pedig a klor-
dioxidost. Az 6zont hasznal6 tizemek tobb, mint felénél atlagosan 5,3 pg/l mennyiségben mutattak
ki a formaldehidet. Az acetaldehid, a glioxal és a metil-glioxal esetében ez a mennyiség az 11, 16
¢és 6 ng/l ezen kezelés utan, mig a klor alkalmazasa esetén a kimutatasi kiiszobérték (5 pug/l ) alatt

volt (McGuire et al. 2002).

3.3.3. Szennyezdkbdl kialakult melléktermék vegyiiletek

Az eddig ismertetett melléktermék vegyiiletek tobbnyire a fertdtlenitdészerek ¢€s a
azonban szamtalanszor ki vannak téve kommunalis, illetve ipari szennyezéseknek (Kolpin et al.
2002). Ilyenek lehetnek a gyogyszerek, peszticidek, higiéniai termékek, hormonkészitmények,
biszfenol A, alkilfenolok vagy akar algak toxinjai. Mivel ezen szennyezdk, a természetes vizek
szerves alkotorészeihez hasonldan, képesek reagélni a vizferttlenitd szerekkel, igy ezekbdl is
kialakulhatnak melléktermék vegyiiletek. Az igy kialakul6 vegyiiletek az anyamolekuldk gyakran
aromas szerkezete miatt kiilondsen veszélyesek lehetnek. A legtobb ilyen anyagot kontrollalt
laboratoriumi vizsgalatokban allitottdk eld, nem pedig az ivovizbdl mutattak ki, am esetleges

kialakulasuk a természetes vizekben potencialis veszélyt rejt (Richardson & Postigo 2011).

Gyogyszer hatoanyagokbol képzodo melléktermék vegyiiletek

A kiilonboz6 betegségek megeldzésére, kezelésére €s az €életmindség javitdsara szamtalan

gyogyszer all a fogyasztok rendelkezésére. Hatdanyagaik a helytelen hulladékkezelés, vagy éppen
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a szennyvizbe vald bekeriilés utjan bejuthatnak a természetes vizekbe, ezzel elszennyezve az
ivovizbazis alapjat jelentd nyersviz forrasokat. Mivel kémiailag nagyon soksziniiek a gyogyszer
hatéanyagok, ezért a vizfertotlenitd szerekkel torténd reakciojuk szamtalan melléktermék vegyiilet
kialakulasahoz vezethet.

Az egyik nagy hatdanyagcsoport az antibiotikumok, melyek koziil tobbrdl kimutattak mar,
hogy klor-dioxidhoz és a szabad klorhoz hasonld oxidaloé szerekkel reakcioba Iépnek. Ilyenek
példaul a tetraciklinek, flurokinolonok ¢és a [-laktdmok. Ezen antibiotikumok esetén a
klorvegyiiletekkel valo érintkezés utan tobbnyire klorozott és OH-szubsztitualt melléktermék
vegyiiletek keletkeznek (Wang et al. 2011, Dodd et al. 2005). A flurokinolonok esetén mas a
helyzet, a kinolon gyiriijiik a klor-dioxidos kezelés utan tobbnyire intakt marad. Ugyanez a
kezelés a tetraciklinek antibiotikus aktivitasat csokkenti a gyliriis szerkezet hasitasa révén. Szintén
ennek a fert6tlenité szernek a hatasara a B- laktamokbol, mint a penicillinb6l, amoxicillinbél és a
cefadroxilbdl hidrokinon, illetve szubsztitualt fenolok képzédnek (Wang et al. 2010, 2011,
Navalon et al. 2008). Benner és munkatarsai (2009a, 2009b) metoprolol és propanolol oxidacios
termékeit vizsgaltak vizes oldatokban. Azt kaptak, hogy a propanolol esetében az 6zonnal torténd
kezelés hatasara egy felnyilt gytiriit, valamint két aldehid-csoportot tartalmaz6 termék alakul ki az
6zon naftalén-gylriire gyakorolt hatasanak kovetkeztében. Az aldehidcsoportok kialakulasa a
metoprolol esetében is az 6zonos kezeléshez kdthetd.

Vilagszerte az egyik legnagyobb mennyiségben eldallitott és fogyasztott gyogyszer
hatéanyag a fajdalom- és lazcsillapité hatasu ibuprofén (2-(4-izobutilfenil)-propionsav). Szamos
vény nélkiil kaphaté készitményben megtaldlhatd, a fogyasztok igy nagyon kénnyen hozza
juthatnak. A felszini vizekben talalhatdo mennyiséget a vilag szamos orszagaban vizsgaltak mar, és
altalanossagban elmondhatd, hogy Amerika északi részén, illetve Eurdpdban is pg/l-es
koncentracioban taldlhaté meg, mind édes, mind pedig sos vizekben. A norvég partoknal 0,1-20
pg/l koncentracidkat mértek, ami igazan aggasztd ezzel a hatéanyaggal kapcsolatban, hogy a
szennyviztisztitok elfolyo vizében is pg/l nagysagrendben talalhatd meg bomlastermékeivel egytitt
(Fent et al. 2006). Az ibuprofén szamos bomlasterméke koziil az egyik a dolgozatomban vizsgalt
anyag, 4-etilbenzaldehid, mely az anyamolekulabol hékozlés vagy oxidativ kezelés hatdséara

keletkezik. A legvaldsziniibb, hogy erre vezethetd vissza az EBA ivovizben val6 jelenléte.

Osztrogénekbdl képz6ds melléktermék vegyiiletek

Az Osztrogének napjainkban egyre nagyobb problémat okoznak a kdrnyezetben, illetve a
humén populécié korében is. A hormonalis fogamzasgatlok és allatgyogyaszati készitmények
egyarant bejutnak a szennyvizekbe, vagy kozvetleniil a talajvizbe, igy elszennyezve azt. Ezek a

vegyiiletek dnmagukban is komoly problémakat képesek okozni, am tobb vizsgalat kimutatta,
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hogy a vizkezelés soran hozzéjarulnak a DBP vegyliletek szaméanak emelkedéséhez. A klorral
torténd kezelés utan a diklorozott szarmazékok Osztrogén hatasa sokkal kisebb, mint a

monoklorozottaké (Pereira et al. 2011).

Peszticidekbol képzodo melléktermek vegyiiletek

Az elmult évtizedekben a ndvénytermesztés intenzifikacidja miatt rengeteg peszticid kertilt
ki a kornyezetiinkbe. A kijuttatds soran vagy a ndvények lombozatdr6l bemosddva kénnyen
bekeriilnek a talajba. Ha az UV-sugarzas hatdsara nem bomlanak le, vagy talajszemcsék felszinén
nem kotddnek meg, egyenesen a talajvizbe keriilnek. Mivel szamtalan vegyiiletcsoportba
sorolhatok ezek a szerek, igy a bomlasuk, valamint a vizkezelés soran lejatszodo kémiai reakciok
miatt is tovabb novelik a DBP-k szamat az ivovizben.

Vannak olyan esetek, amikor a klorvegyiiletekkel torténé vizkezelés utan kialakulod
termékek toxikusabbak az anyamolekuldknal. Brix ¢és munkatarsai (2009) a tirazin
bomlastermékeirdl, mig Duirk és Collette (2006) a klorpirifosz bomlastérmékérdl, a klorpirifosz-
oxonrol allapitottak meg ugyanezt.

Az organofoszfatok 6zonos kezelés hatisara oxon intermedier vegyiiletek (diazooxon,
metil-paraoxon, metil-paration és paration) keletkeznek, melyek a viz pH-janak fiiggvényében
képesek felhalmozodni (Wu et al. 2009).

Kozmetikumok 6sszetevoibol képzodo melléktermékek

A kozmetikumok csomagoldsan szamtalan 6sszetevovel talalkozhatunk. Ezek a vegytiletek
a tisztalkodas soran bekeriilnek a szennyvizbe, vagy természetes vizekben torténd fiirdézés soran
kozvetleniil a nyersviz forrasokba.

A legtobb ilyen termékben megtalalhatok a parabének, melyeket a kozmetikai, a
gyogyszer- és az élelmiszeripar is hasznal tartositoszerként baktericid és fungicid hatasaik miatt.
Mind a klorvegyiiletekkel, mind pedig az 6zonnal torténd kezelés hatasara szamos melléktermék
vegyiilet alakulhat ki beldliik. E16bbi hatasara klorozott parabén szarmazékok keletkeznek, mig
utdbbi hatasara hidroxilacion esik at a molekuldk aromas gytirlije és/vagy észter lanca (Terasaki
& Makino 2008, Tay et al. 2010).

A nyersviz forrasokba legkdnnyebben talan az UV-védelmet biztositd készitmények
hatéanyagai keriilhetnek be. Ebbe a csoportba sorolhatjuk az oktil-p-metoxicinnamatot, valamint
az oktil-dimetil-p-aminobenzoatot, melyek a klorral vald reakcid utan a folyamat végén kisebb
észterekké alakulnak. Néhany, az oktil-p-metoxicinnamatbdl kialakult DBP enyhén mutagénnek

bizonyult (Nakajima et al. 2009).
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Jelen disszertacio szempontjabol a legérdekesebb kozmetikai adalékanyag csoport a
terpenoidok. Joll és munkatarsai (2010) a természetes vizek klorozasat modellezték B-karotin
jelenlétében. A keletkezé melléktermék vegyiileteket CLSA/GC-MS (closed loop stripping
analysis/ gas  chromatography- mass  spectroscopy-  zartrendszerti illatanyag
gyljtés/gazkromatografias elvalasztassal kombinalt tomegspektrometria) modszerrel vizsgaltak.
Szamos trihalometan vegyliletet mutattak ki a metil-keton csoportok haloform reakcidinak
kdszonhetden.

Bar a fent emlitett tanulményban nem esik sz6 a 4-etilbenzaldehidrdl, &m Kanasawud &
Crouzet (1990) tanulmanyaban egy modellkisérletben a B-karotin bomlastermékeként nevezik
meg a vegyliletet. Kisérletiikben a hé és az oxidacid hatdsat vizsgaltdk a B-karotin bomlésara.
Szamos illékony és nem illékony vegyiiletet irtak le. A B-karotin oldatot 3 6ran at tartottadk 97°C-
on, kiilonbozd oxigén koncentraciokon. Azt taldltdk, hogy minél nagyobb az oldott oxigén
mennyisége, annal tobb bomlastermék keletkezik, foként az illékony frakcidoban, ahové a 4-EBA
is sorolhato. Feltételezhetd tehat, hogy a kozmetikumokbdl, névényi részekbdl a nyers vizekbe
keriilo karotinbol oxigéndis kornyezetben, emelkedé hémérséklet mellett kialakulhat a jelen

disszertacioban vizsgalt vegyiilet, a 4-etilbenzaldehid.

3.4. A viztisztitasi melléktermék vegyiiletek human egészségiigyi vonatkozasai

A fentiek alapjan jol lathato, hogy egészségiinket szamtalan, az ivovizben is megtalalhato
anyag veszélyezteti. A DBP vegyiiletekkel nem csupdn ivas vagy étkezés utjan keriilhetiink
kapcsolatba. Az illékony DBP-k a levegdbe keriilnek, igy a napi tisztalkodas vagy klorozott vizii
medence hasznalatakor is a szervezetiinkbe juthatnak, egyes anyagok pedig akar a béron keresztiil
is felszivodhatnak. A medencék vize a benne talalhatdé egyéb szerves szennyezddések miatt
(verejték, vizelet, bérsejtek, naptejek és egyéb testapolasi cikkek) tobb DBP-t tartalmaznak, mint
az azokat taplalo vizforrasok. Néhany vegyiiletet, kivaltképp a trikloramint dsszefliggésbe hozzak
az asztma kialakulasaval (Richardson & Postigo 2011).

Napjainkban rengeteg ember szenved daganatos megbetegedésekben. Ezen betegségek
tobbségének koroktana igen Osszetett, &m kialakulasukban egyértelmlien szerepet jatszanak
kornyezeti tényezOk. Az ivovizben taldlhatd karcinogének témakdrével az 1970-es években
kezdtek el foglalkozni, ugyanis megfigyelték, hogy azon lakosok korében, akik a Mississippi
folyobol szarmazod kezelt ivovizet fogyasztanak, gyakoribbak a daganatos megbetegedések, mint
a felszin alatti vizforrasokat fogyasztok korében (Harris et al. 1974). Ugyanebben az évben jelent
meg Marx (1974) tanulménya a Science folydiratban, melyben eldszor jelenti ki, hogy ,,az ivoviz
rékot okozhat”. Ett6l kezdve a kutatok fokozott figyelmet forditottak a témakor vizsgalatara,

hiszen kordbban az ivoviz biztonsagan a megfeleld mikrobioldgiai allapotot értették. A mar
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kordbban emlitett holland kémikus, Rook munkéssaga sokat valtoztatott ezen. Megfigyelései
alapjan ugyanis a klorral kezelt ivovizben megnd a kloroform mennyisége a nyers vizekhez képest.
Ez az informacio felkeltette az NCI (National Cancer Institute- Az USA Nemzeti Rakkutatd
Intézete) érdekl6dését, és igaz, hogy a kdrnyezeti koncentracional joval magasabb dozisokban, de
sikeriilt bizonyitaniuk egereken és patkanyokon a kloroform rakkeltd hatasat per os adagolas
mellett (NCI, 1976), ennek hatasara a kloroformot kivontak példaul a kozmetikai szerekbdl.

A vilagon el6szor Kanadaban szabalyoztak a DBP vegyiiletek hatarértékét 1978-ban, ekkor
4 trihalometan-vegyliletet vontak szabalyozas aléd, koztiik a kloroformot. Az 1980-as évektdl
napjainkig szdmos vegyiiletcsoportot azonositottak, mint DBP. A halofuranokrél, nitrézaminokrol
¢s halogénezett furdnokrol hamar kideriilt, hogy potencidlis karcinogének. A DBP-ket, kiilonds
tekintettel a klorozas hatasara kialakultakat, 6sszefliggésbe hozzak daganatos megbetegedésekkel,
am az epidemiologiai kutatdsok eredményei a hugyhdlyagrak esetében tekinthetdk kelléen
alatamasztottnak (Hrudey 2009).

A DBP-k reproduktiv kockazataval kapcsolatban 1998-ban egy, Waller és munkatarsai
altal Kalifornidban végzett kohorszvizsgalat (csoportos, nyomonkovetéses vizsgalat)
eredményeinek megjelenéséig igen sok szerzd kozolt nem szignifikans és sokszor kdvetkezetlen
eredményeket a sziiletéssel kapcsolatos rendellenességek és a klorozds sordn képzddo
melléktermékek kozott. Waller munkacsoportjanak eredményei a nagyszamu adat és az erds
Osszefliggések miatt rairanyitottak a tudomanyos kozélet figyelmét a spontan vetélések és a THM
kapcsolatara (Waller et al 1998). A késO6bbi tanulmanyokban vizsgalt csoportok kozotti
kiilonbségek csak gyenge szignifikanciat mutattak (Chisholm et al. 2008, Hwang et al. 2008).

Bizonyos DBP csoportok mutagénnek bizonyultak, illetve a DNS karosodasat okozzak
vagy kovalens kotések kialakitasaval, vagy pedig a DNS szal toredezettségének eldidézésevel
(Bull et al. 1995, Catto et al. 2013). Szamos, szabalyozas ala es6, tehat egészségiigyi hatarértékkel
rendelkezé THM vegyiiletrdl bebizonyitottdk mar, hogy laboratériumi allatokon végzett kisérletek
alapjan DNS karosité hatasuak, ennek kovetkeztében karcinogén hatasuak lehetnek. Tovabba a
brom-tartalmu  vegyiiletek citotoxikusak (Landi et al. 1999). A HAA (haloecetsav)-
vegyiiletcsoportba tartozé anyagok koziil is szamos mutagénnek és citotoxikusnak bizonyult, ezen
vegyiiletek esetén a bromozott szarmazékok szintén toxikusabbak a klérozott szarmazékoknal
(Richardson et al. 2007).

Mivel a melléktermék vegyiiletek kémiailag nagyon véltozatosak, igy sokféleképpen
hathatnak az é16 szervezetekre. Evrél évre egyre tobb DBP-t fedeznek fel, melyeknek még nem
ismertek a toxikologiai jellemzdi, igy fennall annak a veszélye, hogy a még nem szabdlyozott,
hatarértékkel nem rendelkezé vegyiiletek nagyobb veszélyt jelentenek az egészségre, mint azok,

melyek rendelkeznek hatarértékkel, és szdmos toxikologiai jellemzdjiiket ismerjiik.
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3.4.1. A 4-etilbenzaldehid jellemzése, toxikolégiai vonatkozasai

A 4-etilbenzaldehid (2. abra) kémiailag az aromas aldehidek csoportjaba sorolhatd, a
benzaldehid szarmazékanak tekinthetd. Ahogy az el6z6 fejezetben szerepelt, két anyamolekula, a
B-karotin, valamint a 2-(4-izobutilfenil)-propionsav, azaz az ibuprofén bomlasabdl is kialakulhat

az ivovizben.

O~_H

CHs

2. abra A 4-etilbenzaldehid szerkezeti képlete

Az anyag toxikoldgiai jellemz6irél nagyon keveset tudunk. A termék biztonsagi adatlapjan
(CAS 4745-78-1) a striiségén, lobbanaspontjan, forraspontjan, halmazallapotan és szinén kiviil
semmilyen egyéb informaci6 nem szerepel. Nem csupdn a laboratériumi reagensek
termékcsoportjaban, hanem az iz- és illatanyagok csoportjdban is megtalalhaté az egyik
forgalmazo, a Sigma-Aldrich honlapjan (http4).
Gerinces modellszervezeten eddig Kkizardlag zebradanion, kizardlag hazai tudomanyos
mithelyekbdl kertiltek ki a tanulmanyok. Racz és munkatarsai (2012) kifejlett, AB vonalbodl
szarmazo6 zebradanio egyedeken vizsgaltdk a vegyiilet hatdsait. Az eldzetes informacidk teljes
hidnya miatt meghataroztak az LCso értéket az OECD 203-as iranyelv szerint, mely 23,49 mg/I-
nek adodott. Ezek utdn harom honapos szubakut kezelés ald vetették a halakat, félstatikus
rendszerben, alacsony koncentraciok alkalmazasaval (LCio érték alatt), majd szovettani mintakat
vettek és ezeket értékelték PANNORAMIC rendszerrel. A hisztopatologiai vizsgalatok azt
mutattak, hogy a majban, vesében és a boron a harmadik kezelési héten jelentkeztek elvaltozasok.
A nagyobb kezelési koncentraciok esetén (10 és 5 mg/l) fokozatosan nétt az elvaltozadsok mértéke,
mig a masodik honap végén el nem érte a maximalis mértéket. Az alacsonyabb koncentraciok (2,5
¢s 5 mg/l) nem volt megfigyelhetd szamottevd elzsirosodds a méj parenchymaban, mig magas
koncentracio esetén az elvaltozas mértéke szignifikansan novekedett. A halak epidermiszében
talalhatd mucin-termel6 sejtek szdma az id6 elérehaladtdval emelkedett. A vese disztalis és

proximalis tubulusainak epitel sejtjeiben is jelentkeztek szemmel lathato elvaltozasok. Minden
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kezelt csoportban a halak letargikusak voltak és nem mutattak menekiilési viselkedést, viszont az
allatok egyensulyaban és fiiggdleges mozgasaban nem voltak abnormalitasok.

A vegyiilettel kapcsolatos toxikologiai informacidkhoz hasonléan az ivdvizben
megtalalhatd mennyiségérdl is rendkiviil kevés informacionk van. Li és munkatarsai (2017) kinai
1voviz kezeld lizemekbdl elfolyo, frissen kezelt, illetve az tizemek 30 km-es korzetébdl szarmazo,
fogyasztohelyeken vett mintdkat vizsgéltak. Mintavételi pontonként 2 liter vizet sziirtek at
specialis szlir6kon, majd végeztek analitikai elemzést. A 4-etilbenzaldehidet minden mintaban
megtalaltdk, koncentracidja 29,3 és 60,6 ng/l kozott valtozott, az atlagos koncentracid igy 44,5
ng/l-nek adodott (SD=6,60 ng/l). Jelenleg mas foldrészr6l szarmazé adatok nem allnak

rendelkezésre az anyag kornyezeti koncentracioival kapcsolatban.

3.5. A4-EBA, mint élelmiszeripari adalékanyag

3.5.1. A benzaldehid, mint aromaanyag toxikolégiai vonatkozasai

A modern élelmiszeripar széles korben alkalmaz iz-és illatanyagokat. Ezek koziil szamos
anyag természetes eredetli, am rengeteg szintetikusan eldallitott. Sok vegyiiletr6l mar
bebizonyosodott, hogy toxikusak, &m az ipar tovdbbra is hasznélja ezeket, vagy sokdig hasznalta
azokat betiltasukig. Példaul kiilonboz6 édesitdszerek és mesterséges szinezékek (Sujbert et al.
1993, Weihrauch & Diehl 2004, Huff & LaDou 2007, Amchova et al. 2015), mint adalékanyagok
fontos szerepet jatszanak a modern élelmiszer-feldolgozasban. Egy atlagos fogyaszté minden nap
talalkozik ezekkel az anyagokkal, ezért kiemelten fontos, hogy tisztaban legylink ezen anyagok
human-egészségiigyi veszélyeivel.

Az ¢élelmiszeripar régota hasznal aldehideket. Talan a legismertebb mindkozil a
benzaldehid, mely mesterséges mandula olajként is ismert. Ezen fejezetben azért foglalkozom
ezzel az anyaggal, mert mind szerkezetében, mind fiziko-kémiai tulajdonsdgaiban, valamint
jellegzetes mandula illataban is hasonlit a 4-etilbenzaldehidhez. A mesterséges vanilia aroma utan
a legaltalanosabban hasznalt aromaanyag (Krings & Berger 1998). A benzaldehidnek széleskort,
atfogo toxikologiai irodalma van (Andersen 2006), valamint kémiai biztonsagi adatlapja is szamos
hasznos informaciot tartalmaz (CAS 100-52-7). Az akut vizsgalatok eredményei kétségtelentil
fontosak, am a fogyasztok, az EBA-hoz hasonl6éan, minden nap érintkezhetnek ezzel az anyaggal,
igy nagy hangsulyt kell fektetni a szubakut €s kronikus hatasok vizsgélatara. A biztonsagi adatlapja
szerint a benzaldehid kevéssé toxikus az emldsokre nézve (nyul, patkdny, egér, tengerimalac), az
oralis LDsp értékek igen magasak (magasabbak, mint 1000 mg/ttkg), az egér esetében ez az adat
28 mg/ttkg, am ez sem szamit kifejezetten toxikusnak a tesztszervezetre nézve. Csirke embridokon
végzett vizsgalatok kimutattdk a benzaldehid teratogén hatasat, hiszen a csontvaz és a végtagok

koncentraciofiiggd elvaltozasait mutattdk ki mar a korainak mondhato, 1980-as években végzett
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vizsgalatokban is (Abramovici & Rachmuth-Roizman 1983). A WHO (1996) jelentése szerint a
benzaldehid késlelteti az embriok fejlodését, valamint csdkkenti a magzati, illetve Gjsziilottkori
testtomeget egerek, horcsogok, illetve nyulak esetében, de kizardlag azokban a koncentraciokban,
melyek a sziilokre nézve is toxikusak. A WHO késébbi, 2002-es allasfoglalasa szerint a
benzaldehid elfogadhaté napi bevitele (ADI- acceptable daily intake) 5 mg/ttkg, a becsiilt napi
bevitel Eurépaban 9300 pg/fé/nap, mig az Amerikai Egyesiilt Allamokban 36 000 pg/fé/nap
(WHO, 2002).

3.5.2. A 4-etilbenzaldehid élelmiszertoxikologiai vonatkozasai

Az EBA, a benzaldehidhez hasonléan szintelen, mandula illatd folyadék. Analitikai
modszerekkel mar szamos élelmiszerbdl kimutattdk, mint illatanyagot. NOvényi eredetii
¢lelmiszerek koziil példaul megtalalhatd a salataban és a kaposztaban (Lonchamp et al. 2009),
z6ldbabban (Barra et al. 2007), valamint zold teaban (Shimoda et al. 1995). Allati eredeti
¢lelmiszerekben is megtalalhaté, mint illatkomponens, példaul érlelt szardellaban (Triqui &
Reineccius 1995), kagylofélékben (Le Guen et al. 2000) és kiilonféle tengeri halakban (Morita et
al. 2003, Silva et al. 2012).

A benzaldehidt6l eltéréen, az EBA biztonsagi adatlapja (CAS 4745-78-1) nem tartalmaz
informéciokat az anyag kémiai vagy toxikologiai kockazatairol, ezért is olyan fontos minél tobb
informacio begytjtése, hiszen az emberek kiilonb6zé modokon érintkezhetnek vele, kertilhet be a
szervezetiikbe.

A WHO (2002) 1800 pg/mnap mennyiségben hatarozta meg az EBA-val egy szerkezeti
csoportba tartoz6 vegyiiletek (aldehidek) beviteli hatarértékét. Tovabba véleményiik szerint nem
hordoznak biztonsagi kockazatot abban a mennyiségben, melyben iz- és aromaanyagként
bekeriilhetnek a fogyasztok szervezetébe. A ,,1272/2008 EK rendelet (2008. december 16.) az
anyagok ¢és keverékek osztalyozasarol, cimkézésérol és csomagolasarol, a 67/548/EGK és az
1999/45/EK iranyelv modositasardl és hatalyon kiviil helyezésérdl, valamint az 1907/2006/EK
rendelet modositasar6l” nem sorolja a veszélyes anyagok kozé. Az EBA immaron 6nalldan
megtalalhato az EFSA (European Food Safety Authority- Eurépai Elelmiszerbiztonsagi Hatosag)
2012-ben megjelent, az izesitd anyagokrol késziilt tudomanyos véleményében, am nem
fogalmaztak meg biztonsagi aggalyokat az anyaggal kapcsolatban. Azért meglepd mindez, mert
ebben a dokumentumban minddssze egy, az EBA toxicitdsaval kapcsolatos, 4am meg sem jelent
(,, unpublished ) publikaciot emlitenek. Az EFSA az anyag MSDI (maximized survey-derived
intake — maximalis szamitott beviteli érték) értékét 0,37 ug/fé/nap-ban hatarozta meg (EFSA,
2012). A vegylilet a nagy vegyszerforgalmazo vallalatok termékpalettajan is megtalalhato.

Kezdetben, mint kémiailag szintetizalt vegyiiletet és analitikai standard anyagot lehetett
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megvasarolni, 4am néhany éve az ,,iz- és illatanyagok” kategéridban is megtalalhato, koser
mindsitéssel is. Az anyag 2019 februarja ota rendelkezik REACH (Registration, Evaluation,
Authorisation and Restriction of Chemicals - vegyi anyagok regisztracidja, értékelése,
engedélyezése és korlatozasa) regisztracioval, mint ipari intermedier, kémiai biztonsagi adatlapja
néhany egyszerli fiziko-kémiai jellemzd kivételével semmilyen informécidot nem tartalmaz.
Mindezeket Osszegezve, bar néhdny nodvényi ¢és allati taplalékforras illatkomponenseként
természetes modon is érintkeziink vele, az anyagban rejld veszélyt az ivovizben bizonyitott

jelenlétén kiviil az élelmiszeripari felhasznalas jelenti.

3.6. A 2-4-difluoroanilin jellemzése, toxikolégiai vonatkozasai

NH>

F

3. dbra A 2,4-difluoroanilin szerkezeti képlete

A halogénezett anilin szarmazékokat, igy a 2,4-difluoroanilint (DFA), vagy 1-amino-2,4-
difluorobenzént (3. abra) az iparban intermedierként hasznaljak festékek, gyogyszerek és
novényvédoszerek gyartasakor. Az akut expozicid legtdbbet vizsgalt kovetkezménye a
methemoglobinémia (Eadsforth et al. 1984; Harrison & Jollow 1987), valamint a nefrotoxicitas,
ami a vegyiilet bomlasakor képz6d6 aminofenoloknak koszonhet6 (Lo et al. 1990, 1991; Rankin
et al. 1986). A 2-4-difluoroanilin a vérbe jutast koveté metabolikus aktivacidja utan met-
hemoglobin és nitrozoarén keletkezik. Ez utobbi reagal a B-59 ciszteinnel, és szulfinsav-amid
keletkezik, mely a hemoglobinhoz kotddik. Boogaard és munkatarsai (1994) ennek a terméknek a
mérésére dolgoztak ki egy jol hasznalhaté modszert. Vizsgalataikhoz olyan vegyi ilizemben
dolgoz6é munkasok vérmintait hasznaltak, akik biztosan érintkeztek az anyaggal, illetve egy DFA-
t gyartd iizem bontasanal dolgozoé munkasokét. Allatkisérleteiket SPF Fischer 344 patkanyokon
végezték, a DFA-t gyomorszondan juttattdk az allatok szervezetébe 0, 0.078, 0.775, 7.75 és 77.5
pmol DFA/testtomeg kg/nap dézisban. Mind az emberek, mind a patkanyok esetén alkalmasnak

talaltak a fent emlitett, hemoglobinhoz kotott DFA addukt mennyiségének mérését a DFA-nak
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valo kitettség kimutatasara. Korabban csak a methemoglobin mennyiségének mérését hasznaltak,
am ez csak a DFA-nak val6 24 6ran beliili kitettség kimutatdsara alkalmas, mig a Boogaard és
munkatarsai altal kidolgozott modszerrel a vorosvértestek életideje hatarolja be a kimutathatdsag
idejét, ez emberek esetén 126, mig patkanyok esetén 65 nap.

Halmodellen a 4-EBA-hoz hasonléan Racz és munkatarsai (2012) vizsgaltdk a DFA
hatasait szubakut kezelést alkalmazva. Els6 1épésként ezesetben is meghataroztak az akut LCso
értéket kifejlett allatokon, az OECD 203-as szamu iranyelv alapjan. Ez az érték 29,36 mg/l-nek
adodott, ami valamivel magasabb, mint az EBA esetében. Az irodalomban taldlunk egy
ellentmondasos eredményt. Mosneang és munkatarsai tanulmanya 2014-ben jelent meg a The Thai
veterinary medicine cimii folyodiratban. Vizsgalataikat Racz és munkatarsaihoz hasonléan az
OECD TG 203 alapjan végezték, am meglepd, hogy az altaluk kapott LCso érték 200,96 mg/1, tehat
kozel szazszorosa a magyar szerzok eredményeinek. A Szerz6k nem is probaljak megmagyarazni
a nagysagrendi kiillonbséget az azonos modszerrel végzett vizsgalatok kozott.

A magyar tanulmanyban a korabban mar az EBA esetén leirt vizsgalatokat végezték. A
halak viselkedése letargikus volt, Giszas kdzben stirtin és gyorsan valtoztattak iranyt. Az EBA-hoz
hasonléan a DFA esetén is a kisérlet kezdetét6l szamitott harmadik héten jelentkeztek a
hisztopatologiai elvaltozasok, melyek a masodik honapban érték el maximumukat. A DFA
hatasara diffiz zsiros elvaltozéasok, illetve apr6 zsircseppek is kialakultak a kisérleti allatok
majaban, valamint a maj parenchyma sejtjeiben megnétt a glikogéntartalom a kontroll csoporthoz
képest. Az EBA esetében tapasztaltakhoz hasonldan a vese disztalis és proximalis tubulusainak
epitel sejtjeiben is jelentkeztek szemmel lathatd elvaltozasok. A halak epidermiszében taldlhato

mucin-termeld sejtek szama az id6 elérehaladtaval ebben az esetben is emelkedett.

3.7. Halmodellek a toxikologiaban

Az €16 szervezetekre és a kdrnyezetre gyakorolt specifikus hatasok modellezése inkabb in
vitro, mig a szervezetre kifejtett komplex hatas, illetve az €16 szervezetben végbemend komplex
folyamatok vizsgalata in vivo modszerekkel torténik. A vizsgalat célja nagyban befolyasolja, hogy
milyen modell szervezeteket alkalmaznak. A kdrnyezeti kockazatok becslésére inkabb kétéltii és
hal modelleket alkalmaznak, mig az emberi szervezetre gyakorolt hatdsok vizsgalatanal
elterjedtebbek az emlds modellek.

A REACH iranyelvek mellett meg kell emliteni az OECD 3R stratégidjat is, melynek f6
célja a felhasznalt kisérleti allatok szamanak csokkentése, azok helyettesitésével (akar in vitro
modszerekkel) vagy a modszerek finomitasaval, fejlesztésével.

A halak, mint taxonémiai csoport alkotjak az egyetlen kizardlag vizben €16 gerinces

csoportot, és ezért nélkiilozhetetlen részét képezik az integralt toxikoldgiai vizsgalatoknak
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(Spitsbergen & Kent 2003). Mivel a biokémiai, élettani és fejlédésbiologiai folyamatok genetikai
hattere a gerinces ¢él6lények korében nagymértékben konzervalt (Bond 1979), ezért a hal
modelleken kapott eredmények viszonylag jol extrapolalhatok emlésokre, igy az emberre is. Itt
foként az alapvetd mechanizmusok feltérképezésére kell gondolni, hiszen az egyes anyagok
toxicitasa nem hogy rendszertani egységenként, de halfajonként is nagysagrendi kiilonbségeket
mutathat.

A halmodellek alkalmazasdnak szdmos eldnye van. A halembridk jol illeszkednek a 3R
stratégiaba, hiszen a halembriokat a taplalkozo kor eléréséig - ez a zebradani6 esetében 120 hpf
(hours post fertilization- az ikra termékenyiilésétél eltelt 6rdk szama)- a jelenleg hatalyos
szabalyozas szerint (2010/63/EU) nem tekintend6 kisérleti allatnak. Ugyanakkor az embriok mar
olyan komplex rendszerek, melyekben megfigyelhetdéek az egyes fejlodési €s differencialodasi
folyamatok, a kiilonboz6 szervek és szervrendszerek kozti interakciok, ezért a rajtuk végzett
vizsgalatok alternativaként szolgalhatnak az emlds modellek helyettesitésében (Scholz et al.
2008).

A vizsgélatok gyorsan, ¢s az emlds modellekhez képest olcson kivitelezhetdek. A halak,
mivel egész ¢€letciklusukat a vizben toltik, igy teljes testfeliiletiikkel érintkeznek a kozeggel. Nem
meglepd, hogy a halakon végzett toxikoldgiai vizsgalatok nagy részében egyszerlien az allatok
¢letkdzegébe kerlil a vizsgalandd anyag, a halak pedig meghatarozott id6t toltenek el abban. A
szarazfoldi gerinces tesztorganizmusokhoz hasonléan a halak esetében is lehetdség van a
takarmannyal torténd adagolasra, illetve az intraperitonedlis térbe valo bejuttatasra, 4m ez utdbbi
nem igazan elterjedt.

A vizsgalatokhoz hasznalt halfajok kore igen széles. Vannak olyan halfajok, melyek
gazdasagilag jelentdsek, am a toxikoldgia gyakorlataban is igen széles korben alkalmazzék, ilyen
példaul a ponty (Cyprinus carpio), a harcsa (Silurus glanis), a szivarvanyos pisztrang
(Oncorhynchus mykiss) vagy a siill6 (Sander lucioperca). Vannak olyan halfajok, melyek az
akvarisztika vilagabol kertiltek at a toxikoldgiaba, ilyen a szivarvanyos guppi (Poecilia reticulata)
¢és a vilagszerte kedvelt zebradanié (Danio rerio). Teriileti kiilonbségek is megfigyelhetéek a
halmodellek kivalasztasaban. Japanban leggyakrabban a medakat (Orizias latipes), az Amerikai
Egyesiilt Allamokban a tiizcsellét (fathead minnow- Pimephales promelas), mig Eurépaban

elsésorban a zebradaniot hasznaljak (Ankley & Johnson 2004).

3.7.1. A zebradanié, mint toxikoldgiai vizsgalatok modellallata
A zebradédnio 6shazija El6-India. Elterjedési teriilete igen széles. A hal hata olajbarna, az
oldalak €s a has alapszine sargasfehér. Torzsén a kopoltytfedotdl a farokaszo végéig tobb sotét

acélkék sav huzodik. A csikozottsdg a farok alatti uszora is kiterjed. A hatuszo alapszine
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sargasbarna, kék szegéllyel, mely kiviil fehéren szegélyezett. A kopoltyufedo kék, fehér foltokkal
tarkitott. A ndstény sokkal teltebb, szinei kevésbé élénkek. A him karcsu, alapszine aranysarga,
csikjai sotétebbek. Testhossza atlagosan 4,5 cm. (Horn & Zsilinszky 1983).

Laboratoriumi koriilmények kozott is konnyen tarthato, kis testii csapathalak, melyek a viz,
illetve a taplalék mindségére kevéssé érzékenyek, helyigényiik kicsi. 3-4 honap alatt valnak
ivaréretté, a ndstényektdl akar hetente lehet viszonylag nagy mennyiségii ikrat nyerni. Az embriok
fejlédése konnyen nyomon kovethetd az atlatszo ikrahéjon keresztiil. Az embrioknak 24 6ras
korukra az Osszes létfontossagu szerviik kifejlodik, 72 oraval a termékenyiilés utan kikelnek a
larvak, majd ezt kovetden 2-3 nap alatt elusznak és megkezdik 6nallo taplalkozasukat.

Egyre nagyobb figyelmet kapnak a kémiai toxicitassal, a gyogyszerfejlesztéssel és az
emberi betegségekkel kapcsolatos kutatasok. Kiilonbozd genetikai technikdkkal kiegészitve
lehetdség nyilik hatékony, széles korben alkalmazhatd ’screeming’ eljarasok kifejlesztésére.
Ahhoz, hogy meg tudjuk becsiilni egy vegyi anyag toxicitasat, sziikséges megallapitani a kiilonféle
toxikoldgiai végpontokat és a dozis-valasz Osszefiiggéseket, megmagyardzni a toxicitds
mechanizmusait, valamint leirni a vegyi anyag toxikodinamikajat (Engeszer et al. 2007).

A zebradanié (Danio rerio) szamos olyan tulajdonsaggal rendelkezik, amely miatt
kiemelkedik a tobbi modellként hasznalt allatfaj koziil. Rovid a generacios intervalluma, hetente
nagy mennyiségli ivartermék nyerhet6 toliik, az embriok fejlodése ex utero zajlik, és jol nyomon
kovethetd az atlatszo ikrahéjon keresztiil (Lieschke & Currie 2007). Széles korben hasznaljak
fejlodésbiologiai és genetikai (Eisen 1996; Grunwald & Eisen 2002), gerontoldgiai (Gerhard &
Cheng 2002), tumorbiologiai (Lieschke & Currie 2007), viselkedésbiologiai (Engeszer et al. 2007;
Spence & Smith 2005), toxikologiai (Ankley & Johnson 2004; Hill et al. 2005, Racz et al. 2012)
vizsgalatokban.

Egyre inkdbb a figyelem kozéppontjaba keriilnek az embrio tesztek, mivel, ahogy mar
korabban szoba kertilt, gyakran és nagy mennyiségii utdd nyerhetd a zabradanioktol, az atlatszo
ikrahéjon keresztiil a fejlodésiik teljes folyamata megfigyelhetd, és jol illeszkednek a 3R
stratégidhoz. Kimmel és munkatarsai (1995) pontosan leirtdk az embridfejlodés folyamatat,
részletes abrakkal. fgy fejlédésbiolégiai vizsgalatokban nyomon kovethetd, hogy a tesztelendd
anyag hatassal van-e a fejlddés sebességére, okoz-e szemmel lathatd elvaltozasokat a fejl6dd
szervekben. Az embridkat leggyakrabban termékenyiiléstdl kezdve vizsgaljak 96 hpf korukig,
hiszen eddig az idOpontig kifejlddnek az embriok fobb szervei. Vannak esetek, amikor célszerti
egy bizonyos expozicios idéablakban vizsgalni az anyagok hatasat. 96 oras korara az embrio atesik
a fejlédés legintenzivebb részén, kifejlddnek az emésztérendszer részei, kinyilik az allat szdja
(Strahle et al. 2012), a hormonszintézis és a nuklearis receptorok ebben az idében kezdenek el

kialakulni, ezért ebben az életszakaszban mar a hormonalis hatasokra is érzékenyebbek az embriok
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(Fetter et al. 2015). Ennek koszonhetden ismeretlen hatast anyagok vizsgalatakor érdemes kiemelt

figyelmet forditani erre az életszakaszra.

3.8. Genotoxikoldgiai vizsgalatok, kiilonos tekintettel a halakon alkalmazhaté
modszerekre

A genotoxikoldgia a toxikoldgia azon aga, mely a kiilonb6z6 anyagok DNS-re gyakorolt
karositd hatasat vizsgilja. A genotoxikus anyagok olyan vegyiiletek, amelyek tartésan
megvaltoztatjdk a DNS-ben tarolt genetikai informacidt, igy az 0Orokolt tulajdonsagok
megvaltozasat idézhetik eld, valamint ide sorolhatdk a javitd mechanizmusokra hatd, azokat gatlo
vegyitiletek is (Szilagyi 2003). A genotoxikus anyagok altal az 6rokitéanyagban okozott valtozasok
harom tipusba sorolhatok. Az tgynevezett pontmutaciok a DNS szekvencia egy nukleotidot érintd
megvaltozasai. Ezek soran bazisok kicseréldédnek, szamuk megvaltozik. Kovetkezé tipus a
kromoszomak strukturalis megvaltozasa. Ennek soran a kromoszomak torése révén atrendezédik
a benniik tarolt genetikai informacid, példaul delécid, inverzid vagy transzlokacio révén. A
harmadik tipus a kromoszémak szambeli valtozasa (aneuploid, poliploid mutaciok). A felsorolt
valtozasok szoros Osszefliggésben vannak a vegyiiletek karcinogén hatasaval, hiszen az altaluk
indukalt genetikai elvéltozasok lehetnek feleldsek kiillonbozd rakos folyamatokért. A
karcinogéneket két csoportra oszthatjuk: genotoxikus karcinogének a DNS-t kozvetleniil
karositjak (példaul alkilezd szerek, nehézfémek, policiklusos aromas szénhidrogének), az
epigenetikus karcinogének pedig kozvetett uton idézik eld a DNS-ben az elvaltozasokat, példaul
immunszupresszié révén hatnak (Mohanty et al. 2011). Nagyon fontos tehat a kiilonb6z6 anyagok
genotoxikus hatasanak vizsgalata.

A mikroorganizmusok kedvelt tesztorganizmusai a mutacids vizsgalatoknak, ezek koziil a
két leggyakrabban alkalmazott modszer a bakterialis reverz mutacios teszt, azaz az Ames-teszt
(OECD TG 471), melyhez Salmonella typhimurium és Escherichia coli torzseket is
alkalmazhatnak. Egyszerii és népszerli modszer a Saccharomyces cerevisiae génmutacios
vizsgalat (OECD TG 480).

Emlds tesztszervezetbdl szarmazo mintakra is szamos OECD iranyelv all rendelkezésre.
Az in vitro génmutacio6 vizsgalat emlés sejteken (OECD TG 476) hasznalhatd a kémiai anyagok
altal eloidézett génmutaciok vizsgalatira, a lehetséges emlds mutagének ¢és karcinogének
szlirésére. Az egér limfoma timidin-kinaz (TK) vizsgalat része az in vitro vizsgalatok egy
csoportjanak, melyek célja a kockazatbecslés elorejelzése az in vivo vizsgalatokat megel6zden.
Alkalmazhat6 szubsztitcio, transzlokacio, delécio, génkonverzid detektalasara (Lloyd & Kidd
2012). A genotoxicitast vizsgalo tesztek kozé tartoznak még tobbek kozott: in vitro SCE (Sister

Chromatid Exchange- testvérkromatida kicserélédés) vizsgalat emlds sejteken (OECD TG 479).
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Az EFSA 2011-ben megvizsgalta a tudomany aktudlis allasat genotoxikologiai
vizsgalatokkal kapcsolatban. Osszedllitottak egy tobblépéses rendszert a genotoxicitas
vizsgalatdhoz, mely bakterialis reverz mutacids vizsgalattal, valamint in vitro mikronukleusz
teszttel kezd6dik, majd ha nem meggy6z6 vagy ellentmondésos eredmény sziiletik, folytatodik in
vivo tesztekkel, melyek kozott a transzgenikus ragesalod sejt génmutacios vizsgalat (OECD TG
488) és az in vivo emlds eritrocita mikronukleusz vizsgalat (OECD TG 474) mellett szerepel a
comet assay (OECD TG 489) is (4. abra). Disszertaciomban a 4-etilbenzaldehid 6rokitéanyagra
gyakorolt hatasat nem csupan comet assay, hanem az EFSA ajanlas alapjan mikronukleusz teszt
segitségével is megvizsgaltam. A modszerek ezen kombinacioban torténd alkalmazasara szdmos

példat taldlunk a szakirodalomban.

Alapvetd in vivo genotoxikologiai vizsgalatok

Baktérium reverz mutacios teszt
OECD TG 471

Ha az egyik, vagy mindkét teszt eredménye pozitiv, in vivo vizsgalatok ajanlottak

In vivo eml&s eritrocita mikronukleusz
teszt :

OECD TG 474 7 OECD 489

vizsgilat

OECD TG 488

Negativ in vivo eredmények= az anyag nem rendelkezik genotoxikus potenciallal

Pozitiv in vivo eredmények= az anyag genotoxikus potenciallal rendelkezik

4. abra Az EFSA altal ajanlott genotoxicitas vizsgalati stratégia (Glei et al. 2016 alapjan)

3.8.1. A comet assay

A comet assay vagy mas néven SCGE modszer (Single Cell Gel Electrophoresis Assay-
egy sejtes gél elektroforézis vizsgalat) egy egyszerli és érzékeny technika, amely alkalmas a DNS
karosodas kimutatasara az eukariota sejtekben. A ,,comet”, vagyis ,,listokds” kifejezés arra utal,

hogy a DNS toredékek elmozdulésa a gélben iistokosre hasonlit (Tice et al. 2000).
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A DNS kérosodasat az egyes sejtekben Rydberg és Johanson (1978) vizsgaltak eldszor. A
modszer fluoreszcens mérésen alapult, a lizalt sejteket agar6z gélbe agyaztdk enyhe lugos
koriilmények kozott, lehetové téve a DNS részleges letekeredését. A semlegesités utan a sejteket
akridin narancs festéssel tették lathatova. A technika szamos kritikus 1épést tartalmazott, ezért nem
terjedt el szélesebb korben.

1984-ben Ostling & Johanson (1984) egy mikrogél elektroforézis technika kidolgozasaval
javitotta a DNS egyes sejtekben torténd kimutatasara alkalmas modszer érzékenységét, a modszert
ekkor ,,mikroelektroforézisnek” hivtak. Azt talaltak, hogy a magtél eltavolodo DNS darabkak
mennyisége aranyos volt a sejteket érd ionizald sugarzéas dozisaval. Az elektroforézis és a lizis
semleges kortilmények kozott zajlott.

Singh és munkatarsai (1988) valtoztattak a moddszeren, alkalikus koriilmények kozott
végezték a vizsgalatot, amely kellden érzékennyé¢ tette a comet assay-t genotoxicitasi vizsgalatok
elvégzéséhez is. A sejteket targylemezre Ontott agardz gélbe dgyaztak, majd detergensek és sdoldat
segitségével lizaltak, majd az alkalikus pufferben elektroforézist hajtottak végre. A DNS mivel
negativ toltési, a pozitiv pélus iranyaba vandorolt. A DNS festésére etidium-bromidot hasznaltak,
mig az értékelést fluoreszcens mikroszkoppal végezték. A képzddott csdva nagysaga ardnyos a
DNS karosodasanak mértékével. A semleges kozeg csak a kétszali DNS torések kimutatasat teszi
lehetévé, az egy szalat érintd karosodasok kimutatasat nem. Mivel egyszala torések gyakrabban
keletkeznek, mint kettds szal torések, a semleges feltételek nyilvanvaléan nem olyan érzékenyek
a DNS karosodas kimutatasara, mint a lagos kdzeg. A valtoztatassal tehat lehetévé valt az egyszala
DNS torések értékelése is. A modszer megvaltoztatiasanak tovabbi eldnye, hogy a lugos
koriilmények hatasara a sejtben talalhaté RNS is lebomlik, igy nem zavarja a kimutatast. A
modszert csak késdbb, 1990-ben nevezték el ,,comet assay”’-nek Olive és munkatérsai (1990).

Kifejlesztése ota az alkalikus comet assay-t széles korben alkalmazzak. A modszer ezen
valtozata alkalmas az SSB-k (single-strand breaks- egyszalt torések), az ALS-ek (alkali-labile
sites- alkali-labilis helyek), a DNS-DNS/ DNS-fehérje 6sszekapcsolodasok (cross-linking),
hianyos javitd helyek miatt kialakult SSB-k kimutatdsara. A tobbi genotoxikologiai modszerrel
szemben a comet assay nagy elonye, hogy kellden érzékeny a kismértékii DNS karosodas
kimutatasahoz, viszonylag kevés sejt kell hozza, rugalmasan alakithato6 a vizsgalati anyaghoz és a
kisérleti elrendezéshez, olcso, konnyen €s gyorsan kivitelezhetd.

A modszer jelentds fejlodésen ment at. Kezdetben a jelen dolgozatban is alkalmazott,
mikroszkop targylemezre ontott, egy vagy két gélmezdt alkalmazd modszer volt az elterjedt,
azonban a modszer gyorsitdsa, valamint ateresztd képességének novelése érdekében a kutatok
folyamatosan fejlesztik azt. Az egyik ilyen lehetdség egy 3 mm vékony szilikon tomitd eszkoz

hasznalata, mely lehetové teszi 12 kiilon allo, kis gél 1étrehozasat egy lemezen (Shaposnikov et al.
37



10.14751/SZIE.2020.002

2010). Egy norvég kutatocsoport kifejlesztett, majd sikeresen validalt egy olyan véltozatot,
melyben minigélt hoztak 1étre hidrofil poliészter film segitségével. Ez a nagy ateresztd képességii
modszerrel barmilyen sejt vagy szovetminta vizsgalhato, és kiilondsen hasznos, ha nagy
mintaszamot kell feldolgozni (Gutzkow et al. 2013). A modszer legljabb verzidinak mar Oriasi
ateresztd képessége van, a CometChip technoldgia tulajdonképpen egy microarray, melyben
sejtnyi méretli lyukakban agyazzak agarozba a sejteket (Watson et al. 2014). A masik 01j valtozat
az agardz alapu multifluid chip (100 pararell mikrocsatorna, 20x20 uM), mely 10 000 kiilonalld
sejtrdl szolgaltat DNS karosodassal kapcsolatos informaciot (Li et al. 2013).

Comet assay segitségével nem csupan a karosodasok, hanem a javitdé mechanizmusok is
hatékonyan vizsgalhatok (Azqueta & Collins 2013, Azqueta et al. 2014, Collins 2014). A
modszerrel egyszeriien vizsgalhatd a javito mechanizmusok kinetikdja, a karositd hatas utan
bizonyos 1d6kozonként elvégzett vizsgalattal, ezt challenge tesztnek nevezziik (Au et al. 2010). A
javitd mechanizmusok vizsgalatara fejlesztették ki a comet assay és a fluoreszcens in Situ
hibridizacié kombinaciojat, a comet-FISH assay-t (Glei et al. 2009, Glei & Schlérmann 2014),
mely bizonyos gének vagy DNS szekvencidk kdrosodasanak vagy akar javito mechanizmusainak
vizsgalatara alkalmas (Glei et al. 2007, Shaposhnikov et al. 2011).

A vizi él6lényekkel kapcsolatos toxikoldgiai vizsgalatokban eldszeretettel alkalmazzak ezt
a modszert. A tobbi él6lényhez hasonldan lehet6ség van in vitro vizsgalatokra, kiilonbozo sejtek
vagy szovetek vizsgalataval, illetve nagyon elterjedtek az in vivo vizsgalatok is, mikor az egész
¢lélényt vetjiik ald a vizsgalatnak, majd bizonyos sejtjeibdl vagy szdveteibdl vesziink mintat a
vizsgalatokhoz. A vizsgéalatok soran a szarazfoldi allatokhoz hasonl6an eldszeretettel vizsgaljak a
kiilonbozo vérsejteket, illetve vért magat, tovabba az allatok majat, illetve igen gyakori az embriok
alkalmazasa az in vitro tesztekben. A laboratoriumi vizsgalatokon kiviil terepi mintak
tanulmanyozasara is alkalmazzdk a modszert, szennyezett, valamint referencia teriileten €16
allatokbol gyiijtenek mintat ez esetben, és ezutan hasonlitjak 6ssze az eredményeket. Ilyen jellegii
vizsgalatokat foként mezdgazdasagi €s ipari teriiletek kdzelében végeznek, hiszen a leggyakoribb
szennyezések ezekbdl az iparagakbol keriilnek a kornyezetbe. Az Egyesiilt Allamokban szamos
ilyen vizsgalatot végeztek az elmult két évtizedben. Georgia Allamban toxaphen hatéanyaggal
szennyezett folyotorkolatbol gyujtott tiveggarnéla (Palaemonetes pugio) és atlanti fogasponty
(Fundulus heteroclitus) egyedekbdl gytijtottek mintakat, a rakok esetében embridkat, mig a halak
esetében vérsejteket, és igazoltdk a modszer segitségével, hogy karosodott a sejtekben talalhatd
orokitéanyag (Lee et al. 1999; Maruya et al. 2000). A Rhone folyoban é16 domolyko6 populacio
esetében is szignifikdnsan megemelkedett a DNS toredezettsége a szennyezett teriiletekrdl vett
mintakban a szennyezetlen teriiletekrdl szarmazokhoz képest (Devaux et al. 1998). Az ilyen

jellegti, terepi mintakon alapul6 vizsgalatok nem alkalmasak az egymassal val6 6sszehasonlitasra,
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hiszen nem csak egy adott anyag van jelen a vizsgalt kornyezetben, illetve egyéb kondiciok sem
egyeznek meg. Vitathatatlan azonban, hogy ez a mddszer és a terepi mintak vizsgéalata alkalmas
arra, hogy képet kapjunk egy-egy teriilet ¢éldvilaganak aktudlis allapotardl, illetve
veszélyeztetettségérol.

A laboratériumi vizsgalatok soran szamos fajjal dolgoznak vilagszerte. Ezeknek a
tanulmanyoknak a kozos jellemzdje, hogy kontrollalt koriilmények kozott, egy bizonyos
szennyezd anyag ismert koncentracioit alkalmazzdk, igy dozis-hatds Osszefiiggések is
vizsgalhatoak. Leggyakrabban tehat teljes vérbol vagy vérsejtekbdl (Machado et al. 2013, Cavas
2011, Buschini et al. 2004), kopoltyu- és majsejtekbdl (Abd-Allah et al. 1999, Deventer et al.
1996) szarmazo6 mintakon végzik el a vizsgalatokat.

A kifejlett egyedekbdl szarmazé mintdk mellett nagy jelentOsége van az embridk és egyéb
korai fejlodési stadiumok alkalmazasdnak. A korai fejlédési stddiumban 1évo egyedek
tobbféleképpen is felhasznalhatoak a comet assay vizsgéalathoz. Mivel a testméret még igen kicsi,
igy az egyes szervek izolacioja tulajdonképpen lehetetlen. Kézenfekvd megoldas a teljes test
homogenizatumok készitése. Morin és munkatarsai (2011) korai, szikzacskos larva stadiumu
medaka egyedeket hasznaltak vizsgalataikhoz. Modszeriik 1ényege, hogy csoportonként 6t darab,
2 dph (days post hatch — kikelés utan eltelt napok szama) kora larvat Petri- csészébe helyztek,
majd eldobhatd szikével ovatosan felvagdostak azokat. Ezutan 2 ml-es csovekbe helyezték a
mintakat, majd 1,25% (w/v) kollagenazzal kezelték azokat, 37 °C-on, 45 percig, finom razogatas
mellett. A kollagenaz kezelés hatdsara a szovetek szétestek, igy egy teljes testszuszpenziot kaptak,
¢és ennek a felhasznélasaval végezték el a comet assay-t.

A zebradanio embridinak vizsgalatara is kifejlesztettek egy metddust, mellyel 72 hpf vagy
anndal idésebb embriok/larvak esetében is alkalmazhatd a modszer. Az embridkat 72 hpf kezelik a
vizsgalati anyaggal, majd csoportonként nyolc egyedet 2 ml-es iiveg szOvetapritd késziilékbe
helyezik, 50-70 um fal-6rléfej tavolag alkalmazasaval. Hogy a homogenizacio soran a sejteket
megfeleld kondicidk kozott tartsdk, 1,5 ml Leibovitz L15 oldatot hasznalnak. A sejtszuszpenziot
70 um atereszto képességii szlirén atsziirik, megelézve ezzel szovetmaradvanyok bentmaradasat a
szuszpenzioban. Centrifugdlds utan ellendrzik a sejtek életképességét és kizarolag a 75%-nal tobb
€10 sejtet tartalmazo mintakkal dolgoznak tovabb (Kosmehl et al. 2007).

A sejtizolaciot alkalmazé modszerek hatranya, hogy az olyan fontos Iépések, mint az
elkabitas, ismételt szovetapritas a homogenizal6 médiumban, sziirés és centrifugalés, nagyaranyu
sejtsériiléshez vezetnek (Kosmehl et al. 2006, 2007; Simon et al. 2011). Tovabba ezeket a
vizsgélatokat iddsebb, 2-6 napos embridkkal végezték, melyek szervei és szovetei eltérden
reagalhatnak a genotoxikus anyagokra, megnehezitve ezzel az eredmények értékelését. Ezen

hatranyok kikiiszobolésére fejlesztették ki ElerSek és munkatarsai (2013) az 1 dpf'kora zebradanid
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embriokra alkalmazhato, teljes embridt felhasznalé metodust. Az embriok a fejlodés elsé 24
ordjaban még kevésbé differencidlt sejteket tartalmaznak (Kimmel et al. 1995), ezért sokkal
egységesebb sejtpopulaciokkal végezhetok el a vizsgilatok. Emellett tovabbi eldnye
sejtkulturakkal szemben az embriok hasznélatanak, hogy az egész szervezetet reprezentaljak,
annak 0sszes fizioldgias tulajdonsagaval. A 24 hpf kort zebradanié embridval végzett comet assay
vizsgalat moddszertani részletezésére az ,,Anyag és moddszer” fejezetben keriil sor, mert a

disszertacid szerves részét képezo, fontos mddszerrdl van szo.

3.8.2. A mikronukleusz assay

A mikronukleusz teszt alapjait Howell és Jolly fektették le, mikor a 19. szazadban macskak
¢s patkanyok vérsejtjeiben zarvanyokat fedeztek fel. Ezeket, az akkor még Howell-Jolly testeknek
nevezett képleteket anémias betegek vérmintdibdl szarmazo eritrocitdkban is kimutattdk. Evans és
munkatarsai (1959) kvantifikaltak elGszor a kromoszoma aberraciokat, 1ébab (Vicia faba)
csucshajtasaiban kialakulé mikronukleuszok szdméanak meghatdrozasaval. Boller és Schmid
(1970) eritrocitakban kialakulé mikronukleuszokat vizsgalt, egy erésen alkilalo hatéanyaggal,
trenimonnal torténd kezelés utdn. Kisérleteikhez kinai horcsogoket hasznaltak, a sejteket
csontvel6bdl és periférids vérbdl nyerték. Ebben a tanulményban nevezték eldszér a modszert
"Mikrokern-Test’-nek. A modszer alapjainak kidolgozasdhoz Schmid ziirichi kutatocsoportja
mellett nagyban hozzajarult John Heddle (1973) is a Kaliforniai Egyetemen, igy mar nem csak a
mikronukleuszok jelenlétét lehetett kimutatni, de szamszerlsitésiikkel dozis-hatas osszefliggések
is vizsgalhatova valtak.

A mikronukleuszok mitotikus osztodason ateso sejtekben alakulnak ki. Ha a kromoszomakat
valamilyen karos behatas éri az anafazisban, a telofazis utan a kromatin allomany sériilt része nem
kertil a sejtmagba, hanem az utddsejt citoplazméjaban képez egy vagy tobb, a sejtmagnal kisebb,
membrannal korilhatarolt egységet, mikronukleuszt. A mikronukleusz teszt tehat nem a
kromoszomak direkt megfigyelésére alkalmas az osztddas metafazisaban, igy nem tekinthet6 a
metafazis analizis vagy egyéb kromoszoma aberracios vizsgalatok alternativdjanak. A
kromoszoma aberraciokat nem tudjuk osztalyozni ezen modszer alkalmazasaval. A mikronukleusz
teszt fobb sajatossagai: kariotipusra valo tekintet nélkiill mindenféle osztodd sejtpopulacion
alkalmazhatd, alkalmas a pontos adatgytijtésre az egyszerti €s jol definialt vizsgélati végpont miatt,
az osztodasi orsora (tehat a mitotikus apparatusra) gyakorolt hatdsok is detektalhatoak, a
természetes modon eléforduld mikronukleuszt tartalmazo sejtek ardnya daltalaban 4allando.
Hatranyként emlithetjiik, hogy a kromoszdma aberraciok nem osztalyozhatdk ezzel a mddszerrel,
€s bizonyos koriilmények kozott pszeudo-mikronukleuszok keletkezhetnek. Szamos eldnye ¢€s

konnyt kivitelezhetdsége miatt épiilt be a toxikoldgia gyakorlataba.
40



10.14751/SZIE.2020.002

Jelenleg az OECD TG 474 iranyelv irja le a modszer pontos kivitelezését, a megfeleldségi
kritériumokat és az értékelés szabdlyait. Az irdnyelvet emldsok eritrocitdiban kialakulod
mikronukleuszok vizsgalatara dolgoztak ki, igy egéren és patkanyon kiviil mas emlés modell
szervezet is alkalmazhato. A modszer elso leirdsdhoz és alkalmazasaihoz hasonldan a teszt soran
csontvel6bol vagy periférias vérbdl kell mintat venni, majd a mar ismertetett festési modszerrel
megfesteni a mintakat. Lehetévé teszi a manualis, valamint a képalkoto és elemz6 szoftverekkel
torténd automatizalt értékelést is. Ezek a modern megoldasok nem csupan idohatékonyak, de
kimutattak, hogy a vizsgalatok mind laboratériumokon beliili, mind pedig a laboratériumok
kozotti ismételhetdsége és €rzékenysége is jobb, mint a manudlis mikroszkopos vizsgalat esetén.
A vizsgalat részeként elkiilonithetéek a mikronukleuszokba zarddott kromoszéma fragmentumok
a teljes kromoszomaktél a benniik 1év6 kinetokor megfestésével. gy nem csupan a kromoszomak
szerkezetét, de az osztodasi apparatust ért karos hatasok is kimutathatdva valnak.

A mikronukleusz teszt tehat egy eredendéen emldsokre kidolgozott moédszer, am a kutatok
figyelme az eml6s modellek mellett a halak fel¢ fordult. A modszer halakon torténd alkalmazasat
az emlds modellek korlatozé tényezo6i (allatvédelem, fals-pozitiv sejtek) hivtak életre, hiszen
kiegészitd gerinces modell szervezetet kerestek. A halak alkalmazéasanak eldnye, hogy kénnyen
tarthatd, olcsod tesztorganizmusok, valamint a fals-pozitiv eredmények eldéfordulasi esélye is
kisebb.

A vizi kdrnyezetre hatd genotoxikus hatasok tanulmanyozasara mar korabban is hasznaltak
halmodelleken végzett citogenetikai vizsgalatokat, melyek foként a kromoszomak
szerkezetvaltozasait tanulmanyoztak (Kligerman et al. 1975, Prein et al. 1978, Hooftman 1981).

A mikronukleusz teszt halmodellen vald alkalmazhatosdganak lehetdségét eldszor
Hooftman és de Raat irta le (1982). Tesztszervezetként az észak-amerikai pocot (Umbra pygmea)
alkalmaztdk, a vizsgalati anyag pedig egy ismert mutagén, az etil-metanszulfonat (EMS) volt,
mivel a kutatocsoport mas modszerek alkalmazasaval mar kordbban bebizonyitotta, hogy ez az
anyag ezen halfaj esetén kromoszoma karosodast okoz. Eredményeik alapjan az EMS valoban a
sejtmag kéarosodasat okozta, valamint megallapitottak, hogy a mikronukleusz teszt Schmid és
munkatarsai altal leirt tulajdonsagai jellemzdek a halakbol szarmaz6 mintékra is.

A halak alkalmazasanak elénye az eml6s modellekkel szemben, hogy az érett eritrocitaik is
tartalmaznak sejtmagot, ellentétben az emldsokkel. Ez a tulajdonsdguk megkonnyiti a
fragmentumok azonositdsat a sejtek citoplazmdjaban. A mintavétel heparint tartalmazé
fecskenddvel vagy tivegkapillarissal torténik. Ezutan a mintat azonnal szét kell oszlatni egy
mikroszkop targylemezen. Tizendt percnyi, etanolban torténd fixalas utan a lemezeket 1égszaraz
allapotig szaritjak, ezek utan pedig 5%-0s Giemsa oldattal festik. Egyedenként 3000 sértetlen

citoplazmaju sejtet értékelnek. Azok az eritrocitak tekinthet6k mikronukleusszal rendelkezd
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sejtnek, melyek: (1) a mikronukleusz mérete a sejtmag méretének legfeljebb egyharmada, (2) a
mikronukleusz nem érintkezik a sejtmaggal, (3) a mikronukleusz egy nem torott, kerek vagy ovalis
alaku képlet, mely ugyanugy festédik, mint a sejtmag (Al-Sabti&Metcalfe 1995).

A mai mutaci6 kutatasi protokolloknak nem szerves része a teszt halakon végzett valtozata,
am a modszer konnyl kivitelezhetdsége és pontossdga miatt szamos teriileten alkalmazzak. Az
alaposabb megfigyelés érdekében tobbnyire nem 6nalléan, hanem egy komplex vizsgalati rendszer
részeként szerepel. Szamos kutatdsban a fejezetben fentebb részletezett comet assay-vel egyiitt
hasznaljak. Ennek oka az, hogy bar mindkét modszer a DNS toredezését vizsgalja, am mas
szemszogbol. A két modszer egyidejii alkalmazésa kiilonosen kifejlett halak esetén kézenfekvo,
mivel egy-egy allatbol mindkét modszerhez nyerheté minta, igy komplexebb képet kaphatunk egy
vegyiilet hatasairdl, a felhasznalt kisérleti allatok szamanak csokkentésével. Erre kivalo példa egy
nemzetkozi egyiittmiikodés eredményeként 1étrejott kutatas, melyben egy kemoteréapias szer, az 5-
fluoro-uracil alacsony koncentracidinak genotoxicitasat vizsgaltak kétgeneracios kisérleti
rendszerben. Az allatok kiméletes eutandzidja utan eltavolitottdk a kopoltyt, a majat és a
gonadokat az egyedekbdl. Ezek, valamint a vérmitak felhasznalasaval végezték el a comet assay-
t. Tovabbi vérmintdkat vettek minden egyedbdl, melyet azonnal, vékony rétegben eloszlattak a
mikronukleusz teszthez iiveg targylemezeken, ahogy az fentebb, a mddszer leirasanal olvashato.
A comet assay eredményei azt mutattak, mig a kopoltytukbdl és a gonadokbol vett mintdkon nem
volt szignifikansan magasabb a DNS-toredezettség mértéke a kezelt csoportokban, mint a kontroll
csoport esetében, addig a méjban, illetve a vérben is szignifikdnsan megnovekedett a toredezettség
mértéke. Ezzel nagyon jol korreldlnak a mikronukleusz teszt eredményei, hiszen a comet assay
altal kimutatott DNS toredezettségének mértékéhez hasonldan a kialakult mikronukleuszok szdma
is szignifikdns emelkedést mutat a kezelt csoportokban. A valtozasok a mikronukleusz teszt
esetében egyértelmiien dozisfiiggdének bizonyultak (Kovécs et al. 2015.)

Jol lathato tehat, hogy a genotoxikologiai vizsgalatokban, azokon beliil is a comet assay és
a mikronukleusz teszt moddszerek esetén az emlds modellek mellett a halak is kivaldan
alkalmazhatok. Bar a szabvanyok ezidaig eml6s modellekre keriiltek kidolgozésra, a kutatasok
egyre inkabb arra mutatnak, hogy sziikséges lenne a modszerek szabvanyositasa halmodellekre,

tovabba beépitésiik a toxikologiai tesztelés nemzetkdzi gyakorlataba.

3.8.3. A microarray assay

A génexpresszi0 vizsgalata lehetdvé teszi, hogy megvizsgaljuk, az él6lények sejtjei hogyan
reagalnak a kornyezeti hatdsokra. Vizsgalhatjuk az egyes anyagok hatasmechanizmusat, esetleg
kereshetjlik azok ,,genetikai ujjlenyomatat” az azonositasukhoz, azaz megnézhetjiik, hogy hogyan

valtozik a gének expresszios mintdzata. Minél tobb anyag génexpresszids mintazatokra gyakorolt
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hatasat ismerjiik, annal nagyobb eséllyel tudjuk ezen mintdzatok alapjan megmondani, hogy
példaul egy komplex kornyezeti mintaban milyen xenobiotikumok lehetnek. Az, hogy egy
vizsgalatban tudjuk vizsgalni nagyszamu gén expresszids valtozasait kémiai és kornyezeti
stresszorokra, teremtette meg a toxikogenomika, mint tudomanyag alapjait. Természetesen ehhez
az is elengedhetetlen tényezd volt, hogy megismertilk az ember és szamos modellallat teljes
genomjat és szdmos gén/génkaszkad mikodését.

Az E. Southern altal 1975-ben leirt, rola elnevezett Southern-blot mdodszer volt az els6 DNS
array, melyben jelolt nukleinsavat vizsgalt, szilard feliilethez kotve. A DNS array-k fejlédésének
torténetében két oOridsi attorés tortént. Az elsd, a nem porozus feliilet (példaul liveg) hasznalata
volt, mely lehetOvé tette az array miniatiirizalasat, igy jelentdsen novelve annak ateresztd
oligonukleotidok nagy stirtiségii szintézisére alkalmas modszerek fejlesztése, mely lehetévé tette
tobb ezer gén egyiddben torténd vizsgalatat. Ezeknek kdszonhetden olyan array-ket hoztak 1étre,
melyeken négyzetcentiméterenként akar 250 000 oligonukleotid proba is megtalalhato. Ezekben a
vizsgalatokban alkalmazhatunk révidebb, 15-25 nukleotidbol allo, valamint hosszabb, 50-120
nukleotidbol allo oligonukleotidokat, de akar PCR (polimerase chain reaction- polimeraz
lancreakcid) segitségével amplifikalt, 100-3000 bazispar nagysagli cDNS szakaszokat is. Utobbiak
rendkiviil erés jelet adnak és nagyon specifikusak, ezért is elterjedt a hasznalatuk. A
xenobiotikumoknak kitett sejtekbdl vagy szovetekbdl elsé 1épésként kinyerjiik az mRNS-t, melyet
jelolt cDNS-s¢ alakitunk, majd az array feliiletére hibridizalunk, majd egy specialis fluoreszcens
festékkel festiink, majd az eredményeket fluorométerrel leolvassuk. Az egyszinli jelolést
alkalmazo array (5/A. abra) esetén két array mez6t hasznalunk (teszt minta és referencia minta) az
expresszios profilok kialakitasahoz, az array mezdk eredményének egymashoz illesztésével. A
kétszinii jelolést alkalmazé array-k (5/B abra) egy array mezOt hasznalnak a teszt és referencia
mintdkhoz, majd a detektalas soran a leolvaso berendezés két szint kiilonb6z6 csatornakon olvassa
le és értékeli. A géntermékek mennyiségének fiiggvényében megallapithatjuk, hogy az egyes
gének kifejez6dése csokken, vagy éppen novekszik. A nyers adatokat bioinformatikai
modszerekkel kell kiértékelni, az adatbazisokkal Osszevetve megallapithatjuk, hogy mely
biokémiai utvonalakban van szerepe az adott, rendellenesen expresszald géneknek, vagy egyes

anyagok genetikai ujjlenyomatara is raakadhatunk (Lettieri 2005).

43



10.14751/SZIE.2020.002

TR W T oW
v v

jelota l jetotés l l
CERS I 44 b cDNS MWV AW

..... keverds

M YWV
{

Hibnidizacio és lemosas

O
represszalt gén
= ] 7

aktivalt gén aktivalt gén

‘\

represszalt gén

0@e00O0
00000
00000
00000

5. abra A DNS-microarray metodusa, Lettieri (2005) alapjan A, Egyszinii jelolést alkalmazo
array kivitelezésének fo lépései B, Kétszinii jelolést alkalmazo array kivitelezésének f6 lépései

A modszer szamos elényének és a fejlesztéseknek koszonhetéen a molekularis
toxikologiaban  altaldnossa valt alkalmazdsa. A  gyartoknal elérhetoek az egyes
modellszervezetekre altalanosan hasznalhato lemezek, vagy chipek, de igény esetén egyedi
chipeket is legyartanak. A modszernek, mint latjuk, szamos eldnye van. Hétranya, a
kivitelezéséhez sziikséges specidlis felszerelés, illetve az, hogy rendkiviil koltséges, kivaltképp, ha
nem kereskedelmi forgalomban is elérhetd chipet hasznalunk, hanem egyedit gyartatunk.

A toxikologiai, azon beliil okotoxikologiai vizsgalatok egyik legnagyobb kihivasa a
toxikus anyagok hatasmechanizmusanak feltérképezése, melyhez szamos kutato alkalmazta a fent
ismertetett modszert kiilonboz6 tesztszervezeteken és célszerveken. A génexpresszids profil
vizsgalatok mutatjak meg szamunkra a kapcsolatot a kdrnyezeti faktorok és az élélények genomja
kozott, mely ahhoz vezet, hogy feltarjuk az él6lények kornyezeti valtozasokra adott specifikus
valaszait. A kétezres évek elején, mikor elérhetévé valtak a teljes élesztdgomba (Saccharomyces
cerevisiae) genom vizsgalatara alkalmas chipek, természetes és antropogén eredetii stresszorokat
vizsgaltak, és azt kaptak, hogy a chip alkalmas a stresszorok mértékétdl fliggd génexpresszids
valtozasok kimutatasara (Causton et al. 2001, Gasch et al. 2000). Mint mas toxikologiai modszerek
esetén, a microarray vizsgalatoknak is kedvelt alanya a zebradani6. Hoyt és munkatarsai (2003)
egyedi chip alkalmazasaval vizsgaltdk a kozismerten endokrin rendszert zavard 4-nonilfenol

génexpressziora gyakorolt hatasat. Kilenc, az 6sztrogén valasszal kapcsolatos gént azonositottak
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zebradani6 embrié modellen. Fetter és munkatarsai (2015) feltételezhetéen androgén-reszponziv
géneket vizsgaltak 11-ketotesztoszteronnak kitett zebradanié embriokon. A DNS microarray-k
leolvasasa utan dozisfiiggd expresszid valtozasokat kerestek. Taldltak négy olyan gént, mely a
human ortologok elemzése alapjan szerepet jatszik a hormonok metabolizmusaban.

A halakon kiviil természetesen magasabb rendii é161ényekbdl szarmazo mintak, illetve
sejttenyészetek vizsgdlatara is alkalmas a modszer. Toxikoldgiai vizsgalatokban gyakran
hasznaljak  génexpresszidos profil meghatarozasra, illetve az egyes xenobiotikumok
hatasmechanizmusainak feltérképezésére (Burczynski et al. 2000, Bulera et al. 2001, Waring et al.
2001). Hamadeh és munkatarsai (2002) génexpresszios mintazatokat vizsgaltak kiilonb6z6 kémiai
agensekkel kezelt patkanyok majmintdin. Elemzésiik hasonlosagokat tart fel az azonos csoportba
tartozd vegyi anyagokkal (peroxiszoéma proliferatorok) kezelt allatok génexpresszids profiljai
kozott. Ezzel ellentétben a kiilonb6zd enzimindukatorokkal kezelt csoportok nagyon jellegzetes
génexpresszids profilokat mutattak.

Lathatjuk tehat, hogy a modszer kivaldoan alkalmazhatdé szamos modellszervezeten.
Alkalmas a génexpresszidos profilok vizsgalatara, ezaltal akar egyes vegyiiletcsoportok
azonositdsara. Tovabba jol alkalmazhaté az egyes vegyiiletek hatdasmechanizmusanak

feltérképezésére.
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4. Anyag és modszer
4.1. A kisérletek helyszine, az allatok tartasa

Az akut embrio teszteket, a comet assay-t, valamint a mikronukleusz tesztet és az azokhoz
kapcsolodo kezeléseket a Szent Istvan Egyetem MezOgazdasag- és Kornyezettudomanyi Kar,
Akvakultara és Kornyezetbiztonsagi Intézet Halgazdalkodasi Tanszékén végeztem. A microarray
vizsgalatot a Németorszagban, Lipcsében talalhatdé Helmholtz Kdornyezetkutatd Kozpontban
(Helmholz-Zentrum fiir Umweltforschung — UFZ) végeztem Dr. Stefan Scholz kutatocsoportjaban,
a mintak elsddleges elOkészitését szintén a Halgazdalkodéasi Tanszéken, illetve a Szent Istvan
Egyetem Kornyezetipari Regionalis Tudaskézpontjaban végeztem.

A kisérletekhez minden esetben AB vonalba tartozé zebradaniokat hasznaltam. A halakat
recirkulacios rendszerben (Tecniplast ZebTec, Tecniplast, Buggugiate, Olaszorszag) tartottam. A
rendszerben a viz hdmérséklete 25+0,5 °C-os, a pH 7,5+0,2, a vezetoképesség 525+50 uS volt. A
halak 14 6ra vilagos, 10 ora s6tét fényprogramban voltak tartva. A halak takarmanyozasa naponta
kétszer tortént SDS Small Gran (SDS — Special Diets Services Inc.) tappal, €16 eleségként hetente
kétszer Artemia spp. (SERA GmbH.) naupliuszt kaptak.

A kisérletekhez sziikséges zebraddnidé embriok eldallitasdhoz a szaporitasra kivalasztott
egyedeket a recirkul4cios rendszerben nemenként elkiilonitve tartottam. A kisérleteket megel6z6
délutan specialisan erre a célra kialakitott, szintén a Tecniplast altal gyartott miianyag szaporito
edényekbe helyeztem. A him és ndstény egyedeket atlatszo polikarbonat lemez valasztotta el, de
egy viztestben voltak. Az ivds madsnap reggel, a polikarbonat lapok eltdvolitdsa utdn
szinkronizaltan tortént.

Az elvégzett vizsgalatok a 1998. évi XXVIIIL. torvény alapjan kiadott "Toxikologiai
vizsgalatok halakon" cimi allatkisérlet végzésére (XIV-1-001/2303-4/2012) vonatkozo
engedélyben foglaltak szerint zajlottak.

4.2. A vizsgalati anyagok és elokészitésiik
Munkam soran két viztisztitasi melléktermék  vegyiilet, a 4-etilbenzadehid
(C2HsCsH4CHO, Sigma — Aldrich Hungary, Budapest, CAS: 4748-78-1) és a 2-4-difluoroanilin
(F2CeH3NH2, Sigma — Aldrich Hungary, Budapest, CAS: 367-25-9) hatasait vizsgaltam. Az
anyagokbol elsé 1épésként minden esetben torzsoldatot készitettem, vizes oldatba viteliikhoz
Branson S-250D ultraszonikator berendezést (Branson Ultrasonics, Danbury, USA) hasznaltam, 2

perces idOtartamban, 20%-os amplitaddval.
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4.3. Vizsgalatok

4.3.1. Elékisérletek

Mivel sem az EBA, sem pedig a DFA kapcsan nem allt rendelkezésemre zebraddnid
embriokra vonatkozo akut toxicitds adat, ezért eclokisérleteket végeztem az akut tesztek
megkezdése elott, hogy megallapithassam a megfeleld kezelési koncentraciokat a 120 6ras embrid
vizsgalathoz. Az eldtesztet mindkét vegyiilet esetében 200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25 mg/l
koncentracié sorral hajtottam végre, kontrollként a recirkulacidos rendszer vizét hasznaltam.
Minden csoportba 20-20 embriot helyeztem, 5 cm-es Petri-csészékbe, 10 ml oldatba. Az embridkat
27 °C-on inkubaltam (Sanyo MIR-154). Ezek alapjan mar be tudtam hatarolni azt a koncentracio

tartomanyt, mely megfelelének bizonyult a 120 6rés vizsgalatban az egyes anyagok esetén.

4.3.2. 120 6ras embrio teszt

Az akut embri6 tesztekhez az ikrdkat az anyahalak szinkronizalt szaporitdsa utan
Osszegyljtottem, majd termékenységiiket sztered fénymikroszkop alatt, normal megvilagitasban
(Leica M205) ellendriztem. A vizsgalatokat mind a 2-4-difluoroanilin, mind pedig a 4-
etilbenzaldehid esetén az OECD 236: Halembri6 akut toxicitas teszt alapjan végeztem, 120 orara
Kiterjesztett vizsgalati id6vel. Az embriokat 24 lyukt szovettenyészté plate-ekbe helyeztem (1
embrid/lyuk) termékenyiilés utan egy oraval, minden esetben koncentracionként 12 embriot, 4
ismétlésben. Az embridkat a 4. tablazatban feltlintetett koncentraciokkal kezeltem. Mivel a DFA
esetén a 200 mg/l-es koncentracio esetén sem volt teljes a mortalitas, jelentdsen megemeltem a

kezelési koncentraciokat.

Tesztanyag Koncentraciok (mg/1)

EBA 0,2;0,5; 1; 5;10; 12; 15; 17; 18; 19; 21; 23; 25; 27; 29;
30; 35; 40; 50; 60

DFA 500; 450; 400; 350; 300; 250; 220; 200; 180; 100; 50; 1

4. tablazat A 120 oras embrio tesztek soran alkalmazott kezelési koncentraciok

Kontrollként a ZebTEC haltarto rendszer vizét hasznaltam. A plateket 27 °C-on
inkubaltam. Naponta vizsgaltam meg minden embriot mikroszkop alatt, a termékenyiilés utani
120. oraig (120 hpf). Meghataroztam a mortalitast, morfologiai rendellenességeket kerestem,
valamint 72 éraval a termékenyiilés utan digitalis felvételeket készitettem az embridkrol, 30x-0S
nagyitas mellett, laterélis orientacidval (Leica M205 mikroszkop, Leica DFC 425C kamera, LAS
V 3.8 szoftver). A mortalitast hasznalva végpontként dozis-hatds gorbéket vettem fel, melyekbdl

megallapithattam az LCio és LCso értékeket 24 dranként egészen 120 o6raval a termékenyiilés
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utanig (120 hpf) SPSS 23.0 szoftvercsomag segitségével. A teljes kisérleteket minden esetben

haromszor ismételtem.

4.3.3. LC-értékek meghatarozasa a 96-120 oras expozicios ablakban

Az embridkat 1 hpf életkorban 24 lyuku szovettenyészt6 platekbe helyeztem, majd a 96-
120 hpf életszakaszban kezeltem 10, 15, 20, 22, 25, 27, 30, 32, 35, 40 mg/l koncentracidkkal,
koncentracionként 12 embriot, 4 ismétlésben, a plateket 27 °C-on inkubaltam. A vizsgélat végén
digitalis felvételeket készitettem az embridkrol, 30x-os nagyitas mellett, lateralis orientacioval a
morfologiai elvaltozasok dokumentaldsara. A mortalitast hasznalva végpontként dozis-hatas
gorbét vettem fel erre az életszakaszra, melybdl megallapithattam az LC1o és LCsp értékeket SPSS

23.0 szoftvercsomag segitségével.

4.3.4. Microarray vizsgalat és transzkriptom analizis

Els6 1épésként a 4.3.3. fejezetben leirtak szerint megallapitottam az LCio értékét a 96-120
hpf expozicios ablakban, majd ezt alkalmaztam legmagasabb koncentracioként. Ezzel egyiitt
Osszesen 5 koncentracion (1,6; 3,2; 6,4; 12,8; 25,6 mg/l), koncentracionként 6-6 csoportot,
csoportonként 50-50 embriot kezeltem. A kezelést 5 cm-es Petri-csészékben végeztem, az
embriokat 27 °C-on inkubaltam.

Az embriokat 1,5 ml-es Eppendorf-csévekben homogenizaltam, 200 pl trizolban
(TriReagent, 1zinta), majd a felhasznalasig -80 °C-on taroltam.

Az RNS izolasast 5Prime Phase Lock Gel Heavy kittel végeztem (5Prime GmbH,
Germany), a gyarto altal biztositott protokoll szerint. Az izolalt RNS mintdkat ezutdn Quiagen
RNEasy Mini Kittel (Qiagen GmbH, Germany) megtisztitottam, az RNS koncentraciokat
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, USA), a megfeleld6 mennyiségli RNS-t tartalmazd mintdk
mindségét Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, USA) késziilékkel, Agilent RNA
6000 Nano Assay Kit (Agilent Technologies, USA) felhasznalasaval ellendriztem.

A microarray vizsgalat soran Agilent SurePrint G3 Custom GE 8x60k (Amadid G4102A,
Agilent Technologies, USA) arrayt hasznaltam. Mintak el6készitését, jelolését, majd a microarray
lemzekre torténé felvitelét a kifejezetten Agilent Gene Expression Oligo Microarray lemezekhez
tartozo *One-Color Microarray-Based Gene Expression Analysis, Low Input Quick Amp Labeling
Protocol’ alapjan végeztem, melyet a gyartd biztositott (Version 6.6, September 2012, Agilent
Technologies, USA). A microarray lemezek leolvasasa a Genovia GmbH-nal tortént (Zwenkau,
Germany) Agilent DNA Microarray Scanner segitségével. A microarray lemezen talalhaté6 mezok
fluoreszcens jelének intenzitasat Agilent Feature Extraction szoftver (verzidszam: 10.7.3.1.)

hasznalataval nyertem Ki. Olyan mRNS transzkripteket kerestem, melyek expresszioja legalabb
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egy koncentracio esetén eltér a kontroll csoportban mért expressziotol, majd elvégeztem a
fokomponens analizist Agilent GeneSpring 12 GX szoftver segitségével.

Ezek utan megvizsgaltam az EBA altal befolyasolt gének génexpresszidos mintazatait és
harom génexpresszids klasztert azonositottam ,, K-mean clustering” (K-alapu csoport analizis)
algoritmus segitségével, szintén az Agilent GeneSpring 12 GX szoftver hasznalataval.

Ezek utan DAVID (DAVID Bioinformatics Resources 6.8, Leidos Biomedical Research
Inc., Frederick, Maryland, USA) biol6giai folyamatelemzéssel meghatiaroztam az egyes
klaszterekbe tartozo gének fobb biologiai funkcioit.

A Klaszter2-be tartoz6, EBA altal koncentraciofiiggéen gatolt gének vizsgalatanal a
GeneMANIA predikcios szervert hasznaltam, melynek segitségével a gének egyiittes expresszidja
¢és fizikai interakcioja alapjan azonositottam egy génhéldzatot. A génhaldzatba tartoz6d gének

szerepének feltérképezésére az Uniprot és ZFIN adatbazisokat alkalmaztam.

4.3.5. 1 dpf embriékon végzett comet assay vizsgalat

<

festés etidium-bromiddal

l 7 kezeld fotdzas, értékelés
pronaz kezelés

A 55T

gélbe agyazas
l neutralizacié (pH=7)

T

o

lizalas lugos oldatban A DNS spiral letekeredése és
(pH=10) elektroforézis (pH=13)

6. abra A comet assay fobb lépései (Tan & Bajo 2014 alapjadn)

A vizsgalatot, melynek fébb 1épéseit a 6. abran szemléltettem, Zegura és Filipi¢ (2004)

modszerét alapul véve végeztem, pozitiv kontrollként egy szerves peroxidot, Luperox®-ot
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(Sigma) hasznaltam. A vizsgalathoz 24 hpf embridok sziikségesek. Az embridkat 1 oOraval
termékenytilés utan 0,1; 0,5; 1; 2,5; 5; 7,5; 10 és 12 mg/l-es EBA, valamint 20 és 40 mg/l-es
Luperox® oldatottal kezeltem, negativ kontrollként a ZebTEC rendszer vizét hasznaltam. Az
alkalmazott legnagyobb koncentraci6 az akut embrio tesztben meghatarozott LCio értéknek
koriilbeliil a fele volt. Az embriokat 5 cm atmérdjii Petri-csészében kezeltem, 24 oran keresztiil
inkubaltam, 27 °C-on. Koncentracionként 6-6 embriot kezeltem, 3 ismétlésben. A vizsgalathoz
szlikséges fully frosted targylemezeket (Menzel-Glaser) metanolba helyeztem egy éjszakara. A
lemezek leszaritasa utan felvittem az elsé réteg agarozt (Normal melting point agarose, 1%,
Sigma), 80 pl-t mezénként (2 mezd/lemez), melycket azonnal lefedtem 24x24 mm-es
fedélemezzel (Menzel- Gliser), majd 2 percre jégre helyeztem azokat. Az agar6z megszilardulasa
utan a feddlemezeket ovatosan eltavolitottam. Ekozben el6készitettem az embridkat, 2 mg/I
kezelés, majd 4 rendszervizes 0oblités). Mezonként 1 embriot 60 ul, 1,5%-0s alacsony
olvadaspontt, PBS-ben (Phosphate buffered saline, Sigma) feloldott agarozba (Low melting point
agarose, Sigma) agyaztam, a fedélemezt finoman megnyomva oszlattam szét az embriokat a
gélben. A lemezeket 2 percre jégre helyeztem, majd a feddlemezek eltavolitasa utan a 5. tablazat
szerint elkészitett lizis oldatba. Az oldat készitésekor fontos 1épés a pH beallitasa 10-re, valamint
hasznalat el6tt 2,5 ml Triton X-100-at (Sigma) kell hozzdadni és Ovatosan razogatva
homogenizalni.

5. tablazat A lizis oldat osszetétele

Osszetevo Felhasznalt mennyiség
NaCl (Lach-Ner) 36,525 g
Na2EDTA (Sigma) 9,39
TRIS (Fischer Scientific) 0,3025 g
Triton X-100 (Sigma) 2,5ml

Végtérfogat: 250 ml

A lemezeket 1 orara 4 °C- ra helyeztem. A DNS fényérzékenysége miatt innent6l dereng6
fényben dolgoztam tovabb. A lizis utdn a lemezeket lecsepegtettem, majd athelyeztem az
eletroforézis kadba, melyet el6z6leg mar feltdltottem az elektroforézis oldattal (3000 ml oldathoz:
1,11g EDTA, 90 ml 10N NaOH), 20 percen keresztiil inkubaltam 4 °C -on, majd bekapcsoltam az
elektroforézis késziiléket (BioRad PowerPac Basic, BioRad, U.S.A.), 25 V fesziiltség és 400 mA
aramer0sség mellett 20 percen keresztiil lizemeltettem. A lemezeket ezutan kiemeltem,
lecsopogtettem, majd a neutralizalé oldatba (250 ml oldathoz 12,1149 TRIS, pH=7,5) helyeztem
és 15 percig inkubaltam 4 °C-on. A lemezeket ezutan vizzel atitatott papirral kibélelt edénybe
helyeztem, légmentesen lezartam, fotézasig 4 °C-on taroltam. A comet assay protokoll végén a

lemezeket 2 pg/l-es etidium-bromid oldattal megfestettem, lefotoztam Nikon Eclipse E600
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mikroszkoppal, 510-560 nm hullamhossza fluoreszcens fénnyel, Qlmaging MicroPublisher 3.3
RTV kameraval és a hozza tartozé QImaging szoftverrel, majd TriTek CometScore™ Freeware
1.5 szoftver segitségével maghataroztam a DNS%-ot a csévaban. Koncentracionként 3-3
ismétlésben, ismétlésenként 45 mérést végeztem. A koncentraciok osszevetéséhez Kruskal-Wallis
tesztet (H = 978,714; df = 10, p<0,00001), mig a paronkénti Osszevetéshez Dunn-tesztet

alkalmaztam (SPSS 23.0 szoftvercsomag). A kisérletet haromszor ismételtem meg.

4.3.6. Kifejlett halakon végzett mikronukleusz teszt

A mikronukleusz teszthez a modszer sajatossagai miatt Kifejlett, 6-8 honapos egyedeket
hasznaltam, melyek a tobbi vizsgalathoz hasonléan ebben az esetben is AB zebradanié vonalbol
szarmaztak. A kisérleti allatokat a 3.1. fejezetben ismertetett tartasi koriilmények kozott tartottam.
A teszt félstatikus rendszerben tortént, a kezeld oldatot kétnaponta cseréltem.

A kezelési koncentracidkat Racz és munkatarsainak (2012) korabbi eredményei alapjan
hatdroztam meg. Vizsgélatukban felndtt halakra vonatkoz6 LCso -érték 96 orés kitettség esetén
23,49 mg/l volt. A bevett toxikologiai gyakorlatnak megfeleléen, legmagasabb kezelési
koncentracioként a 96 oras kitettség esetén szamolt LCio értéket alkalmaztam (11 mg/l), ezzel
elkeriilhetd a halak id6 el6tti pusztulasa, &m eldidézhetdk szubletalis hatasok. A két tovabbi LCior2
(5,5 mg/l) és LCios (2,75 mg/l) volt. Minden koncentraciobdl 3 csoportot alakitottam ki,
csoportonként 8-8 hallal. A kezelés 21 napig tartott, 7 naponta tortént mintavételezés,
koncentracionként 4-4 hal keriilt mintazasra.

Minden mintavétel esetén az allatok életének kiméletes kioltasa érdekében azokat MS-222
alkalmazasaval tulaltattam, majd dekapitaltam, ezutan vériikket azonnal, vékony rétegben
mikroszkop targylemezre (Menzel-Glaser) vittem fel. A vérmintak megszaradasa utan kovetkezett
a festésiik, Hoechst 33342 (5 uM) festékkel. A mintak vizsgalata epifluoreszcens mikroszkdppal
(Olympus BX-51) tortént. 400X-0s nagyitas mellett, a kéken fluoreszkald6 mikronukleuszok
keriiltek megszamlalasra 2000 véletlenszeriien kivalasztott, ép citoplazmaji eritrocitdban minden
targylemez esetén. Azok a sejtek szamitottak mikronuklealtaknak, melyek: 1. mikronukleusza
Kisebb, mint a sejtmag 1/3-a; 2. ugyanabban a sikban vannak; 3. a mikronukleuszok ¢és a sejtmag
ugyanolyan szinnel és intenzitassal fluoreszkalnak, 4. kerek vagy ovalis alakuak; 5. tisztan
elkiilontil a mikronukleusz és a sejtmag.

A leird statisztikat STATISTICA 12 szoftvercsomag (StatSoft, Tulsa, OK, USA)
segitségével készitettem. Az egyes csoportok dsszehasonlitasara Poisson-regressziot alkalmaztam
(p<0,05).
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4.3.7. Regeneracios kapacitas vizsgalata larvakon

A 96 hpf zebradani6 larvakat a sebzést megel6zéen MS-222 oldatba helyezve elaltattam.
Ezt kovetden az altatasban 1év6 larvak farokuszo-végét steril koriilmények kozott, fénymikroszkop
alatt borotvapengével eltavolitottam. Ennek soran iigyeltem arra, hogy a sebzés iranya merdleges
legyen az allat hossztengelyére nézve, és minél egyenletesebb vagasi feliiletet eredményezzen. A
sebzést kdvetden az allatokrol altatasban, oldalnézetben fényképet készitettem fénymikroszkop
alatt. Ezt kdvetden a larvakat rendszervizzel dvatosan atoblitettem, majd individualisan a kezelési
oldatokat tartalmaz6 24-lyuku szovettenyészt6 plate-ekbe helyeztem azokat. A 24 6ras expozicid
elteltével az allatokat rendszerviz segitségével dvatosan atoblitettem, a fent leirt altatasi protokoll
alkalmazédsa utan fénymikroszkop alatt oldalnézetben fényképeztem, majd minden kezelési
csoporthoz tartozo egyedet kontrol koriilmények kozé helyeztem. A sebzést koveto 48. illetve 72.
Oraban ismét fényképet készitettem a larvakrol. Az elkésziilt képeket Image] szoftver
(NIH&LOCI, Wisconsin, USA) segitségével elemeztem. A regeneracid mértékét a larvak
gerninchurja altal kijel6lt hossztengely és az arra merdleges iranyu sebzés metszéspontjatdl mért
egyenes vonall szakasz hosszanak novekedése alapjan hataroztam meg. (A ténylegesen lemért
szakasz kezddpontjat a gerinchur jol behatdrolhatdo vége szolgéltatta, a végpontjat pedig a
regeneralodo faroktszo aktualis vége.) Az aktudlisan regeneralodott szakasz (Al) hosszat ugy
hataroztam meg, hogy az aktualis teljes lemért tavolsagbol (dn, n=24, 48, 72 hpA) kivontuk a
sebzést kdveto kiindulasi tavolsagot (d0) (7.abra).

A A farokiszo B
regenericio  EEE——————————
megfigyelési
ideje
)
Al=dn-do0
" | 1 " x
=1 I 1 >
d\<> (hpA)
farokuszo

1. abra (A) A farok regeneracios vizsgalat kivitelezésének sematikus abraja (B) A farok
lemetszésének sematikus abrdja (d0: sebzést kéveto kiindulasi tavolsag; dn: az aktuadlis lemért
tavolsag; Al: az aktuadlisan regeneradlodott szakasz hossza)
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5. Eredmények
5.1. Elékisérletek

A munkam soran vizsgalt vegyiiletek embridkra gyakorolt hatdsairol nem allt
rendelkezésre toxicitas adat, igy els6 1épésként meg kellett hatarozni, hogy mely koncentracio-
tartomanyban toxikusak.

Az els6 elokisérletben mindkét vegytilet esetén 200; 100; 50; 25; 12,5 és 6,25 mg/I
koncentraciokat alkalmaztam egy-egy hatarérték-kereso teszt keretein beliil. A DFA esetében
bebizonyosodott, hogy toxicitasa zebradanié embriokra nézve alacsony, hiszen 120 6ra elteltével
a 100 mg/l-es koncentracidban a kezelt csoportokban alig volt tapasztalhato elhullas. A
koncentraciok tovabbi emelésével megallapitottam, hogy a varhat6 LCsp értékek 150 és 250 mg/1
kozott lesznek.

Az EBA-n végzett elkisérletek soran a legmagasabb koncentraciokban mar par ora

elteltével elpusztultak az embriok. A varhatd LCsp értékeket 15 és 35 mg/l kozé becstiltem.

5.2. Akut embrio vizsgalatok

5.2.1. 2,4-difluoroanilin

Vizsgélataim soran az OECD 236 iranyelvet vettem alapul, az embriokat 120 6ran
keresztiil kezeltem 24 lyuku szovetteny€sztd platekben. Az embridkrdl 72 oraval termékenyiilés
utan fotokat készitettem a fejlddési rendellenességek dokumentécioja és részletes vizsgalata
érdekében. Az embriok fejloddése soran 24 dranként hataroztam meg az LC-értékeket.

A DFA esetében az elOkisérletek alapjan magas LC-értékeket, tehat alacsony toxicitast
vartam, amit a 120 6rds embri6 vizsgalattal sikeriilt igazolni. 24 oraval a termékenytilés utdn 207,2
mg/l, 48 oraval a termékenyiilés utan 196,5 mg/l, 72 oraval termékenyiilés utan 187,5,
termékenyiilés utan 96 oraval 180,2 mg/l, mig a vizsgalat végén, tehat a termékenyiilés utan 120
oraval 171,6 mg/l volt a vegyiilet LCsp értéke, tehat az expozicios idé ndvekedésével a vegyiilet
toxicitasa is novekedett. A DFA-ra vonatkoz6 LC-értékeket a 6. tdblazatban, a mortalitas dozis-
hatas gorbéit a 8. abran tiintettem fel.

Az embriok mikroszkopos vizsgalata soran megfigyelhetd volt a zebradanié6 embridkra
jellemzd, a mérgezd anyagok hatasara gyakran kialakuld szikddéma és perikardidlis 6déma,
valamint a szik sziirkés-opalossa valasa. A magasabb koncentraciok esetén megfigyelhetd volt az
embriok farkanak dorzalis iranyba torténd elgorbiilése, a 220 mg/l-es koncentracié feletti
kezeléseknél az embrioknal teljes testtorzulas volt megfigyelhetd. Ezek az elvaltozasok a kontroll

csoportban nem jelentkeztek. A jellemzo elvaltozasokat a 9. abran mutatom be.
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6. tablazat A 2-4-difluoroanilin LCso értékei az expozicios iddk fiiggvényében

hpf LCso
24 207,2 mg/I
48 196,5 mg/l

72 186,5 mg/I
96 180,2 mg/l
120 171,6 mg/l

2-4-difluoroanilin

1001

801

601

pusztulas (%)

401

201

100 170180 200 220 250 300 350 400

koncentraciok (mg/l)

8. abra A 2-4-difluoroanilin mortalitasra vonatkozo dozis-hatas gorbéi (120 ordas embrio teszt)
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220 mg/l

200 mg/1

180 mg/l

170 mg/l

100 mg/1

s 72 hp! Kontrol

9. dbra A 2,4-difluoroanilin altal okozott fenotipusos elvaltozasok (PE- perikardialis 6déma, YC-
elszinezodott szik, TC- farok gorbiilet, TM- faroktorzulas)
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5.2.2. 4-etilbenzaldehid

Az eldkisérletek alapjan az EBA esetén a DFA-hoz képest joval alacsonyabb LC-értékeket
vartam. A 120 6ras embridvizsgalatok sordn ezt sikeriilt is bizonyitani. 24 6raval a termékenyiilés
utan 31,45 mg/l, 72 o6raval a termékenyiilés utan 27,52 mg/l, mig a vizsgalat végén, tehat a
termékenyiilés utan 120 o6raval 18,44 mg/l volt a vegyiilet LCso értéke, tehat az expozicios 1d6
novekedésével ndtt az anyag toxicitasa. Meghatdroztam a tovabbi, szubletdlis hatasok
tanulméanyozaséra iranyul6 kisérletekhez tampontként szolgaldo LCio értékeket is (7. tablazat). A
mortalitdsra vonatkozé dézis-hatas gorbéket a 10. dbran tiintettem fel.

Ezen vegyiilet esetén is elvégeztem a mikroszkopos morfologiai vizsgalatot. A
zebradaniora jellemzé elvaltozasok, mint szikddéma és perikardialis 6déma, valamint a szik
opalosodasa, a DFA-hoz hasonléan ebben az esetben is jelentkeztek. Ezeken kiviil torz fejlodést
tapasztaltam a farki részen, a faroknyél kdrnyékén, tovabba az iszo6szegély pereme is szabalytalan
volt. Magasabb koncentraciok esetében az embriok nem voltak képesek elhagyni az ikrahéjat, mert

sulyos fejlédési rendellenességeik miatt tulajdonképpen mozgasképtelenek voltak (11. abra).

7. tablazat A 4-etilbenzaldehid LCso és LCro értékei az expozicios idok fiiggvényében

hpf LCso LC1o
24 31,45 mg/I 26,91 mg/I
48 30,85 mg/l 25,06 mg/I
72 27,52 mg/l 18,81 mg/l
96 22,01 mg/I 14,82 mg/l
120 18,44 mg/I 8,49 mg/l
100 - ar oon
90 4 .
80
704
9
\: 60 4
% 50
g 40 4 ° - 24 hpf
. -o- 48 hpf
30 - 72 hpf
B 96 hpf
204 8 o 120 hpf
10 4 ?— ——:
0o +

5 10 12 15 1822 25 30 40 50 60
koncentraci6 (mg/l)
10. dbra A 4-etilbenzaldehid mortalitasra vonatkozo dozis-vilasz gorbéi
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11. abra A 4-etilbenzaldehid dltal okozott fenotipusos elvaltozasok (PE- perikardidlis 6déma,
YC- elszinezodott szik, TC- farok gorbiilet, TM- faroktorzulas, HM- fejtorzulas)

5.2.3. LC-értékek meghatarozasa a 96-120 éras expozicios ablakban

A microarray vizsgalathoz sziikség volt a 96-120 hpf expoziciés ablakra vonatkoz6 LC-
értékek meghatarozasara is. Ebben az esetben az embriok csak ebben az iddintervallumban voltak
kitétve az EBA hatasainak, a kezelés végén ebben az esetben is elvégeztem az embriok
mikroszkopos vizsgéalatat. Minden kezelt csoportban megfigyelhetd volt a perikardialis 6déma, a

szikddéma, a testszegmensek Osszemosoddasa, valamint a szik sziirkés-opalos elszinezddése, az
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uszOhodlyag hianya, tovabba a legmagasabb, 30 mg/l-es koncentracid esetén a fej torzulasa is.
Mivel a microarray vizsgalat szubletalis hatasok tanulmanyozasara iranyul, ezért ebben az

elokisérletben az LCio érték meghatarozasa volt az elsddleges, mely 25,59 mg/l volt, mig az LCsp
30,94 mg/l (12. abra).

30 mg/l

25 mg/l

100 4

90 4

804

70+

60 4

50 4

40 4

mortalitas %

304

20+

10 4

01— —o T 2 g 0T T T T T T
10 12 %5 18 22 25 30 40 50 60
koncentraicio (mg/l)

12. abra A 4-etilbenzaldehid altal okozott fenotipusos elvaltozasok és a mortalitasra vonatkozo
dozis-valasz gorbe a 96-120 hpf expozicios ablakban (PE- perikardidlis odéma, YC-
elszinezddott szik, BS- elmosddott testszegmensek, HM- fejtorzulds)
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5.3. Microarray vizsgalat és transzkriptom analizis

Az EBA Aéltal indukalt transzkripcids valtozasok meghatarozasdhoz a 96 hpf embridkat 24
oran keresztiil kezeltem 6t kiilonboz6 koncentracioval, melyek koziil a legalacsonyabb 1,6 mg/l,
mig a legmagasabb 25,6 mg/l volt. Azokat az mRNS transzkripteket azonositottam, melyek
legalabb egy koncentracioban masképp szabalyozddtak (p<0,05, FC>2), igy 721 mRNS mutatott
szignifikans, EBA-dependens regulaciot. A PCA (principal component analysis - fékomponens
analizis) alapjan a kontrol és a kezelt csoportok egyértelmiien elkiilontiltek. Az EBA-kezelés a
legmagasabb koncentracidban teljesen eltéré mMRNS-expresszids profilt eredményezett, mint a
kontroll vagy az alacsonyabb koncentraciokkal kezelt csoportok (13.A. abra).

Ezutan tovabb vizsgaltam a 721 EBA éltal szabalyozott génexpressziés mintdzatat, és
harom kiilonb6z6 génexpresszids klasztert azonositottam K-mean clustering modszer (K-alapt
csoport analizis) segitségével (13.B. Abra). Két EBA-indukalt génexpresszids klasztert
azonositottam, mely koncentraciofiiggd expoziciot mutatott (13.B. Abra). A Klaszterl 198 EBA-
ra reagalo gént tartalmaz, amelyeket expresszidja koncentraciofiiggd emelkedést mutatott a
zebradanio embriokban. Ezzel szemben a Klaszter3 320 tagja csak a legmagasabb (25,6 mg/l)
EBA-koncentracional mutatott megndvekedett mRNS-expressziot (13.B. Abra). Végiil 203 gént
taladltam, amelyeknél az EBA expozicidt kdvetden csdkkentett mRNS expresszidé mutatkozik
(13.B. Abra, Klaszter2).

Az EBA altal szabalyozott gének funkciondlis tulajdonsagainak jellemzése céljabol
azonositottam azokat a bioldgiai funkciokat, amelyek szignifikansan feliilreprezentaltak a
kiilonb6zd, EBA-ra reagald génexpresszios klaszterekben. A DAVID (DAVID Bioinformatics
Resources 6.8, Leidos Biomedical Research Inc., Frederick, Maryland, USA) bioldgiai
folyamatelemzésével szamos  stressz- €s  DNS-karosodassal — Osszefliggd  biologiai
funkcidkategoriat azonositottam, ideértve a sejtek stresszreakciojat, a sugarzasra adott reakciot, a
DNS helyreallitasat és a DNS-karosito stimulusra adott valaszt, amelyek talreprezentacioja az 1.
génexpresszios klaszterre jellemz6 (13. C. abra; Klaszterl).

A biologiai folyamatelemzés tovabba azt is kimutatta, hogy a nagy dézisu (25,6 mg/l)
EBA-expozici6 indukalhatja az immunrendszerrel és a gyulladdssal kapcsolatos gének
expressziojat (13. C. abra, Klaszter3). Az is megallapithato, hogy a sejtproliferaciohoz kapcsolodo
biologiai funkcios kategoéridk, mint példaul a sejtosztodas, a sejtciklus, az M fazissal (a
sejtosztodas azon fazisa, melynek soran lejatszodik a kromoszomak szegregacioja, a sejtmag €s a
sejt kettéosztddasa) kapcsolatos folyamatok, a sejtciklus fazis és a sejtciklus folyamat
szignifikansan feliilreprezentaltak az EBA altal elnyomott gének kozott (13.C. abra, Klaszter2).
Ezen EBA-gatolt gének tovabbi vizsgalatanal a GeneMANIA predikcids szerver segitségével
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azonositottam a 18-tagl sejtosztodashoz kapcsolddd génhéldzatot az egylittes expressziod €s a
fizikai interakcio alapjan (14.A. és B. abra).
Osszefoglalva, a globalis génexpresszids elemzés felvetette annak a lehetéségét, hogy az

EBA-nak valo kitettség indukalhatja a DNS karosodas ¢és a gyulladashoz kapcsolodd gének

expressziojat, és gatolhatja a sejtproliferaciohoz kapcsolodd géneket. Ezen feltevések

igazolasanak érdekében végeztem tovabbi kisérleteimet.

A B
s 128 A ﬁ Klaszter 1
2 31 pRl6.A 128 B T2l
= 6B 2
- ++6.4_A - $
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i =
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156 A 2
cirl B =l
-4 ++ ‘< K lo 32 64 128 256
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C E -2
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szer'relsl anyagokra adott 0.008128 E 3]
reakeio =
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13. dbra Az EBA dltal indukalt transzkripcio valtozasok 120 hpf zebradanio embriokban. (A) 120
hpf zebradanio larvak mRNS transzkriptomjanak két dimenzios fokomponens analizise, minden
EBA altal regulalt mRNSre (p<0,05, FC>2). (B) Az EBA adltal szabadlyozot szabdlyozott
génexpresszios klaszterek megjelenitése boksz-plot abran (p<0,05, FC>2) (C) Az EBA dltal
leginkabb befolyasolt 5 biologiai funkcio klaszterenként.
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14. abra A sejtproliferacioval kapcsolatos génhalozat 120 hpf zebradanio embriokban. (A) A
GeneMANIA-val azonositott csokkent expressziot mutato, sejtproliferacioval kapcsolatos
génhalozat (B) Hoteérkép, amely a sejtciklushoz kapcsolodo gének atlagos normalizalt
Jjelintenzitdsat mutatja a kontroll és az EBA-val kezelt 120 hpf zebradanio larvakban
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5.4. 1 dpf embridokon végzett comet assay vizsgalat

A microarray vizsgalat eredményei alapjan megallapithato, hogy az EBA hatéassal van a
DNS karosodassal, javitd mechanizmusokkal, illetve a sejtszintli stresszvalasszal kapcsolatos
gének mitkodésére (14. abra). Ennek az eredménynek a kisérletes bizonyitasara alkalmaztam a
comet assay modszert. Az embridkon kivitelezheté comet assay modszer korlatai miatt a
vizsgélatot 0-24 hpf intervallumban kezelt embridkon végeztem az embrid tesztek alapjan
kivalasztott koncentraciokkal. A legmagasabb koncentracio 12 mg/l volt, mely kevesebb, mint fele
a 24. 6rdban meghatarozott LCio értéknek, hiszen az anyag szubletdlis hatisat szerettem volna
tanulmanyozni.

A Kkisérletben pozitiv kontrollként hasznalt szerves peroxid, a Luperox® minden esetben
egyértelmiien karositotta a DNS-spiralt a haltartd rendszer kontrolként hasznalt vizéhez képest. A
kezelt csoportok esetén mar a legalacsonyabb, 0,5 mg/l-es koncentracioban szignifikdnsan
megnétt a csovaban talalhato DNS mennyisége a kontrollhoz képest (p<0,05) (15. abra). Az is jol
lathatd, hogy a DNS toredezettség mértékének emelkedése dozisfiiggo.

-
1

- -3
1 1

log DNS% a csovaban

.
L]

E K20 K40 0.5 1 2.5 5 7.5 10 12

koncentracio (mg/1)

15. abra EBA dltal indukalt DNS karosodads 24 hpf zebradanio embrion. A csillaggal jelolt
csoportokban szugnifikansan magasabb volt a DNS toredezettség mértéke (Kruskal-Wallis teszt,
H=978,714, df=10, p<0,00001) 4 K20 jelili a 20 mg/l koncentracioval, K40 jeléli a 40 mg/I
Luperox-szal kezelt pozitiv kontroll csoportot.

5.5. Kifejlett halakon végzett mikronukleusz assay

Az EBA adult halakra gyakorolt DNS-karositoé hatasar6l ezidaig nem allt rendelkezésre
informacio €s az embridkon kapott microarray €s comet assay eredmények alapjan feltételeztem,
hogy ez a hatas a kifejlett egyedek esetén is fennall. Ennek vizsgalatara alkalmaztam a
mikronukleusz tesztet, melynek soran Récz és munkatdrsainak (2012) korabbi eredményeit

hasznaltam a koncentraciok bedllitasahoz. A harom hétig tartd kisérlet soran félstatikus
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rendszerben tartott halakbol vettem minden héten vérmintat és kutattam a mikronukleuszok
megjelenése utan.

A Poisson-regresszio kimutatta a mikronukleuszok kialakulasi gyakorisaganak
szignifikans novekedését a kontroll csoporthoz viszonyitva. Mar az elsé héten megfigyelhet6 volt
a mikronukleuszok szamanak ndvekedése, még a legalacsonyabb alkalmazott koncentracié esetén
Is. Azonban ez a kiilonbség csak a harmadik hétre valt szignifikanssa (P<0,05). A kisérlet végére
a 2,75 mg/l-es koncentracid esetében 2,75+2,22, az 5,5 mg/l és a 11 mg/l-es koncentraciok esetén
pedig 3,5+1,29, valamint 3,5+1,00 mikronukleusz alakult ki (8. tablazat). Az egyes csoportok
kozott nem volt statisztikailag kimutathatd kiilonbség, igy megallapithatd, hogy a kisérletben
alkalmazott koncentraciok esetén a hatas nem volt koncentraciofiiggd (16. abra). Eredményeim
alapjan a modszer alkalmas alacsony koncentraciok esetén az EBA felndtt halakra gyakorolt DNS-

karositd hatasanak kimutatasara.
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16. dbra Az EBA kezelés hatasara kialakult mikronukleusz szam. A csillaggal jelolt csoportokban
a kialakult mikronukleuszok szama szignifikansan magasabb, mint a kontroll csoportban (p<0,05)

8. tablazat EBA adltal indukalt genomkarosodas miatt kialakult mikronuklesz szam

meghatadrozasdanak eredményei. A kezelt csoportok és a kontroll kozotti szignifikdns eltérést
csillag jelzi (*) (P<0,05).

EBA (mg/L) MN/2000 sejt
1. hét 2. hét 3. hét
0 mg/l 1,00+0,82 1,00+0,82 0,75+0,50
2.75 mg/l 2,000,382 2,00:0,82 2,75+2,22%
5.5 mg/l 2,25+2,06 2,75+1,71 3,50+1,29*
11 mg/l 2,000,382 2,75+0,50 3,50+1,00*
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5.6. Regeneracios kapacitas vizsgalata

A microarray elemzése soran fény deriilt r4, hogy az EBA hatdsara szamos, a
sejtosztodassal és sejtciklussal kapesolatos gén expresszidja csokkent. Ebbdl arra kdvetkeztettem,
hogy csokkenhet a sejtosztdodasi aktivitas. Mivel a halak sz61 gyorsan regeneralddnak, kiilondsen
igaz ez a fiatalabb ¢életszakaszokra, ezért a microarray eredményeit egy egyszerd,
farokregeneracios vizsgalattal kivantam alatamasztani.

A farokuszok végének altatasban tortént lemetszése (17. A és B abra) utan a microarray
vizsgalatban alkalmazott harom legalacsonyabb koncentracioval kezeltem a halakat és mértem a
farokregeneracio mértékét 24, 48 és 72 ora elteltével (17. C abra).

A vizsgalat eredményeit az 17. D abra szemlélteti. JOl lathatd, hogy 24 ora elteltével nem
talaltam statisztikailag igazolhato kiilonbséget a kezelt csoportok és a kontroll kozott. 48 ora
elteltével minden kezelt csoportban szignifikdnsan kisebb volt a regeneracié mértéke, mint a
kontroll csoportban, tovabba a 6,4 mg/l-es csoport az 1,6 mg/l-es csoporthoz képest is
szignifikansan rovidebb volt a regeneralodott farokrész. A kezelés utan 72 oraval megismételt
mérések is ugyanezt az eredményt hoztak. Eredményeim alapjan az EBA egyértelmiien csokkenti
a farokiszo regeneracios képességét, tehat valoban hatassal van a sejtosztodassal és sejtciklussal

kapcsolatos folyamatokra.
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6. Uj tudomanyos eredmények

1. Az EBA esetén elsoként hatdroztam meg a pusztulas dozis-hatas osszefliggéseit akut toxicitas
tesztek segitségével. A 4-etilbenzaldehid félhalalos koncentracioi zebradanié embriokra 95%-0s
konfidencia intervallum mellett: 24 hpf: 31,45+0,82 mg/l; 48hpf. 30,85+0,89 mg/l; 72hpf:
27,52+1,5 mg/l; 96hpf: 22,00+1,39 mg/l; 120hpf: 18,44+1,91 mg/l; valamint 96-120 hpf
expozicios ablakban: 30,94+1,85 mg/l.

2. A DFA esetén elsOként hataroztam meg a pusztulds dozis-hatas dsszefliggéseit akut toxicitas
tesztek segitségével. A 2-4-difluoroanilin félhalalos koncentracioi zebradanié embridkra 95%-0S
konfidencia intervallum mellett: 24 hpf: 207,2+9,65 mg/l; 48 hpf: 196,5+11,2 mg/l; 72 hpf:
187,5+10,9 mg/l; 96 hpf: 180,2+9 mg/l; 120 hpf: 171,6+9,55 mg/l.

3. Elséként vizsgaltam a 4-ctilbenzaldehid génexpressziora gyakorolt hatasat halakon.
Megallapitottam, hogy az EBA a DNS karosodassal és javitd mechanizmusokkal kapcsolatos
bioldgiai funkcioval rendelkezd gének expresszidjat noveli, a sejtciklussal és sejtosztddassal
kapcsolatos génekét csokkenti, mindkét esetben dozisfiiggden. Az immunvalasszal kapcsolatos
gének expressziodjat kizarélag a legmagasabb koncentracidoban (25,6 mg/l) noveli a kontrollhoz

viszonyitva.

4. Kimutattam az EBA DNS-karosit6 hatasat zebradanio embridokon akut kisérletben, comet assay
modszerrel, valamint kifejlett egyedeken szubkronikus kisérletben, mikronukleusz tesztet

alkalmazva.
5. El6szor vizsgaltam az EBA regeneracios képességre gyakorolt hatasat. A farokregeneracios
kisérlet eredményei alapjan az EBA még alacsony koncentracidban is egyértelmiien csokkenti a

szovetregeneracio sebességét, tehat hatissal van a sejtosztodasra.

6. Az egyiittes expozicio és fizikai interakci6 alapjan leirtam egy 18 génbdl 4llo, sejtproliferacioval

kapcsolatos génhalozatot, melynek tagjai az EBA hatasara csokkent expressziot mutatnak.
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7. Kovetkeztetések
7.1. Akut halembri6 toxicitas tesztek eredményeibél levonhaté kovetkeztetések

Halembriokon végzett vizsgalataim sordn a DFA toxicitasa alacsonynak bizonyult, 96 6ras
expozicio mellett az LCso érték 186 mg/l-nek adodott. Mivel mind az adult egyedekre vonatkozo
(OECD TG 203), mind pedig az embridkra vonatkoz6 (OECD TG 236) akut toxicitas iranyelvben
szerepel az LCs0=100 mg/l hatarérték, ha a limit tesztben kapott toxicitasi hatarérték ennél
magasabb, az anyag nem szamit halakra nézve toxikusnak. Az anyag biztonsagi adatlapjan (CAS
367-25-9) kizarolag patkanyra vonatkozé toxicitas értékek szerepelnek, oralis alkalmazas esetén
az LDso értéke 820 mg/ttkg, dermalisan 672 mg/ttkg, mig 4 6ras inhalacidval 6,21 mg/m®, tehat
emlésokre nézve sem magas a toxicitasa. Mivel a DFA-hoz tartozo, zebradanid embrion vizsgalt
LCso érték nem lelhetd fel a tudomanyos irodalomban, ezért fontosnak tartottam annak
meghatarozasat. Rajtam kiviil korabban, az EBA-hoz hasonldan, halmodellen Réacz és munkatarsai
(2012) vizsgaltak a DFA hatasait. Meghataroztadk az akut LCsg értéket kifejlett allatokon, az OECD
203-as szamu iranyelv alapjan. Ez az érték 29,36 mg/1 volt, ami valamivel magasabb, mint az EBA
esetében. Az altalam embriokon kapott eredmények alapjan a DFA toxicitasa egy nagysagrenddel
kisebb embridokra nézve, mint Racz és munkatarsainak (2012) kozleménye szerint Kifejlett
egyedekre. Ez tobb okra is visszavezethetd, ilyen lehet az ikrahéj barrier hatasa (Scholz et al.
2008), valamint az, hogy a zebradanié embriok kevésbé érzékenyek bizonyos, foként neurotoxikus
anyagokra, mint a kifejlett egyedek (Bretaud et al. 2004, Domingues et al. 2010). Munkam soran
nem csupan az LC értékeket hataroztam meg, hanem fenotipusos vizsgalatot is végeztem az
embriokon. A DFA esetében megfigyeltem néhany éltalanos, toxikus anyagok hatasara kialakulo
elvaltozast az embriokon, mint a perikardidlis 6déma ¢és a szikanyag sziirkés elszinez6dése, a 100
mg/1 fol6tti koncentraciok esetében a halak gerince hati iranyban meggorbiilt, am ennek mértéke
nem bizonyult koncentraciofiiggdnek. A kisérleteim soran a farok hati irdnyt gorbiiletét figyeltem
meg, mely hasonlosagot mutat a heart and soul (has) mutans egyedek fenotipusaval, mely az
jellemzo6 a felfelé gorbiilé farokrész, az emésztérendszerben, az idegrendszerben, valamint a
szemekben megfigyelhetd epitelialis rendellenességek, tovabba a szivburok megnagyobbodasa. A
mutacid hatassal van az epitelidlis szovetek kialakuldsara és bizonyos szervek fejlédésére, igy
kozvetleniil Osszefiiggésbe hozhatdé a gorbiilet kialakulasaval (Peterson et al. 2001, Horne-
Badovinac et al. 2001). A ,, has-szerii” fenotipus kialakulasat megfigyelték Osztrogén hatast
anyagok, mint példaul a zearalenon (Bakos 2014, Faisal et al. 2019) vagy a szgjabol szarmazo
genistein esetén is (Bakkiyanathan et al. 2010). Mint lathatjuk, a tiinetek koziil a DFA-val kezelt

embriokon megfigyelhetd a testgorbiilet, illetve a szivburok rendellenessége, igy az aPKC gén
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crer

sziikség.

Vizsgalataim soran meghataroztam az EBA zebradanié embridkra vonatkozo akut
toxicitasat is, illetve az EBA esetében is végeztem fenotipusos vizsgalatot, melynek soran a DFA-
hoz hasonloan a zebraddniora jellemzé altalanos tiinetek, ugy, mint perikardialis 6déma, a szik
sziirkés elszinezddése, jelentkeztek. Ezeken a tiineteken kiviil megfigyelhetd volt a farok torzulasa,
illetve az uUszoszegélyek szélének szabalytalansaga, am egyik elvaltozas sem bizonyult
koncentraciofiiggonek.

Az LCsp érték 96 oras expozicids id6 utan 22,01 mg/l, mig az LC1o érték 14,82 mg/l volt.
Kordbban az EBA-t gerinces modellen kizarolag Réacz és munkatarsai (2012) vizsgaltak.
Kisérleteik soran meghataroztak az anyag kifejlett halakra vonatkozo LC értékeit, melyek az
altalam az embridkon kapott eredményekkel nagy hasonlésagot mutattak: 96 oras expozicid utan
az LCso értéke 23,49 mg/l, mig az LCyo értéke 11 mg/l volt. Az EBA-val kapcsolatos tudomanyos
irodalom nem csupdn a gerinces modellek tekintetében hidnyos, hiszen mas toxikologiai
modellszervezeten eddig nem vizsgaltak a hatasait. Kizarolag in vitro vizsgalatok lattak napvilagot
eddig, melyek soran Racz (2004) human limfocitakon bizonyitotta az anyag genotoxikus hatasat,
hozzadm hasonléan comet assay segitségével, tovabba apoptdzis serkentd hatdsat is igazolta.

Mint korabban leirtam, az EBA a legnagyobb mennyiségben eldallitott és fogyasztott
fajdalomesillapité és gyulladascsokkenté hatéanyag, az ibuprofén bomléasterméke. Az
anyamolekula helytelen hulladékkezelés kovetkeztében, valamint a kommundlis szennyvizekkel
et al. 2012). Buser és munkatarsai (1999) szennyviztisztitoba befolyo vizben 1 ug/l-t meghalado
mennyiségben mutattdk ki a hatdanyagot, mig a kifolyasi pontnal mar csak ng/l nagysagrendben.
Kozisek és munkatarsai (2013) 23 cseh szennyvizkezeld telep elfolyovizében kutattak gyogyszer
hatéanyagok utan és azt kaptak, hogy a leggyakrabban el6forduld hatdanyag az ibuprofén volt,
melyet a 23 izembdl 19-ben sikeriilt kKimutatniuk. Ebbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a szennyviz
kezelési metddusok soran az ibuprofén bomlasa intenziv, igy nem csupéan az anyamolekula, hanem
bomlastermékeinek vizsgélata is indokolt.

Az emlés modellen végzett elsé atfogd toxikologiai vizsgalatok Adamshez és
munkatarsaihoz kotheték (1969). Erdekesség, hogy a vizsgalatok megjelenésének évében, 1969-
ben keriilt el6szor klinikai alkalmazasra a hatdanyag, elsdsorban a reumatoid arthritisz kezelésére.
Egéren, patkdnyon és kutyan vizsgaltdk az anyag hatasait egyszeri adagolas mellett, majd
patkanyon ¢és kutyan ismételt dozisokkal. A hatéanyag teratogenitasat is tesztelték patkanyon,
nyulon ¢és kutyan is. Az akut LCsp értékek egér esetén a bejuttatas modjatol fiiggden 320 mg/kg
(intraperitonealis) és 800 mg/kg (oralis) kozott, patkany esetén 1600 mg/kg (oralis) és 1300 mg/kg
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(szubkutan). A kutyak esetén 125 mg/kg mar hanyast, véres székletet €s a gyomor és béltraktus
nyalkahartyajanak sériilését okozta; 20 mg/kg és 50 mg/kg dozis esetén ezek a tiinetek nem voltak
megfigyelhetok. Az akut tiinetek patkany és egér esetében a szeddcié és a levertség mellett a
nehézlégzés és emésztdrendszeri fekélyek kialakuldsa volt. Ezen fekélyek kialakulasa mind oralis,
mind pedig mas bejuttatasi modok esetén megfigyelhetd volt, igy az anyag nem csupan lokalisan
okoz fekélyesedést, de szisztémasan is (Adams et al. 1969).

Toxicitdsa nem csupan az emlds modellek esetén eltérd, kiilonb6zd halfajokon végzett
vizsgalatokban is nagysagrendi kiilonbségek mutatkoznak a toxicitds értékekben. Az ECHA
(European Chemicals Agency — Eurdpai Vegyianyag Ugyndkség) adatbazisa szerint a naphalon
(Lepomis macrochirus) az LCso gen értéke 173 mg/1, mrigal (Cirrhinus mrigala) esetén az LCsp 24n
értéke 142 mg/l (Saravanan et al. 2012), medaka esetén pedig az LCso g6n értéke >100 mg/I.
Zebradanio embrid esetén az LCso 4gn értéke 23,9 mg/l, mely nagyon kozel 4ll az 4ltalam az EBA
esetén megallapitott 30,85 mg/1 értékhez.

Az 1969-ben publikalt (Adams et al. 1969) tanulmény leirt teratogenitas vizsgalatok
eredményeibdl az deriil ki, hogy sem patkanyok, sem pedig nyulak esetén sem az alom 1étszamra,
sem az alomtdmegre nem volt hatdssal és a kis szdmban eléforduld torzuldsok sem voltak
dozisfiiggdk, igy nem bizonyult teratogénnek. A kétezres években aztan fény deriilt rd, hogy az
ibuprofén mind patkanyok, mind nyulak esetében a méhen beliili novekedés csokkenését, a kamrai
szeptum rendellenes fejlodését és celoszomidt, azaz a zsigerek testiiregen kiviili fejlodését
okozhatja (Cook et al. 2003; Cappon et al. 2003, 2005; Burdan et al. 2005, 2006; Ofori et al. 2006).

David és munkatarsai (2009) szintén zebradanion vizsgaltak az EBA anyamolekulajanak,
az ibuprofénnek az embriofejlodésre gyakorolt hatasait €s hozzam hasonloan perikardidlis 6déma
kialakulasat és a szik elszinez0dését tapasztaltak. Az Gisz6szegélyek torzuldsa az ibuprofén esetén
nem volt megfigyelhetd, am a melliszo6 torzulasa, magasabb koncentraciok (10-100 pg/l) esetén
hianya, igen. Mind a perikardialis 6déma, mind pedig az iszok fejlodési rendellenességei az
ibuprofén ciklooxigenaz enzimekre gyakorolt gatlo hatasara vezethetd vissza. Mint nem szelektiv
ciklooxigenaz inhibitor, ciklooxigendz enzimek (COX-1, COX-2) gatlasan keresztiil gatolja a
prosztanoidok termelddését, ez a folyamat jelentds genetikai és funkcionalis hasonlésagot mutat
az eml6sokkel (Grosser et al. 2002; Prescott & Yost 2002). A zebradani6 fejlédése szempontjabol
a prosztanoidok koziil a prosztaglandinok sziikségesek a testszelvények kialakulasahoz.
Hidnyaban a szelvények kozotti erek megrovidiilnek, sziv és uszo fejlddési rendellenességek
alakulnak ki (Cha et al. 2005, 2006). Patkanyok esetén a ciklooxigenaz inhibitorok a magzatok
fejlodésének visszamaradasat eredményezik (Burdan et al. 2005, 2006).

Az EBA szerkezetében ¢és fiziko-kémiai tulajdonsagaiban is nagyon hasonlo, az

¢lelmiszeriparban mesterséges mandula olajként ismert benzaldehidhez, mely a mesterséges
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vanilia aroma utan a masodik legnagyobb mennyiségben felhasznalt illatanyag (Krings & Berger
1998). Halmodellen McKim ¢és munkatarsai (1987) vizsgaltak, kisérleteikben 100 grammos
testtomegli szivarvanyos pisztrangokat hasznaltak, az LCsg gsn értéke 12,69 mg/l volt, a termék
biztonsagi adatlapjan (CAS 100-52-7) szintén a szivarvanyos pisztrangra vonatkozdan 11 mg/l
szerepel. Zebradaniora vonatkoz6 toxicitas értéket nem leltem fel a szakirodalomban, am naphalon
(Lepomis machrochirus) az LCso gen értéke 1,1 mg/l, szintén a biztonsagi adatlap alapjan. A
zebradaniohoz hasonléan a Pontyfélék csaladjaba tartozo, Kisméretli modell fajon, az Eszak-
Amerikaban honos fathead minnow-n (Pimephales promelas), atfolyé rendszerben, 72 oras
expozicids id6 alkalmazasa mellett a toxicitas értéke LCso=7,6 mg/l (Walker et al. 2003). A
biztonsagi adatlap szerint az anyag emldsokre nézve kevéssé toxikus, patkany, nyal és
tengerimalac esetén is meghaladja az LDsp értéke az 1000 mg/ttkg-ot, egér esetén ez 28 mg/ttkg,
am még igy sem szamit kifejezetten toxikusnak. Emlés modellszervezetek — horcsog, nyul, egér —
esetén késlelteti az embriok fejlédését és csokkenti a magzati és ujsziilottkori testtomeget, de
kizardlag azokban a koncentraciokban, melyek a sziilékre nézve is toxikusak (WHO 1996). A
benzaldehid csirke embriokban teratogén hatasu, a csontvaz és a végtagok koncentraciofiiggd
torzulasat okozza (Abramovici & Rachmuth-Roizman 1983).

A WHO (2002) allasfoglaldsa szerint a benzaldehid elfogadhato napi beviteli mennyisége
5 mg/ttkg, mig becsiilt bevitele Europaban 9,3 mg/fé/nap, az Amerikai Egyesiilt Allamokban 36
mg/fé/nap. Lathatjuk tehat, hogy még a magasabb amerikai beviteli mennyiség is sokkal a javasolt
ADI érték alatt van, igy az anyag fogyasztokra gyakorolt karos, akut hatasatol nem kell tartani, bar
kronikus hatédsai potencialis veszélyt jelenthetnek.

Az anyag teratogén hatasair6l nem talaltam relevans informdciot a tudoményos
szakirodalomban, igy nem all médomban Osszehasonlitani az altalam az EBA vizsgalata soran
kapott eredményekkel. Az altalam zebradanion megfigyelt fejlédési rendellenességek, mint a
szikddéma, perikardidlis 60déma, a szik sziirkés elszinezddése, a farok és Uszoszegélyek
rendellenes fejlédése, visszavezethetdk a benzaldehid sejten beliili metabolizmusa soran

végbemend karos folyamatokra, melyeket a kovetkezo fejezetben ismertetek.

7.2. A transzkriptom analizis és annak eredményét igazolo vizsgalatokbol levonhaté

kovetkeztetések

Az EBA esetében lehetdségem nyilt DNS microarray készitésére, melynek segitségével az
anyag hatasara kialakuld génexpresszids valtozasokat vizsgaltam. Kisérleteimhez Agilent
SurePrint G3 Custom GE 8x60k (Amadid G4102A, Agilent Technologies, USA) arrayt

hasznaltam, mely egy kereskedelmi forgalomban kaphatd, az egész zebradanié genomot
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reprezentald oligonukleotid array. A vizsgalatokat a 96-120 hpf idéablakban végeztem, mert 96
oras korara az embri6 atesik a fejlédés legintenzivebb részén, kifejlédnek az emésztérendszer
részei (Strahle et al. 2012). A hormonszintézis és a nuklearis receptorok ebben az idében kezdenek
el kialakulni, ezért ebben az ¢€letszakaszban mar a hormonalis hatasokra is érzékenyebbek az
embriok (Fetter et al. 2015). Ennek koszonhetéen ismeretlen hatidsu anyagok vizsgalatakor
érdemes kiemelt figyelmet forditani erre az életszakaszra. Kordbban Fetter és munkatarsai (2015)
sikerrel alkalmaztdk ezt az életszakaszt és array tipust zebraddnié embridkon, androgén-
reszponziv gének azonositasara.

DAVID biolégiai funkcidelemzés segitségével a Klaszter 1-ben szamos stresszel és DNS-
karosodassal Osszefiiggd biolodgiai funkcidkategdriat azonositottam, ideértve a sejtek
stresszreakcidjat, a sugarzasra adott reakcidt, a DNS helyreallitasat és a DNS-kérosito stimulusra
adott valaszt (14.C. abra Klaszter 1). A génexpresszios elemzés eredményébdl lathatd, hogy az
EBA-nak valo kitettség koncentraciofiiggé modon indukalja a DNS karosodassal és javitd
mechanizmusokkal, valamint a sejtszintii stresszvalasszal kapcsolatos gének expresszidjat. Ebbol
arra kovetkeztettem, hogy az EBA potencialis DNS-karositd hatassal rendelkezik, hiszen n6 a
javitoé folyamatok aktivitdsa. Mivel a microarray vizsgalatot embridkon végeztem, esetiikben a
feltételezésem igazolasara comet assay-t hasznaltam. Ezt a vizsgalati modszert széles korben
alkalmazzdk a kiillonboz6 viztisztitdsi melléktermék vegyliletek DNS-karositd hatasanak
vizsgalatara halakbol (Buschini et al. 2004), kagylokbol (Bolognesi et al. 2004), human
sejttenyészetekbol (Muller-Pillet et al. 2000, Plewa et al. 2002) vagy akar rendszeresen uszodai
medencét hasznalé emberekb6l (Kogevinas et al. 2010) szarmazdé mintak esetén. Mivel az
irodalomban nem allnak rendelkezésre informaciok, a kezelési koncentraciok megvalasztasakor a
sajat akut toxicitas vizsgalatomban kapott értékeket vettem alapul (LCsp 96n=22,01 mg/l, LC10 96h=
14,82 mg/l, LCso 96-120n=30,94 mg/l, LCi0 96-120n=25,59 mg/l). Az EBA kezelés hatasara
koncentraciofiiggd mértékben ntt a DNS-toredezettség mértéke (16. abra), tehat ezzel az egyszerii
modszerrel sikertilt igazolni, hogy az EBA zebradanié embridk esetén valoban karos hatassal van
az orokitéanyagra, a javito mechanizmusokkal kapcsolatos gének expresszidja nd, am ez sem elég
az anyag karos hatasainak kompenzalasara.

Kifejlett egyedek esetében is megvizsgaltam az anyag feltételezett DNS-karosito hatasat,
hiszen errél sem talaltam informaciot a szakirodalomban. Kisérletemben a Racz és munkatarsai
(2012) kifejlett egyedekre, 96 oOras kitettség esetén szamolt LC1o értéket vettem alapul (11 mg/1).
A kisérlet 21. napjara statisztikailag igazolhat6 moédon nétt a mikronukleuszok szama a kezelt
csoportokban. Ebbdl arra kovetkeztetek, hogy kifejlett egyedek esetén is DNS-karosito hatasa van
az EBA-nak, am az alacsonyabb kezelési koncentracid miatt tobb hetes expozicio sziikséges annak

kialakulasahoz. Az EBA anyamolekulaja, az ibuprofén is rendelkezik DNS-karositd hatassal.
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Rocco ¢és munkatéarsai (2010) szintén kifejlett zebraddnié egyedeken végezték vizsgalatukat,
melynek soran a kisérleti allatokat 28 napon kresztiil kezelték az ibuprofén Olaszorszagra
alkalmaztak, melynek soran kifejlett halakbol szarmazé vérmintakat hasznaltak fel. A kisérlet
soran az elsé mintavétel az 5., a masodik a 7. napon tortént, majd ezt kovetéen 7 naponta. Azt
tapasztaltdk, hogy a DNS-karosodas mértéke az 5. és 28. napon tortént mintavétel alkalmaval volt
csak statisztikailag igazolhatéan nagyobb mértéki, mint a kontroll csoport esetén. Ennek okat
abban latjak, hogy a DNS javitd mechanizmusok eldtérbe keriilésével a halak szervezete
kompenzalni tudta a karosito hatast, am a tartds kitettség miatt a javitoé folyamatok mar nem voltak
képesek ellenstlyozni az ibuprofén DNS-integritasra gyakorolt karos hatasat. Egy melegvizi
halfaj, nilusi tilapia (Oreochromis niloticus) egyedeinek akut (48 h) és szubkronikus (10 nap) 300
ng/l koncentracidval tontént kezelése utdn mikronukleusz teszt segitségével szintén igazoltdk az
orokitéanyag karosodasat (Ragugnetti et al. 2011). A halak mellett mas, kdrnyezettoxikologiai
szempontbol fontos modellszervezeteken is kimutattak DNS-karositd hatasat, példaul a nagy
vizibolhan (Daphnia magna) (Gémez-Olivan et al. 2014), valamint zebrakagylon (Dreissena
polymorpha) (Parolini et al. 2011). A hatéanyag azonban nem csak az alsobb rendii él61ények
orokitéanyagéara van hatassal. Roodbari és munkatarsai (2015) eredményei alapjén az ibuprofén
kéros hatassal van az egerek sperma mindségére, valamint ndveli a DNS fragmentacié mértékét a
spermiumokban.

Az EBA-hoz fiziko-kémiai tulajdonsagaiban leginkabb hasonld benzaldehid
orokitdanyagot karositd hatdsat is igazoltdk mar humdén limfocitdkon comet assay, mig
ecetmuslicakon (Drosophila melanogaster) SMART teszt alkalmazasaval (Demir et al. 2008,
2010). 1600 pg/ml koncentracioban CHO (chinese hamster ovary- kinai horcsog petefészek)
sejteken, 2 mM koncentracioban pedig human limfocitdkon kromoszoma aberraciot és
testvérkromatida kicserélddést okozott (Galloway et al. 1985, Jansson et al. 1988). Tobb
kutatasban kimutattak, hogy a benzaldehid kis mértékben toxikusabb a human tumor sejtvonalakra
(HL-60, ML-1, KG-1, HSC-2, HSC-3, HSC-4, T98G, U87MG), mint a normal sejtekre (Liu et al.
2008). A benzaldehid DNS-karosito hatasanak hatterében sejten beliili metabolizacidja all, melyet
a 18. abra mutat be. Jol latszik, hogy a sejtmembranon torténd bejutast kdvetden aktivalja a
citokrom P450 rendszert, mely benzoesavva és benzil-alkoholla alakitja, mely szekrécidé soran
tavozik a sejtb6l (Tabatabaie & Floyd 1996). A transzformacion at nem esett benzaldehid
molekuldk, illetve az azokbol képzddott benzoesav kozvetlentil képes karositani a DNS-t, tovabba
a benzaldehid csokkenti a glutation-peroxiddz enzimek (GPx) aktivitasat, azaltal nd az oxidativ

stressz €és a lipidperoxidacio mértéke (Ulker et al. 2012). Elobbi gyulladasos folyamatokat,
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valamint nagyobb mértékii oxidativ stressz esetén apoptozist indukalhat, mig utobbi a
sejtmembranok karosodésat (Gloire et al. 2006).

A Dbiologiai folyamatelemzés azt is kimutatta, hogy a nagy dozisu (25,6 mg/l) EBA-
expozicid indukélhatja az immunrendszer miikkodésével, a szerves €s szervetlen anyagokra adott
sejtszintll valaszokkal, illetve az aminosav szarmazékok sejten beliili metabolizmusaval
kapcsolatos gének expressziojat (14.C. abra Klaszter 3). A mar ismertetett irodalmi adatok mellett
mind az EBA altal kivaltott DNS-karosodas és az ehhez kapcsolodd gének expresszidjanak
novekedése, mind pedig a Klaszter 3 biologiai funkcioi és expresszido novekedése arra enged
kovetkeztetni, hogy az EBA sejten beliili metabolizacidja és hatasa a sejtek miikdodésére nagy

hasonlosagot mutat a benzaldehiddel, és ez az Osszetett mechanizmus all a tapasztalt elvaltozasok

hatterében.
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18. dbra A benzaldehid metabolizdicidja és hatdsa a sejtanyagceserére (Ulker et al. 2012 alapjan)

Az ibuprofén, amellett, hogy nem szelektiv cikooxigendz inhibitor, zebradanié halfajon
vizsgalva serkentd hatassal van az antioxidans enzimek koziil a glutation peroxidazra (GPx) és a
glutation-S-transzferazra (GST). Ez magyarazhat6 azzal, hogy a sejtekben az ibuprofén hatasara
oxidativ stressz alakul ki, igy az erre adott valaszként né ezen enzimek aktivitasa. A glutation
reduktaz (GR) és katalaz (CAT) enzimekre azonban nincs hatassal, valamint a kezelt csoportokban
a lipidperoxidacios folyamatokat jelz6 malondialdehid szintje is alacsonyabbnak bizonyult, mint
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a kontroll csoportokban. Az ibuprofén zebradanion, tehat a benzaldehiddel ellentétben, nem
indukal oxidativ stresszt, s6t szerepe van a lipidperoxidacio megel6zésében (Bartoskova et al.
2013). Az altalam vizsgalt EBA hatasmechanizmusat tekintve tehat kozelebb all a hozza kémiai
szerkezetében, fiziko-kémiai tulajdonsdgaiban leginkabb hasonlito benzaldehidhez, mint az
anyamolekuldhoz, az ibuprofénhez.

Az is megallapithato, hogy a sejtproliferacidhoz kapcsolddo biologiai funkcios kategoridk,
mint példaul a sejtosztodas, a sejtciklus, a sejtosztodas M fazisa, a sejtciklus fazis €s a sejtciklus
folyamat szignifikansan feliilreprezentaltak az EBA altal elnyomott gének kozott (14.C. abra
Klaszter 2). A klaszterbe tartoz6 EBA-gatolt gének tovabbi vizsgalatanal a GeneMANIA
predikcids szerver segitségével azonositottam a 18-tagu sejtosztodashoz kapcsolddo génhaldzatot,
az egyiittes expresszié és a fizikai interakcio alapjan (15.A. és B. abra). Az UniProt és ZFIN
adatbazisokban megtalalhatd informaciok alapjan elmondhatd, hogy mind a 18 gén kulcs szerepet
jatszik a sejtosztodasban, tobbségiik az osztodashoz sziikséges elemek kialakitasaban (ercc6l,
mis12, esco2, nusapl, ndc80, nuf2, sgoll, plkl, kif23), mig bizonyos gének foként az osztodasi
folyamatok szabalyozasaban (ttk, ckslb, mad2l1, cdca8, ccnbl, ccnb2, cdc20, cdca7a, fbxo5). A
cdca7a gén a zebradaniora jellemz0, szerepe van a vérképz6 Ossejtek és a thymus fejlédésében.
Human ortologja a cdca7, melynek tilexpresszioja noveli az emlérak valoszinliségét és rontja a
betegek gyogyulasi esélyeit (Ye et al. 2018). Chetaille és munkatarsai (2014) leirtak, hogy a sgoll
gén mutacioja emberekben a CAID-szindroma (chronic atrial and intestinal dysrhytmia —
kronikus pitvari és intesztindlis diszritmia) kivaltd oka, vizsgélataik sordan zebradénidkban
morpholino oligonukleotid segitségével kilitotték a sgoll gént és a kisérleti allatok az embereken
is tapasztalhato tlineteket mutattak. Tehat ha kiils6 hatasok altal csokken ennek a génnek az
expresszioja, az karos lehet a sziv megfeleld miikodésére, dam ennek igazolasara tovabbi
vizsgalatok sziikségesek. Az altalam leirt génhalozat két tagja, az esco2 és a ttk részt vesznek a
kif23 gének is expresszalnak a proliferativ teriileteken (Thisse et al. 2001), igy ezek expresszid
csokkenésébdl arra kovetkeztettem, hogy az EBA negativ hatassal van a regeneracios
folyamatokra. Feltételezésem igazolasara farokregenerdcids vizsgalatot végeztem 96 hpf koru
embriokon, melynek sordn megallapitottam, hogy kovetkeztetésem helyes volt, hiszen a kezelt
csoportokban szignifikdnsan csokkent a regeneracié mértéke (18. dbra). A benzaldehid esetén
HeLa és NHIK 3025 human sejtvonalakon in vitro kimutattak sejtproliferaciot csokkentd hatasat,
mely koncentraciofiiggének bizonyult (Nambata et al. 1981; Pettersen et al. 1983). Ulker és
munkatarsai (2012) TUNEL assay és WST-1 sejtproliferacios assay modszerekkel vizsgaltak az
anyag hatasait human limfocita sejteken és kimutattak, hogy mar az anyag alacsonyabb

koncentracioi (10, 25, 50 ug/ml) is képesek genotoxikus és citotoxikus hatast kifejteni in vitro.
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Ibuprofén esetén Hydra attenuata hidra fajon kimutattak, hogy csokkenti a regeneracios
képességet (Quinn et al. 2008).

Az EBA az egyik legnagyobb mennyiségben eldallitott gyogyszer hatdanyag, az ibuprofén
bomlasterméke (Madhavan et al. 2010), mely hokozlés és oxidacios folyamatok hatasara képzodik,
tehat a vizkezelési technologiak alkalmazasaval idealis feltételeket biztositunk a kialakulasahoz.
A rendelkezésre all6 minimalis toxikoldgiai eredmény ellenére az élelmiszeriparban iz- és
illatanyagként hasznalhat6 ¢s az EFSA sem tartja veszélyesnek, pedig igazolhatdban megtalalhato
az ivovizben (Li et al. 2017) - a fogyasztok kronikus kitettsége egyértelmii veszElyt rejt magaban.

Az EBA példajabdl kiindulva szamtalan olyan vegyiilet lehet a kdrnyezetiinkben, mely
hétkoznapi tisztdlkodasi szereink vagy gyodgyszereink bomldsa sordan alakul ki, és hatasai az
tudomany szamara ismeretlenck. A DBP-kel kapcsolatos szabalyozas az ebbe a csoportba tartozo
vegyliletek magas szamahoz (t6bb, mint 600 ilyen vegyiiletet ismeriink) képest nem szigord,
hiszen a WHO iranyelvekben 15, az US EPA szabalyozasaban 4 vegyiilet vagy vegyiiletcsoport
kertilt szabalyozasra, az EU-ban pedig csak az 6sszes THM vegyiiletre és a bromat mennyiségére
allapitottak meg hatarértéket. Sok olyan vegyliletcsoport van, mely a szakirodalom szerint
sorolhato, ahova az EBA és a DFA is tartozik. Az ismert DBP-k human egészségiigyi veszélyeire,
ugy, mint rakkeltd hatas (Hrudley et al. 2009), reprodukiv kockazat (Waller et al. 1998),
citotoxicitas (Landi et al. 1999) és mutagenitas (Richardson et al. 2007) mar fény dertilt, viszont a
szabalyozas ald nem esd €s még ismeretlen vegyiiletek veszElyt jelenthetnek a népességre.

A szennyez6kbol kialakult, kevéssé ismert vegyiiletek kozé tartozik az altalam vizsgalt
EBA is, melyet jellegzetes keserlimandula illata miatt az élelmiszeripar és a kozmetikai ipar is
alkalmaz, mint iz- és illatanyagot, annak ellenére, hogy toxikologiai vonatkozasair6l rendkiviil
kevés informacid all rendelkezésre. Természetes mddon eléfordul bizonyos zdldségekben
(Lonchamp et al. 2009; Barra et al. 2007) és allati eredetli termékekben (Triqui&Reineccius 1995;
Silva et al. 2012), mint illatkomponens, igy szamos forrasbol bekeriilhet a fogyasztok
szervezetébe.

Ezeket a tényeket figyelembe véve, eredményeim alapjan elmondhatd, hogy nagyobb
figyelmet kell forditani mind a viztisztitdsi melléktermék vegyiiletek, mind pedig az
¢lelmiszerekbe bekeriild anyagok részletes toxikologiai vizsgalatara, mert komoly veszélyeket

jelenthetnek mind a fogyasztokra, mind pedig a kornyezetre.
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7.3. Javaslatok

- Az EBA pé¢ldajabol jol latszik, hogy a kevés rendelkezésre 4ll6 adat ellenére forgalomba
kertilhetnek bizonyos vegyliletek, melyek artalmasak lehetnek az emberi egészségre ¢és a
kornyezetre, ezért javaslom tovabbi vizsgalatat mas tesztszervezeteken, valamint tovabbi
viztisztitasi melléktermékvegyiiletek ¢és  élelmiszeripari  adalékanyagok komplex
toxikologiai vizsgalatat akut, szubkronikus és kronikus vizsgalatokban.

- Mivel a 72 hpf embriok farka hati iranyban elgorbiilt minden 100 mg/1 feletti kezelési
koncentraci6 esetén, igy felmeriilt annak a lehetdsége, hogy a DFA 0sztrogénszerii hatassal
rendelkezik, hiszen ezt a rendellenességet mar mas szerzOk is leirtdk bizonyitottan
Osztrogénhatasu anyagok esetén (Bakos 2014, Bakkiyanathan et al. 2010). A farok

gorbiilete hasonldsagot mutat a heart and soul (has) mutans egyedek fenotipusaval, mely

crer

crer

Az anyag esetleges 0sztrogénszerii hatasainak vizsgalatara pedig alkalmas lehet a Bakos
¢s munkatarsai (2019) altal 1étrehozott 6sztrogén érzékeny, majtranszgenikus zebradanié
vonal a Tg(vtgl:mCherry).

- A microarray vizsgélatom alapjan, melybdl kideriilt, hogy az EBA potencialis DNS-
karosito hatassal rendelkezik, hiszen szamos, DNS-javité mechanizmusokkal kapcsolatos
gén expressziojat noveli. Tovabba szamos sejtosztodassal kapcsolatos gén expresszidjat
csokkenti, mely arra enged kovetkeztetni, hogy negativan befolyésolja sejtosztodast,
ezaltal a regeneracios képességet. Ezeket a feltevéseket klasszikus modszerekkel (comet
assay, mikronukleusz assay és farokregeneracids vizsgalat) sikeriilt alatdmasztani, &m a
folyamatok behatobb tanulmanyozasara a FISH-comet assay-t javaslom, mely a comet
assay ¢€s a fluoreszcens in situ hibridizacié kombinacidja, igy pontosabb képet kaphatunk
az anyag hatdsarol és az egyes gének kifejez6désérol.

- A szakirodalmi adatok alapjan az EBA sejtszintli hatdsmechanizmusa feltételezhetéen
hasonlit a benzaldehidére, igy hatdssal lehet a GPx és GST antioxidans enzimekre.

Javaslom az EBA oxidativ stresszre gyakorolt hatdsanak vizsgalatat.
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8. Osszefoglalas

Az ipari fejlédés és a modern életvitel kovetkeztében szamtalan vegyianyag keril ki a
kornyezetbe, ezaltal ivovizbazisainkba is. Ezek az anyagok reakcioba Iéphetnek egymassal,
valamint a nyersvizekben megtalalhatd szervesanyaggal is, kivaltképp, ha az ivoviz eléallitas
soran ezeket a vizforrasokat erds oxidaloszereknek, 6zonnak vagy UV-sugarzasnak tessziik ki. Az
urbanizalddott teriileteken, igy Budapest kornyékén, Eurdpa egyik legnagyobb, iparilag is jelentds
varosokon athaladé folydjaban, a Dunaban is jelen van szdmos, kommunalis eredetli szennyezd.
A dolgozat el6zményeként szolgald kutatasokban Duna-menti, parti sziirésii kutakbol szarmazo
ivovizet vizsgaltak, és tartak fel annak genotoxikus hatasat baktériumokra nézve (Sujbert et al.
1993) és apoptotikus aktivitast néveld (Racz et al. 2004) hatasat sejttenyészeten vizsgalva.

Vizsgalataim soran két viztisztitasi melléktermék vegyiilet, a 2,4-difluoroanilin (DFA),
valamint a 4-etilbenzaldehid (EBA) hatasait vizsgaltam zebradanio tesztszervezeten. Az EBA az
egyik leggyakrabban alkalmazott fajdalomesillapitd, az ibuprofén bomlastermékeként alakulhat ki
a viz kezelése soran, emellett az élelmiszeripar iz- és illatanyagként alkalmazza, aldehidekre
jellemzé mandula illata miatt. Vizsgalataimban foként ennek az anyagnak a vizsgalatara
koncentraltam, mert az irodalomban nagyon kevés informdacié all rendelkezésre az anyag
hatasaival kapcsolatban, annak ellenére, hogy potencialis veszélyt jelenthet a vizi
Okoszisztémakra, és akar az emberek egészségére is.

Mivel az eddig megjelent tudomanyos kozleményekben nem taldltam erre vonatkozd
informaciokat, elsé 1épésként meghataroztam az anyagok zebradanidé embriokra vonatkozo LC-
értékeit halembrio akut toxicitasi teszt (OECD 236) segitségével, 0-120 hpf expozicios idé mellett.
Tovabba a microarray vizsgalat kivitelezéséhez meghataroztam az LC-értékeket a 96-120 hpf
expozicios ablakban, mert az embriok ekkorra mar atesnek a fejlédés legintenzivebb részén
(Strahle et al. 2012), valamint ebben az életszakaszban mar a hormonalis hatasokra is
érzékenyebbek az embridk (Fetter et al. 2015). Leirtam a vegyliletek altal okozott fejlédési
rendellenességeket a 72 hpf embridkon, valamint az EBA esetén a 96-120 hpf expozicios ablakban
kezelteken is.

Kisérleteimet az EBA részletesebb vizsgalataval folytattam. Els6 1épésként microarray
assay-t végeztem az anyag génmilkodésre gyakorolt hatisainak feltérképezése érdekében. A
transzkriptom analizis soran kidertilt, hogy harom klaszterbe sorolhatok azok a gének, melyeknek
expresszioja koncentraciofiiggd modon valtozik az EBA hatdsara. A Klaszter 1-be sorolhatok
azok a gének, melyek a biologiai funkcio elemzés szerint a DNS-karosité hatasokkal, DNS-javitd
mechanizmusokkal, sejtszintli stresszvéalasszal kapcsolatosak. A klaszter génjeinek expresszioja
nétt a kezelési koncentraciok emelkedésével, ebbdl arra kdvetkeztettem, hogy az anyag DNS-

karositd hatassal rendelkezik. Ennek a feltevésnek az igazolasidra comet assay modszert
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alkalmaztam, mellyel sikeriilt bizonyitanom az EBA DNS-karosito hatasat. Kifejlett egyedeken
mikronukleusz assay segitségével, szubkronikus kezelésben (21 nap) vizsgaltam ezt a hatdst és
igazoltam, hogy az EBA noveli a DNS-toredezettség mértékét kifejlett zebradaniokban. A Klaszter
2-be sorolhat6 gének sejtosztodassal és sejtciklus folyamatokkal kapcsolatos bioldgiai funkciokkal
rendelkeznek, expozicidjuk a kezelési koncentracio emelkedésével csokken. Ebbdl arra
kovetkeztettem, hogy az anyag negativ hatassal van a sejtosztodésra, ezaltal a regeneraciora.
Farokregeneracios vizsgalattal bebizonyitottam, hogy az EBA csokkenti a zebradani6 embridk
regeneracids kapacitasat, tehat negativ hatissal van a sejtosztodasi folyamatokra. Tovabba
GeneMANIA predikcios szerver segitségével azonositottam egy 18-tagli génhaldzatot az egyiittes
expresszié és fizikai interakcio alapjan. A Klaszter 3-ba sorolhatd gének expresszidja csak a
legmagasabb koncentracioval kezelt csoport esetében novekedett a kontrollhoz képest, biologiai
funkcidelemzés alapjan foként a kornyezeti stresszorokra adott valaszokkal hozhatok
Osszefiiggésbe, ezen génekkel kapcsolatban tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

Eredményeim alapjan elmondhat6, hogy a viztisztitdsi melléktermék vegyiiletekhez
sorolhat6 anyagok tovabbi vizsgalata elengedhetetlen. Az 01j tudoményos iranyzatokhoz igazodva,
a klasszikusnak szamit6 toxikoldgiai végpontok vizsgélata mellett a jovOben érdemes lesz feltarni

ezen vegyiiletek génexpressziora gyakorolt hatasait is.
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9. Summary

As a result of industrial development and modern living, countless chemicals are released
into the environment and thus into our drinking water bases. These substances can react with each
other as well as with organic matter in raw water, especially when exposed to potent oxidants,
ozone or UV radiation during the production of drinking water. In the urbanized areas, such as
around Budapest, one of the largest rivers in Europe, passing through industrially important cities,
the Danube also contains many pollutants of communal origin. In the previous studies, drinking
water from Danube-shore-filtered wells was investigated and its genotoxic effect on bacteria
(Sujbert et al. 1993) and its effect on apoptotic activity (Racz et al. 2004) was investigated in cell
culture.

In my research | investigated the effects of two water treatment by-products, 2,4-
difluoroaniline (DFA) and 4-ethylbenzaldehyde (EBA) on zebrafish. EBA is a metabolite of
ibuprofen, one of the most commonly used analgesic, which can be degraded by water treatment.
EBA is used in the food industry as a flavor and fragrance due to its almond-like aroma. In my
research, | focused mainly on the study of this substance because there is very little information in
the literature on its effects, despite the fact that it may pose a potential threat to aquatic ecosystems
and even to human health.

Publications to date, the first step was to determine the LC values for zebrafish embryos
using the fish embryo acute toxicity test (OECD 236) at 0-120 hpf exposure time. In addition, for
the microarray study, | determined the LC values in the 96-120 hpf exposure window, because
embryos now undergo the most intense part of their development (Stréhle et al. 2012), and embryos
are more sensitive to hormonal effects at this stage of their life (Fetter et al. 2015). | have also
described the developmental abnormalities caused by the compounds in the 72 hpf embryos and
in case of EBA, in the 96-120 hpf exposure window.

| continued my experiments with a more detailed examination of the EBA. As a first step,
| performed a microarray assay to map the effects of the substance on gene function. Transcriptome
analysis revealed that genes whose expression varies in a concentration-dependent manner under
the influence of EBA can be classified into three clusters. Genes related to DNA damaging effects,
DNA repair mechanisms and cellular stress response can be classified into Cluster 1. The
expression of the genes of the cluster increased with the increase of the treatment concentrations,
so | concluded that the substance has a DNA damaging effect. To prove this hypothesis, | used the
comet assay method to prove the damaging effect of EBA on DNA. | tested this effect in adult
individuals using a micronucleus assay in a subchronic treatment (21 days) and confirmed that
EBA increases DNA fragmentation in adult zebrafish. Genes in Cluster 2 have biological functions

related to cell division and cell cycle processes, and their exposure decreases with increasing
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treatment concentration. From this | concluded that the substance has a negative effect on cell
division and thus on regeneration. Tail regeneration assay has shown that EBA reduces the
regenerative capacity of zebrafish embryos and thus has a negative effect on cell division
processes. Furthermore, with the help of the GeneMANIA prediction server | identified an 18-
member gene network based on co-expression and physical interaction. The expression of Cluster
3 genes increased only in the highest concentration-treated group compared to the control.

Based on my results it can be said that further investigation of the substances belonging to
the water purification by-product compounds is essential. In line with new scientific trends, in
addition to examining classical toxicological endpoints, it will be worth exploring the effects of

these compounds on gene expression in the future.
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