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Gyakoribb roviditések jegyzéke

ASV: Air saturation volume

EBA:4-etilbenzaldehid

EPA: Environmental Protection Agency — Kornyezetvédelmi Hivatal, USA

CDBP: Concentrate of Disinfection Byproducts

CSRW: Concentrate of Sediment of Raw Water

DBP:Disinfection byproduct — viztisztitadsi melléktermék

DFA:2 4-difluoroanilin

DOM: Dissolved Organic Matter — Oldott Szerves Anyag

GC-MS: Gazkromatografids elvalasztdssal kombindlt tomegspektrometria

HAA': Haloacetic acid (Haloecetsav)

HE: Hematoxilin-Eozin

IARC:International Agency for Research on Cancer (Nemzetkozi Rédkkutaté Hivatal)
NOM:Natural Organic Matter — a vizben természetesen eléfordulé szerves anyagok
PAS: Periodic Acid-Schiff)

PBS:Phosphate buffered saline

THM:Trihalometan

WHO: World Health Organization — Egészségiigyi Vildgszervezet
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1. Bevezetés

1.1. Irodalmi hattér

Az 1voviz az emberi szervezet szdmdra nélkiillozhetetlen. A kiilonb6zd
szennyezések €s szennyezOanyagok, valamint kiilondsen az emberi tevékenység miatt
1étrejovO szennyezések kovetkeztében a természetben taldlhato vizek jelentOs része
kozvetlen emberi fogyasztisra alkalmatlan. Ezért a fertdtlenités alapvetden fontos az
ivoviz okozta és kozvetitette artalmak megelézésében. Az ivoviz patogén
mikrobdkkal torténd szennyez6dése (kontamindcidja) alapvetden hozzdjérul a fert6zo
betegségek terjedéséhez. A viz ezen vektorjellegének megsziintetéséhez az egyik
leggyakrabban alkalmazott aspecifikus eljards az ivoviz fertdtlenitése. Az
Egészségiigyi Vilagszervezet (World Health Organization - WHO) 4ltal publikalt
adatok szerint a Fold lakossdgdnak mintegy 20%-a potencidlisan fertdzést okozd,
megbetegitd képességgel rendelkezd mikrobdkkal szennyezett vizet fogyaszt (kozel 1
millidrd emberrél van sz6). A mikrobdkkal szennyezett vizzel terjedd fertdzo
betegségek a 0-5 éves korcsoportba tartozé gyermekeket kiilondsen sujtjdk. Evi
mintegy 900 millié 5 év alatti gyermek hasmenéses megbetegedését tulajdonitjdk
mikrobdkkal szennyezett viznek, és évi mintegy 1,5-1,8 milli6 5 év alatti gyermek
haldlat szennyezett viz okozta fert6zés idézi el (Ashbolt, 2004).

Az ivoviz fertOtlenitésében tobbek kozott nehézséget okoz, hogy bizonyos
mikroorganizmusok (pl. Cryptosporidium parvum, vagy a Mycobacterium avium
compelx)rendkiviil ellendllbak a leggyakrabban alkalmazott fert6tlenitdszer-
doézisokkal szemben (Nasser et al., 2012), ami sziikségszeriien a fertotlenitdszerek
mennyiségének jelentds emelésével jar (Esrey et al., 1989; Payment et al., 1989). A
fertotlenitoszer koncentriacié emelése a viztisztitasi-melléktermékek (disinfection-
byproducts, DBP) képz0dését novelheti (von Gunten et al., 2001). Az Eggyesiilt
Allamokban mér 1974-6ta foglalkoznak a fertétlenitési reakciémelléktermékek
azonositasaval illetve ezek egészségiigyi vonatkozasainak vizsgalatdval. (Kanarek &
Young, 1982; Chowdhury et al, 2009). A DBP expozicié6 és egészségiigyi
kockédzatok kozotti ok-okozati Osszefiiggésekre szdmos tanulmany ravildgit
(Zoeteman, 1985; Pilotto, 1995; Krishnan et al., 1997; Malcolm et al., 1999; Hrudey,

2009). A vildg szamos orszdgaban a hatdsdgok a kozegészségiigy megfeleld szinten
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tartasanak éredekében alternativ vizkezelési rendszerek bevezetésén faradoznak,
valamint megfeleld szabalyokkal és rendeletekkel probaljak a viztisztitasi
melléktermékek szintjét megtervezni, és az egészségiigyi hatarértékek kozelében
tartani igy, hogy az ivoviz mindsége ne szenvedjen karokat. Ily médon a potencidlis
egészségkarositd kockdzat mértéke is csokkenthetd (Abstract EPA /600/R-01/110,
december 2001). (chlorination by-products, (1991) IARC Monographs Vol 52.
Roger, A. et al.(1996).

Jelen értekezésben bemutatdsra keriild vizsgélatainknak célja is az volt, hogy
megdllapitsuk, van-e a magyarorszadgi ivoviz-mintdkban taldlhaté fertdtlenitési

reakciomelléktermékeknek toxikus, mutagén vagy karcinogén hatdsa.

1.2. Az ivoviz kezelése

Jomindségli, emberi fogyasztisra alkalmas ivoviz el6dllitdiséhoz megfeleld
felszini nyersviz-forrdst kell hasznélni, amelyet aztdn tovabbi kezelésnek kell alavetni.
A viztisztitds szdmos 1€pést tartalmaz, melynek egyszeriisitett vazlatit az 1. dbran
mutatjuk be. A nyersviz sziirését koveti a koagulacié- flokkulacié (derités), az iilepités,
szlirés és végiil a viz kiilonb6z6 mddon torténd fertdtlenitése, majd az ivoviz vagy
atmeneti tdrozokba vagy kozvetleniil az elosztd rendszerbe keriil. Az 1. 4bra a
hagyomanyos viz-kezelés folyamatat illusztrdlja.A viztisztitds viszonylag rovid
torténete sordn ezek a lépések valamelyest finomodtak - elsdsorban a technoldgidban
bekovetkezett fejlodés és a szabdlyozdsi kornyezet valtozdsaibdl kifolydlag - az
alapvetd cél azonban nem vdéltozott: biztonsadgosan fogyaszthaté tiszta ivoviz eldallitasa
(Dawson & Sartory, 2000). A felszin alatti vizek feldolgozédsa soran dltaldban kevesebb
1épést kell alkalmazni, mivel az értekezésben ilyen forrasbdol szdrmazd vizeket nem

vizsgéltunk, erre nem térek ki részletesebben.
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Tovabbitas vezetékes halozatba

1. abra. Viztisztitds soran alkalmazott alapfolyamatok sematikus bemutatdsa

1.3. Az ivoviz fertotlenitése

A vizkezelés tokéletlensége és fejletlensége tehetd feleldssé a XIX. s6t a XX.
szdzad tobb nagy és sidlyos jarvanyaért. Ugyanakkor a viziigyi és egészségiigyi
szakemberek azon felismerése, hogy a nyersvizet megfelel6 modszerekkel meg lehet
szabaditani a megbetegedést okozd dgensektdl talan a XX. szdzad legnagyobb
kozegészségiigyi vivmanyai kozé tartozik. Sajnos azonban a vildg kevésbé fejlett
orszigaiban még napjainkban is a nem megfeleld vizkezelés és a fertStlenités
fejletlensége miatt naponta (!) 4900 ember hal meg, tobbek kozott a szennyezett viz
okozta hasmenéssel jar6 fertdzések miatt (WHO 2004). Ezekbdl a szomort adatokbdl is
jol lathat6, hogy nem csak torténelmi tdvlatokban, de napjaink fejlodd orszdgainak

tdrsadalmaiban is jelentds egészségiigyi problémdt jelent a biztonsdgos ivovizhez vald
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hozzatérés. Ezért szeretnénk hangsilyozni, hogy az ivoviz kezelése és fertOtlenitése
alapvetd és kulcsfontossdgi a modern tarsadalmak jo kozegészségiigyi dllapotanak

fenntartasahoz (Crittenden et al., 2005).

1.3.1. Mikroorganizmusok okozta egészségkarosodas

A viz nem csak az eukaridtaszervezet szdmara elengedhetetlen, hanem szdmos
egyéb életforma szdmadra jelent alapvetd kozeget, kiilondsen a kiilonféle mikrobidlis
szervezetek preferdljdk a vizet, mint életteret. Ezért a vizben - és ennek megfeleléen az
ivoviznek szant nyersvizekben is - szamtalan kiilonb6z6 tipusd mikroorganizmus fordul
eld, melyek lehetnek baktériumok, virusok, protozonok, férgekvagy algdk (Momba &
Kaleni, 2002; Stanger et al., 2006; Locas et al., 2007). Ezen mikroorganizmusok emberi
szervezetbe jutdsa egészen valtozatos megbetegedéseket tud okozni, melyek lehetnek
csupan kényelmetlenséggel jarok, de akar haldlos kimenetelii fert6zések is. A legtobb
algaféle elsOsorban a vizkezelés folyamataban okozhat fennakaddsokat, ill. a
késztermék esztétikdjat jelentdsen ronthatjdk (zavaros viz) (Watson, 2004).
Beszamoltak mar azonban biotoxin termeld algdkrdl is, melyek potencdlisan
egészségkarosodast is okozhatnak (Paerl ef al., 2001; Ferranti et al., 2008).

Ha nincsenek megfelelden eltavolitva, inaktivdlva vagy eldlve, a kiilonb6z6 virusok,
baktériumok és parazitdk, enyhe vagy akdr sulyos egészségkdrosodasokat is
okozhatnak, amelyek némelyike haldlos is lehet az érzékeny szubpopuldcidknal (Wright
& Collins, 1997; Fawell & Nieuwenhuijsen, 2003; Nwachuku & Gerba, 2006; Ikner et
al., 2012; Ganesh & Lin, 2013; Ngwenya et al., 2013). Az ivévizben leggyakrabban

eléfordulé bakteridlis mikroorganizmusokat az 1. tdbldzatban mutatjuk be.
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Mikroorganizmus Megbetegedés tipusa I
Salmonella yphosa Hastifusz
S. paranphi
S. schottinuleri Paratifusz
S. hirschfeldi C.
Shigella flexneri
Sh. dysenteriae Disentéria
= = Sh. Sonnei
E _?‘ Sh. Paradysinteriae
< % Vibrio comma ke
V. cholerae
Pasteurella tularensis Tularemma
Brucella melitensis Brucellosss
Pseudomenas-
psuedomallei Mebowdosss
Leprospira- i
icterohaemorrhagiae e
gnreraparhagem'c E. coli Gastroenteritis -
Enteroaggregarive E. coli
18 'g Enteroinvasive E. coli
g % & Enterohemorrhagic E. col. Gastroenteritis
>3 Enterotoxigenic E. coli
Yersinia enterocolitica
Campylobactrer jejuni
Legionella pneumophila Legionellosis
Aeromonas hvdrophila Gastroenteritis

== :
rer-
E -E' 'g Hef:c@bar N ulcus pepticum ventriculi és duodeni
- 2 2 pylori
E; ,g £ Mycobacterium p .
& = * gvium intracellulare
Pseudomonas . '
Killonbozo fertozések

aeruginosa

1. tablazat. Megbetegedéseket okozd

legismertebb baktérium-

torzsek elofordulasa ivovizben (Crittenden et al., 2005)
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1.3.2. A fertotlenités torténete

Az 1600-as évek vége tekinthetd a mikrobiol6gia hajnaldnak, hiszen ekkor
fedezték fel és figyelték meg eldszor a vizben €16 a mikroorganizmusokat (Smit &
Heniger, 1975). Egészen a XIX. szdzat kozepéig azonban nem hoztdk dsszefiiggésbe az
ivovizet €s ennek segitségével terjedd kiilonféle jarvanyokat. A londoni Sohoban 1854-
ben kitdrt nagy kolerajarvdny idején azonban John Snow angol orvos egyértelmiien
bebizonyitotta, hogy a jarvanyt a Broad Street Well kontaminécidja okozza, ezzel
tulajdonképpen megalapozdja volt a modern jarvanyiigynek és alapvetden hozzdjarult
az ivoviz eredetll jarvdnyok megfékezéséhez (2.4bra)(Brody et al., 1999; Bingham et

al., 2004).

2. abra. 1866-bél szdrmazé felhivds a viz forraldssal torténé kezelésre a
kolerajarviany megelézése céljabdl (bal panel).John Snow (1813-1858, jobb
panel). forrds: London School of Hygiene & Tropical Medicine Library &
Archives

Ebben az id6ében a nagyobb telepiilések mar rendelkeztek ugyan k6zosségi viztisztitd
telepekkel, azonban a tisztitds legmagasabb szintjét az egyszert sziirés jelentette. A kloér
hasznalatét fertdtlenitési céllal el6szor Robley Dunlingsen 1835-ben irt miivében (Public
Health) fedezhetjiikk fel, amely uttoré jelentdségli volt a viztisztitds torténelmében

(Crittenden et al., 2005).



DOI:10.14753/SE.2015.1772

Ugyanekkor tette megfigyeléseit a bécsi korhdz sziilészetén Semmelweis Igndc,
Egyetemiink névaddja is, aki r4jott, hogy a gyermekagyi 14z kialakuldsiat azok az
orvosok okozzdk, akik a boncolds utdn a sziilészeti osztilyon fertdtlenitetlen kézzel
vizsgaljak a véaranddsokat. Semmelweis ezért kotelezte kollégdit, hogy a sziilészeti
osztalyokra torténo belépés ill. a paciensekkel torténd érintkezés eldtt klormész-oldatos
kézmosds minden esetben el0zze meg a viszgdlatokat. Semmelweis megfigyelésének az
adja a kiilonleges tudomanyos értékét, hogy mintegy két évtizeddel megeldzte Pasteur
€s Koch munkdéssdgat, ami a mikrobdk felismeréséhez vezetett.

Végiill 1881-ben, egy évtizeddel azutdn, hogy Pasteur megfogalmazta
csiraleméletét, Robert Koch bizonyitotta be, hogy a klér valéban képes hatdstalanitani a
baktériumokat (Howard-Jones, 1984). A XX. szdzad elejére mar egyre szélesebb kérben
elterjedt a koagulécids, iilepitési, sziirési, és a tilnyomadsos elosztdsi alapokon miikodo
vizkezelés és a legtobb szennyviztisztito telep ilyen médon mitkodott. Klort a szennyviz
tisztitdsdra 1902-ben hasznaltak eldszor hivatalosan a belgiumi Middelkerke
szennyviztisztito telepén (Crittenden et al., 2005). A klért un. ,ferrochlor” forméban
hasznaltdk, amely mivelet sordn kdlcium-hipokloritot és vas-kloridot kombindltak ami
egyszerre volt képes a szennyvizet koaguldlni és fertdtleniteni. Négy évvel késObb pedig
a franciaorszdgi Nizzdban bevezették az O6zonnal tOrténd vizfertdtlenitést.
Természetesen a viz fogyaszthatésidga és biztonsdga ezen modszerek elterjedésével
parhuzamosan rohamosan nétt, azonban tobb, mint fél évszazadnak kellett ahhoz eltelni,
hogy felismerjék azt, hogy a fertdtlenités ¢és vizkezelés sordn potencidlisan

egészségkarositd melléktermékek keletkezhetnek.

1.3.3. A fertotlenitészerek kiillonbo6zo formai

A XX. szazad technologiai fejlédése természetesen nem hagyta érintetleniil a
viztisztitdst sem, {gy rohamos fejlddésnek indult nem csak a tisztitd telepek
hatékonysdga, hanem djabb és Ujabb fertOtlenito szerek jelentek meg. A szdzadfordulén
nem sokkal a ferroklér és az 6zon-alapu fertdtlenités utdin megjelent a hipoklorit is a
fertotlenitdszerek listdjan. Késébb a folyékony klorgdz haszndlata terjedt el, melynek

ferttlenité hatdsa megegyezett a hypokloritéval, azonban konnyebben volt
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alkalmazhaté és nem bomlott le olyan kdnnyen, igy hamarosan a vildg legelterjedtebb
elsddleges fertOtlenitd-szerévé valt. Az 1960-as és 1970-es években a klérozasi
melléktermékek felfedezését kovetden azonban ismét az O6zon valt a primer
fertdtlenitdszerré, legaldbbis Eurdpa nagy részén (Lawrence & Cappelli, 1977). Az 6t
leggyakoribb fertdtlenitoszer napjainkban a szabad klér, kombindlt klor (gyakran
nevezik kléraminoknak), 6zon, klér-dioxid és az UV- fény (Crittenden et al., 2005).

Az 6zon széles korl felhaszndldsat annak koszonheti, hogy igen erds oxidaldszer,
tovabba hatékonyan szabdlyozza a vizben el6forduld kellemetlen iz- €s illatanyagokat.
Az UV fény kivételével azonban minden fent emlitett fertdtlenitOszer alkalmazdsa
lebomldsi, fertdtlenitési maradvanyokat hagy hatra. A megfeleld fertOtlenitOszer
kivalasztasa éppen ezért igen bonyolult és nagy koriiltekintést igényel. Minden esetben
figyelembe kell venni a viz mindségét, forrdsat, eredetét, szerves anyag tartalmat és még
szamos itt nem részletezett paramétert. Azonban egy valami kijelenthetd: a viz
ferttlenitése soran valamilyen kompromisszum elengedhetetlen, hiszen a szennyviz
tisztitdsa soran mindig keletkeznek tisztitasi melléktermékek, melyek karosak ugyan, de
ez még mindig kisebb vesz€llyel jar, mint ha nem pusztitjuk el a vizben é€lO
koérokozdokat. Vajon tényleg j6 kompromisszumokat kotiink a vizkezelés sordn?

Ertekezésemben tobbek kozott erre is kerestem a vélaszt.

10



DOI:10.14753/SE.2015.1772

1.4. A fertotlenités melléktermékei

1.4.1. A tisztitasi melléktermékek felfedezése az ivovizben

Az 1970-es évek elején Johannes Rook holland vegyész a rotterdami vizkezelés és
fertotlenités hatterét vizsgalva fedezte fel, hogy a Rajna foly6 felszini vizbazisabdl nyert
vizben nyomokban szerves szennyezd anyagok taldlhatéak. Rook vizsgdlatai soran
rajott, hogy a nyersvizben nem volt jelen kloroform (3. abra), azonban a tisztitott

1vovizben igen jelentds mennyiségben fordult el (Rook, 1974; 1976).

Cl

|
H—(|:—CI

Cl

3. abra. A kloroform kémiai szerkezete.

Ebbdl Rook azt a kovetkeztetést vonta le, hogy a viz fertétlenitése sordn alkalmazott
kiilonboz6 klorvegyiiletek reagéltak a vizben természetesen el6forduld oldott szerves
anyagokkal (Dissolved Organic Matter — DOM), amely eredményeképpen alakulhatott
ki a kloroform és egyéb trihalometan-szarmazékok (THM). Eredményeit csak késobb
kozolte, miutdn meggydzodott adatai megbizhatosdgardl és a THM-ok jelenlétérdl a
tisztitott vizben. Miutdn 1974-ben publikdlta eredményeit, mind a tengerentilon, mind
pedig Eurdpdban nagy megddbbenést okozott a tudomanyos kozéletben, hiszen addig
ilyen, egészségre potencidlisan karos anyagok jelenlétére a fertétlenitett ivovizben nem
volt adat. Késébb Rook eredményeit az Egyesiilt Allamok és Kanada vizkezeléssel
foglalkoz6 szakamberei megerOsitették (Bellar et al, 1974; Symons et al, 1975;
Williams et al., 1980; Hasan et al., 2010)

1.4.2. Fejlesztések és rendeletek

A kezdeti aggodalmat kovetden igazi robbands kovetkezett be a kutatdsokban,
amely az ivoviz fertdtlenitése sordn kialakulé ismert DBP-k szdmdénak szintén
robbandsszerli novekedéséhez vezetett (Hrudey, 2009). Ezzel parhuzamosan a viztisztitd

telepek miikodését egyre szigoribb és hatékonyabb rendeletekkel szabdlyoztik és
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megjelentek az ivovizszabvanyok. Ezzel parhuzamosan analitikusok egész hada a vilag
szinte minden orszdgdban probélta és probédlja meg napjainkban is azonositani a DBP-
ok kialakuldsdnak mechanizmusdt, azok kémiai szerkezetét, —meghatdrozni
prekurzoraikat, tovdabbd olyan muszereket fejleszteni, amelyek eléggé érzékenyek
ahhoz, hogy igen kis mennyiségben is képesek legyenek detektalni ezen anyagokat. A
toxikologusok és jarvanyligyi szakemberek folyamatosan tanulmdnyozzak és
figyelemmel kisérik a THM-ok és egyéb, a klérozasi folyamatok sordn kialakul6 DBP-k
egészségligyi hatdsait. Szamos kutatécsoport foglalkozik a nyers- és szennyvizekben
taldlhat6 szerves oldott anyagok (dissolved organic matter — DOM) kémiai és bioldgiai
szerepének megértésén, hiszen mar az 1970-es években egyértelmiivé valt, hogy ez a
heterogén vegyiiletcsoport lehet a DBP-k elsddleges prekurzora (Kitis er al., 2001;
Dotson et al., 2009; Hrudey, 2009; Lu et al., 2009; Chuang et al., 2013). A mérnokok és
a vizkezeld szakemberek pedig folyamatosan azon dolgoznak, hogy olyan technolégia
felhaszndlasdval torténjen a viz fertGtlenitése, amelyminimalizdlja a DBP képzddést,
sOt, ijabban komolyan megkérddjelezik a klor ilyen jellegli felhaszndlasat (Musikavong
et al., 2005; Badawy et al., 2012; Wu et al., 2012; Hong et al., 2013).

Az intenziv kutatds eredményeképpen az ismert DBP-k szdma ma mar tobb szdzra,
tehetd. A THM mellett a masodik legnagyobb DBP csoport a haloecetsavak (HAA)
tovabba a  haloaceto-nitrilek, klorozott  ketonszarmazékok, kloralhidratok,
halonitrometanok, hogy csak a legfontosabbakat emlitsiik (Krasner et al., 2006).

Az ivéviz mindségére €s a benne taldlhatd esetleges szennyezOdések jelenlétére
szamos ajanlas ill. szabvany, eldiras 1étezik. Ezeket hdrom csoportra oszthatjuk:

a) globdlis (vilagméretl); pl.: WHO Guidelines (Az Egészségiigyi

Vilagszervezet ajanlasai)

b) regiondlis; pl.: EU Direktivak;

c) orszagos szabvanyok.
Ezek a szabvanyok az egyes elobb emlitett komponensek maximalisan megengedhetd
koncentraci6it hatdrozzdk meg. A szabdlyozdsok és az dltaluk meghatarozott
hatarértékek természetesen a legijabb kutatdsi eredmények alapjan rendszeresen
feliilvizsgalatra keriilnek, jellemzden szigorodnak. A *70-es és a *80-as években a hazai
ivovizszabvany (MSZ 445-1978, MSZ 445-1989) kialakitasakor a WHO irdnyelveit

vették figyelembe. Hazdnk Eurépai Unids csatlakozdsit kovetSen, sét mér ezt
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megeldzden is az EU Direktivdk vdltak irdnyadéva. Ezen szabdlyozdsok és rendeletek

ill. szabvéanyok részletezésére az értekezésben nem térek ki részletesen.

1.5. Oldott szerves anyagok (Dissolved Organic Matter - DOM)

1.5.1. A DOM eredete és osszetétele

A természetes eredetli oldott szerves anyagok nagy része kozvetlen egészségiigyi
kockédzatot nem jelent az emberi szervezetre, de ismert, hogy a fertdtlenitoszerként
adagolt klorral reagalva rdkkeltd hatdsu trihalo-metan vegyiiletek, illetve mutagén hatast
kifejtd klorozott szénhidrogének alakulhatnak ki. Oldott szerves anyagok szinte minden
természetes vizben jelen vannak (Leenheer, 2009).

A DOM heterogén, polifunkciondlis makromolekuldk, polimerek és kiilonféle
kolloid-mérettartomédnyba tartozod, vizes fazisban oldott biomasssza eredetli anyagokbol
all. Eredete elsOsorban a fotoszintetizdlni képes szervezetek tevékenységére, szarazfoldi
€s vizben él6 mikrobdk lebonté tevékenységére és egyéb, masodlagos szerves-anyag
feldolgozast végzd heterotréf baktériumok €s gombdk miikodésére vezethetd vissza
(Rositano et al., 2001). Jelentdésen hozzdjarulnak a DOM kialakuldséhoz a talajbdl vizbe
jutd szerves anyagok is, ezek koziil taldn a legfontosabb a huminsav tartalmi humusz
(Thurman & Malcolm, 1981; Borisover & Graber, 2004). Mindenképpen meg kell
emliteni itt az emberi tevékenységetis, hiszen a szerves anyagok egy kisebb, de nem
jelentéktelen hanyada mesterségesen tton — elsdésorban mezdgazdasaggal Osszefiiggo €s
szennyvizkibocsatassal kapcsolatos —jut a felszini vizekbe (Dotson et al., 2009; Lu et
al., 2009; Reemtsma, 2009).

Az oldott szerves anyagokrol mar régéta tudjuk, hogy képesek a viztisztitas- és
fertotlenités soran kiilonbozd problémdkat okozni. Ilyen DOM jelenlétére utald
problémak kozé tartozik példaul a kellemetlen iz- ill. szinanyagok jelenléte, a sziirési
folyamatok teljesitményének és hatékonysdgdnak csokkenése, valamint a DOM
szolgdltatja a fertOtlenitOszerek alkalmazdsa sordan kialakulé kéaros melléktermékek
szamdra a kiinduldsi szubsztritok legnagyobb csoportjat is — amelyek éppen ezen

értekezés fokuszaban is allnak.
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A természetes vizekben az oldott szerves anyagok koncentricidja, osszetétele és
kémiai tulajdonsdgai igen széles skdlan mozognak, akdr térbeli, akdr iddbeli
megoszlasukat vizsgdljuk. A vizben jelen 1évé kolloidédlis Osszetevok tulajdonsdgai
tobbek kozott fiiggenek attdl, hogy milyen forrdsbdl szarmazik az adott szerves anyag,
tovdabbd a hOmérséklettdl, a pH-t6l, a viz kation Osszetételétdl, az iiledékszemcsék
felszinén kialakul6 reakciofelszintdl, a vizben €16 mikrobak Osszetételétdl, az esetleges
fotolitikus és még szdmos egyéb tényezdtol is (Ho ef al., 2004; Humbert et al., 2007).

A természetes felszini vizekben jelentds mennyiségben fordulhatnak el6
anorganikus prekurzorok is, amelyek koziil a bromid és a jodid ionok adnak okota
legnagyobb aggodalomra. Ezek igen gyorsan képesek hipobrémossavva (HOBr) ill.
hipojédossavva (HOI) oxiddlédni, amelyek mar konnyen reakcidba 1éphetnek a DOM-
al (Hua et al., 2006). A Br-r6l mar régéta ismert, hogy képes a THM-ek kiilonbdzo
csoportjaival reakcidéba 1épni, a jodo-THM-ek jelenlétére a fertdtlenitett ivovizben
azonban csak napjainkban deriilt fény (Richardson et al., 2007; Smith et al., 2010; Jones
etal.,2011; Allard et al., 2013).
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1.5.2. Egészségiigyi vonatkozasok

Az ivovizben kialakul6 DBP-k-nek felfedezésiik o6ta kiilonos figyelmet
szentelnek a toxikoldgusok és a jarvanyligyi szakemberek. Kiilonosen az ivévizben
egyre gyakrabban el6fordulé un. ,high-priority” DBP-k okoznak egyre tobb
aggodalmat, hiszen keveset tudunk ezen vegyiiletek egészségiigyi kockdzatairdl és
lehetséges egészségiigyi hatdsair6l. Egy nemrégiben megjelent tanulméany (Richardson
et al., 2007) az elmilt 30 év jarvanyligyi és toxikoldgiai, viztisztitdsi melléktermékekkel
kapcsolatos vizsgdlatait Osszegezte, amelyben kiilonds hangsuilyt fektetett ezen igen
vesz€lyes melléktermékekre. Szamos, a t¢émaban megjelent toxikoldgiai vizsgalat hivja
fela figyelmet arra, hogy a klérozott ivoviz fogyasztisa megnoveli a hdlyagrdk és
vastagbélrdk kockazatat (King & Marrett, 1996; Ranmuthugala et al., 2003; Michaud et
al., 2007; Villanueva et al., 2007; Rahman et al., 2010). Ezen megbetegedések
kialakuldsa azonban korreldciét mutat az expozicié modjdval (ivds, dermdlis kontaktus,
ill. belégzés). Ugyanakkor szdmos adat utal arra, hogy viszonylag gyenge kapcsolat
mutathaté ki a viztisztitdsi melléktermékek €s mas pl. kongenitdlis anomalidk, vagy
reprodukciods szerveket érintd megbetegedések kozott (Tardiff et al., 2006).

A DBP-k toxikologiai meghatdrozdsa ma mar nem jelent kiilonosebb analitikai
problémat, hiszen szdmos standard és j6l meghatdrozott utmutatist adnak a
szakirodalomban fellelhetd adatok. A kordbban mar emlitett 6sszefoglalé munka alapjan
(Richardson et al., 2007) mutagénnek tekinthetd egy DBP amennyiben az mérhetd
valtozast (mutdcidt) okoz a DNS-ben, akdr gén, akdr a kromoszéma szintjén. A
genotoxikus anyagok nem csak mutagén, hanem DNS karosité tulajdonsdggal is
rendelkeznek (pl. az anyag kovalensen hozzakotdédik a DNS molekuldhoz, vagy képes
DNS szal-torést eloidézni). (Attias et al., 1995; Bull et al., 1995; Catto et al., 2013).
Szédmos tUn. szabdlyozott THM-rél kimutattdk, hogy laboratériumi allatokban DNS
karosit6 tulajdonsdguk révén karcinogén hatdstak lehetnek, a brom-tartalmi THM-ok
pedig citotoxikusak is (Landi et al, 1999). A HAA-rél is ismert mutagén és
genotoxikus hatds, azonban a brom-szarmazékaik sokkal erdteljesebb karosité hatdssal
birnak, mint klérozott valtozataik (Richardson et al., 2007). A legkdrosabb DBP anyag
azonban egyértelmiien a bromat, amely mutagén és genotoxikus mind in vivo, mind
pedig in vitro. A bromat bromidbdl alakul ki 6zon hatédsara, illetve abban az esetben is

megfigyeltek bromat képzddést, amikor kozvetlen napsugarzds mellett klérdioxiddal
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fertdtlenitették a vizet (Macalady et al, 1977). Az egyik leggyakoribb szervetlen
prekurzor ugyanis a bromid. A bromid 10-100 pg/l koncentriciéban taldlhaté meg
altalaban a felszini vizekben, ennél némileg kevesebb van a talajvizekben,
szennyezOdésként  keriilhet tovabba a  vizhez  kiilonb6zd  klortartalmu
fertotlenitoszerekkel. Klortartalmu szerek hasznalata soran bromatta alakulhat at,
nagyobb mennyiségben kiilondsen akkor, ha a fertOtlenitési eljards sordn O6zont is
felhaszndlnak. Tovdbb4, miutdn a klér oldatban van jelen, dltaldban mint HOCI, ionokra
disszocidltan, bromid jelenlétében BrCl és HOBr keletkezhet, ami végiil szerves
OsszetevOk bromindldsdhoz, illékony klérozott szerves trihalometdnok keletkezéséhez
vezethet. Az ivovizben leggyakrabban el6forduld, illékony klérozott szerves
trthalometdn  vegyliletek: triklérmetan, CHCI;, diklérbrémmetan, CHBrCl,,
dibrémklérmetan, CHBr,Cl, tribrommetin, CHBr3, triklérjédmetan, CHICI,. Ezen
DBP-k koziil szamos rendelkezik azokkal a kritériumokkal, amelyek alapjan a
Nemzetkozi Rakkutaté HivatalIARC) ezen anyagokat humén karcinogén anyag
kategoridjdba sorolta. A jelenleg 11 szabdlyozott DBP koziil hatot mind az Amerikai
Kornyezetvédelmi Hivatal, mind pedig a Nemzetkozi Rékkutaté Hivatal egyértelmiien
human rakkelté anyagként tart szamon (Richardson et al., 2007).

Béar a toxikoldgiai szakirodalomban bdségesen taldlunk még fehér foltokat e
teriileten, ma mar szdmos adat 4ll rendelkezésiinkre arra vonatkozdan, hogy a
szabdlyozatlan és ujonnan felfedezett DBP koziil szamos sokkal karosabb, mint a
szabdlyozott kategdridba tartozé hasonlé DBP vegyiiletek. Az alldvizet azon nemrég
felismert vegyiiletcsoportok kavartdk fel legjobban, amelyekrdl eddig csak kevés
ismerettel rendelkeztiink, de rendkiviil toxikusnak bizonyultak. Ilyenek elsOsorban a
még szabdlyozatlan brémozott, jodozott, tovabbd a nitrogén tartalmi-DBP-k (N-DBP).
Az utobbira taldn az egyik legismertebb példa nemrég latott napvildgot: egy,
Németorszagban igen elterjedt peszticid nitrozamin prekurzorra bomlik, amelybdl igen
erdteljesen rakkeltd N-nitrozo-dimetil-amin (NDMA) alakul ki 6zonos vizfertdtlenités

sordn (Schmidt & Brauch, 2008).
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2. Célkituzeések

Az itt ismertetett szakirodalmi adatok tiikrében fontosnak tartottuk, hogy hazai

koriilmények kozott is vizsgélat targydva tegyiik:

a viztisztitas sordn keletkezett reakcié melléktermékek jelenlétét ivovizben,

a reakci6 melléktermék-komplex esetleges mutagén hatdsit Ames-teszt
alkalmazasaval,

a reakcié6 melléktermék-komplex esetleges programozott sejthaldlt-apoptdzist-
kivalt6 hatdsat, humdn lymphocytdk alkalmazaséval,

a reakcié melléktermék-komplex kémiai Osszetételét,

a kémiai szerkezet alapjan kivalasztott vegyiiletek feltételezett apoptdzist fokozd
hatésit,

a kémiai szerkezet alapjan kivélasztott vegyliletek in vivo toxicus vagy

carcinogén vizsgalatat kisérleti akvariumi halak alkalmazasaval.

A vizsgdlatokat részben a Semmelweis Egyetemen beliil az 1. sz. Patoldgiai és

Kisérleti Rakkutat6 Intézet é€s a Kozegészségtani Intézet kozotti kollaboracidval, az

Eurépai Kozosség INCO COPERNICUS-Community Research project keretében

végeztiik(Biotechnological procedures for sustaninable water management No.

ERBIC 15 CT 980129-PL971185), részben a a Szent Istvdn Egyetemen beliil a

Patologiai Tanszékkel és a Halgazdalkodasi Tanszékkel torténd kollaboracidval

végeztilk. Az analitikai vizsgdlatok a BALINT ANALITIKAMérmoki Kutaté és

Szolgaltaté Kft. kémiai laboratériuméban torténtek.
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3. Anyagok és Modszerek

3.1. Felhasznalt vegyszerek

Serdolit PAD III pro anal. (Serva), Amberlite XAD-2 pract. (Serva), Natrium
Azid (Aldrich), 4-Nitro-o-feniléndiamin (Aldrich), 2-Aminoantracén (Sigma Aldrich
Magyarorszdg), Dimetilszulfoxid (Sigma), Arochlor 1254 (Antechnika), Ultratiszta viz
(Milli Ro Plus, Milli-Q Plus (Millipore)). 4-Etilbenzaldehid (EBA) 98% (Sigma 23,363-
3) 2,4-Difluoroanilin (DFA) 99% (Sigma D10,140-0); (mindketté Sigma Aldrich
Magyarorszag). A torzsoldatokat ultrahangos diszpergdldssal készitettiik desztillalt
vizben. Minden tovabbi higitas is desztillalt viz felhaszndldsaval késziilt.
A vizsgédlatokhoz felhaszndlt anyagok minOségi kovetelményeit a vizsgdlati
moddszereknél megkivant eldirdsok szerint vettiik figyelembe.
Serdolit PAD IIT és Amberlite XAD-2 tisztitdsa: US. EPA ajanldsdna szerint tortént
(Daignault ez al., 1988)

3.2. Vizminta-vétel, a mintak klor-, 6zon- és szerves széntartalmanak

ellenorzése

A vizmintdk a FOvarosi Vizmiivek Csepeli Vizkezelomilivek dunaparti csapos
kutjabdl szarmaztak. (4. dbra). A kezeletlen (nyers) csdpos kutviz mintavételi helyét, és
a kezelt (tiszta) viz mintavételi helyét az5. dbra mutatja. Egy mintavétel sordn 6sszesen
600-800 litert vizmintat vettiink. A vizminta klor tartalmdt a Magyar Vizszabvany MSZ
448/25-81 DPD fotometrids moddszerével ellendriztikk. A vizmintdk 6zon tartalmat
jodometridsan ellendriztikk, a Foévarosi Vizmiivek RT. Mindségiigyi Kézikonyve
alapjan. A vizminta szerves széntartalmanak ellenérzése: LAB TOC 2100 késziiléken

tortént.
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4. abra. Csdpos kdt vizmintavételi hely a Duna parton (Fovarosi Vizmiivek
Csepeli Vizkezelémiivek )

5. abra. A kezeletlen (nyers) csdpos kutviz mintavételi helye (bal panel) és a

kezelt (tiszta) viz mintavételi helye (jobb panel).

3.3. Avizmintak ismeretlen szerves mikroszennyezdinek azonositasa

A moddszer lényege, hogy a kivalasztott vizmintdkat specidlis adszorbensen
folyatjuk 4at, amelyek kiilonb6z6 médokon megkotik a nyersvizben meglévd és a
vizkezelés sordn keletkez6 szerves mikroszennyezdket. A gyanta fehér, gyongy alakd,
hidroféb, apoldros, nemionos, kovetkezésképpen az apoldros, nemionos, semleges
szerves vegyiileteket adszorbedlja, a poldros, ionos szerves vegyiileteket kevéssé koti

meg. A makroretikuldris XAD gyantaoszlopokon ezek a vegyiiletek hatékonyabban
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adszorbedlédnak. A gyantdn tdlstlyban adszorbcidval dusulnak a szerves vegyiiletek,
mig kemiszorpcioval gyakorlatilag nem kotddnek meg, ezért az adszorbedlt

vegylileteket j6 hatdsfokkal deszorbedlhattuk.

3.3.1. A gyanta oszlopok készitése

A Serdolit PAD III és Amberlite XAD-2 makroretikuldris gyantdkat a méretre
vagott iivegcsovekbe toltottilk. A gyantaoszlopok méretei: 23 cm x 2,3 cm. A
gyantaoszlop tetején kb. 2-3 mm tisztitott liveggyapotot helyeztiink el. Az iiveggyapot
tisztitisa megegyezett az Amberlite XAD-2 pract. tisztitisdval. A gyantaoszlop

elrendezését az 6. dbra mutatja.

6. abra. A gyantaoszlopok elrendezése.
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3.3.2 Avizkoncentratumok készitése

100-100 liter vizmintit folyamatosan csepegtettiik a gyantaoszlopokra a kisérlet
id6tartama alatt. Az utolsé vizminta frakcié lecsopogése utdn az oszlopokat négyszeres
agytérfogattal (=4%95,50ml) metilalkohollal és diklér-metdnnal dtmostuk. Az eludlés
metilalkohollal — polédros, nagyobb molekulasulyt vegyiiletekhez —, €és diklér-metdnnal
— illékony, kisebb molekulastlyu vegyiiletekhez — tortént. Az oldoszer frakcidkat 50°C-
on forgéfilmes vdkuum-desztilldloban (Rotadeszt) 10 ml-re paroltuk be. Uvegdugés

tivegekben +4°C-on taroltuk a feldolgozasig.

3.3.3 Avizmintak ismeretlen szerves szennyezdinek azonositasa
gazkromatografias elvalasztassal kombinalt

tomegspektrometria(GC-MS) mddszerrel

A metilalkohol- és a diklér-metdn frakci6 10-10 ml oldataithoz n-hexant
mértiink, egy lezarhaté edénybe. Az oldatokat 30 percig kevertiik magneses keverovel.
A fazisok szétvélasa utdn az olddszeres fazist lepipettaztuk, az oldészerben levd vizet
kifagyasztottuk. Az olddszert viakuum-desztilldldssal betoményitettiilk, n-hexdnnal
atoblitett, lezarhaté kémcsObe Ontottiik. A végtérfogatot ugy 4llitottuk be, hogy az
oldészert 0,50 ml-re nitrogén gdz befivéssal toményitettiikk, végiil a térfogatot n-

hexannal 1,00 ml-re egészitettiik ki.

A modszer elve

Az ismeretlen szerves mikro szennyezd anyagok azonositidsa GC-MS mddszerrel
SCAN iizemmoddban végezziik el. A mérés megkezdése eldtt a tomegspektrométert
ugynevezett automatikus hangoldssal allitjuk be a SCAN mddszerhez, majd felvessziik
a minta tomegspektumat, amelyet konyvtari  tomegspektrumokkal  vald

osszehasonlitassal értékeliink ki.
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Alkalmazasi teriilet

A modszer alkalmas felszini, felszin alatti, ivoviz és szennyviz ismeretlen szerves
szennyezdinek mindségi azonositdsdra. Az azonositdst zavarjak mindazok a vegyiiletek,
amelyek retencids ideje €s iontomege azonos. A zavard hatdsok kikiiszobolésére teljes

tomegspektrumotvettiink fel, és a kiértékelést tobb azonositd ion alapjan végeztiik el.

Mintael6okészités

21 vizmintdhoz 25.0 ml, a célnak megfeleld, ellenérzott mindségii olddszert (pl. n.-
hexant, vagy n.-hexdn és diklor-metan 1: 1 ardnyu elegyét) adtunk a mintavételhez
hasznalt iivegedénybe. Azedénybe egy el6zetesen olddszerrel lemosott €s megszaritott
teflon bevonatd vagy iiveg keverd rudacskéttettiink, €s az edény lezarasa utan 30 percig
intenziven kevertilkmagneseskeverdvel az elegyet. A fazisok szétvaldsa utdn az olddszer
fazisb6120.0 ml-t teflon-szeptumos csavaros zdrdelemii iivegedénybe pipettaztuk. A
minta ilyen formaban j6l lezarva mélyhiitdben hosszabb ideig (néhany hét) tarolhatd. Az
extraktumot az oldészer-felesleg nagytisztasagu nitrogénnel torténd lefivatdsaval szoba
homérsékleten 1 mL-re betoményitettiik (kb. 0.5mL-re paroljuk, majd az eredeti

olddszerrel bedllitottuk a végtérfogatot).

A felhasznaltvegyszerek és eszkozok

-n.-hexan (ellendrzott mindségii, Merck GC)
-diklér-metén (ellendrzott mindségli, Merck GC)
-iivegedények teflon bevonati szeptummal
-Hamilton fecskendok 10,25 JIL-esek

-gdzkromatograf tomegspektrométerrel vagy tomegszelektiv detektorral

Gazkromatogréfias vizsgalati koriilmények

Vizsgalatainkoz HP 5890 tipusu gazkromatografot haszndltunk tomegspektrométerrel
(GC-MS) vagy tomegszelektiv detektorral a kdvetkezd bedllitdsokkal: Injektor 250 "C,
splitless id6: 1 perc Vivégdz: hélium T5.5, fejnyomds 70 kPa; Kolonna: kémiailag
kotott fazisa 100 metil-szilikon [HP-ultra 1] hossza 25 m, belsé dtmérdje 0.2 mm,
filmvastagsdg 0.50 pm; Detektor: tomegspektrométer (MS) vagy tomegszelektiv

detektor (MSD) SCAN iizemmdéd.A mérés megkezdése elott a tomegspektrométert

22



DOI:10.14753/SE.2015.1772

ugynevezett automatikus hangoléssal éllitjuk be a SCAN mddszerhez, majd a mintdbol
€s a vakboll pl-t injektdlunk a gdzkromatogrifba €s felvessziik a minta és a vakproba
tomegspektrumat. A SCAN {izemmodd pésztizé iizemmoédot fed. A pdsztazd
tizemmoddban a tomegspektrométer néhdny tized mdsodpercenként automatikusan

tomegspektrumokat készit. A vak préba a megfelelden higitott DMSO volt.

A vizsgalati eredmények értékelése

A vizmintdkban és a vak-prébaban 1év0 szerves anyagok mindségi azonositasat
tomegspektrumaik WILEY 138 spektrum konyvtarral val6 dsszehasonlitdsaval végeztiik
(7.4bra). Ha a vakpréba szokatlanul szennyezett, az eldokészitési folyamatot 1€pésrol
1épésre ellendrizni kell djabb vakprobdk készitésével, hogy a vak szennyezettségének
okat kideritsiik €s kikiiszoboljiik. A médszer kimutatési hatara kb. 1-10 pg/L a vegyiilet
mindségétdl €s a zavard hatdsoktol fiiggden. A GC/MS nem csak érzékeny modszer, de

az anyagok egyértelmii beazonositdsara is lehetdséget ad.
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Tmplibrp

0.49 C:\DATABASE\WILEY138.L
9,11-Octadecadienoic acid, methyl est 71939 013038-47-6 70
9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-, met 133233 000112-63-0 70
9,12-Octadecadienoic acid (2,2Z)-, met 71940 000112-63-0 62
0.43 C:\DATABASE\NIST96.L
Cyclopentanol, l-methyl- 24426 001462-03-9 14
Cyclohexanol, 4-tert-butyl-1,2-dimeth 24547 032383-56-5 14
Phenmetrazine 114495 000134-49-6 14
1.31 C:\DATABASE\NIST98.L
5-Octadecene, (E)- 13707 007206-21-5 42
9,12-Octadecadiencic acid, methyl est 2347 002566-97-4 25
3-Octadecene, (E)- 22895 007206-19-1 25
0.41 C:\DATABASE\WILEY138.L
3-Pyridinamine 472 000462-08-8 59
Carbonic acid, neopentyl phenyl ester 38409 013183-19-2 59
Propanoic acid, 2,2-dimethyl-, phenyl 24688 004920-92-7 45
2.07 C:\DATABASE\NIST98.L

13,16-Octadecadienoic acid, methyl es 13274 056846-99-2 38

3,4-Octadiene, 7-methyl-

21002 037050-05-8 38

9,12-Octadecadienoic acid (2,2)-, met 108742 000112-63-0 38

o
3
=

C:\DATABASE\NIST98.L
8-Azabicyclo[3.2.1] oct-6-en-3-one,
1H-Indazole, 4,5,6,7-tetrahydro-

1H-Pyrrole-2-acetic acid, l-methyl-,

H
o
©

C:\DATABASE\WILEY138.L
Hexanamide
Dodecanamide
Hexanamide

0.79 C:\DATABASE\WILEY138.L

8- 40740 004438-38-4 46
40818 002305-79-5 43
40871 051856-79-2 43

3267 000628-02-4 50
34318 001120-16-7 49
119400 000628-02-4 42

Carbonic acid, isobutyl phenyl ester 127858 013183-18-1 64

Carbonic acid, butyl phenyl ester
Pyrazine, methyl-

0.38 C:\DATABASE\NIST9B.L

31736 004824-76-4 50
117503 000109-08-0 36

Hexanedioic acid, bis(2-ethylhexyl) e 58246 000103-23-1 47

2,3-Difluoroaniline
2,4-Difluoroaniline

0.83 C:\DATABASE\NIST98.L
1-Propanesulfonic acid, 3-chloro-,
Benzene, (cyclohexyloxy)-
.alpha.-d-Gulofuranoside, phenyl-

o
o
@

C:\DATABASE\WILEY138.L
P-MENTHA-1, 5-DIEN-8-OL
Benzene, (octyloxy)-
Benzene, (octyloxy)-

0.44 C:\DATABASE\WILEY138.L
Benzene, (1,1-dimethylethoxy)-
Benzene, (octyloxy)-
.ALPHA.-D-GULOFURANOSIDE, PHENYL-

0.35 C:\DATABASE\WILEY138.L
Benzene, (octyloxy)-

7. oldal

58349 004519-40-8 43
58348 000367-25-9 43

ph 40566 021297-87-0 50
40880 002206-38-4 45
40655 1000150-07-4 42

13648 001686-20-0 59
128871 001818-07-1 59
37587 001818-07-1 45

123709 006669-13-2 50
128871 001818-07-1 39
58734 000000-00-0 9

37587 001818-07-1 59

7. abra. Részlet a vizmintdk GC-MS mddszerreltorténd vizsgalati
jegyzbékonyvbdl. A listdban tobb ismeretlen szerves szennyezdazonositdsa
figyelhetd meg. A 80-as sorszdmndl a késObbiekben vizsgilataink targyat

képezd vegyiilet a 2,

3.4 Higitasok készitése

4 —difluoroanilin lathato.

Az n-hexdnos oldatokat egyesitettiik, majd nitrogén gdzzal légszéarazra

beparoltuk,

a légszaraz maradékot dimetil-szulfoxid-ban oldottuk,

és

2,00 ml

torzsoldatot készitettiink. Ez a 2,00 ml torzsoldat 100 liter vizmintdban 1€v0,

gyantaoszlopokon adszorbedlt anyagokat tartalmaz. Ebbdl az oldatbdl logaritmikus

higitdsi sort készitettiink. A higitdsi sorb6l 0,05-0,05 ml torzsoldatot mértiink a

lemezekre. Ez a térfogat a vizminta 0,00-0,09-0,28-0,83-2,50 literének felel meg.
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3.5 Invitrovizsgalatok
3.5.1. Genotoxicitasi viszgalatok

3.5.1.1.Ames-teszt

A Salmonella reverz muticids teszt Bruce N. Ames €s munkatdrsai altal 1975-
ben kozolt moddszer, ami kidolgozéja nevén valt ismerté, és napjainkra a
legaltalanosabban hasznalt eljarés lett a kémiai anyagok mutagenitdsdnak kimutatasara.
Egyre szélesebb korben alkalmazzdk a kornyezeti mintakbol készitett extraktumok
tesztelésére is. A vizsgdlati rendszer lehetdséget nyujt a pontmutdcidk, azaz a delécidt,
szubsztiticiot, bazisparcserét okozo és a frameshift mutagének elkiilonitésére, tovabba a
metabolikus aktiviciét nem igényld direkt mutagének, és a nagyobb szdmd,

metabolikus aktiviciot igényl6 indirekt mutagének elkiilonitésére is (8. abra).

| ;

@

\ Control J/

Mix & plate his- = his+ reversion test

8. abra. Az Ames teszt sematikus bemutatdsa (Griffith nyomadn médositva). Részleteket Id. a szovegben

A teszt alapja, hogy az alkalmazott Salmonella typhimurium baktérium torzs egy
defekt, mutalt gént tartalmaz a genomjdban, ami alkalmatlannd teszi arra, hogy a
médiumbdl, amiben tenyészik, hisztidint (His) allitson el6. Abban az esetben, ha valami
hatds kovetkeztében djabb muticié sordn ez a gén visszanyeri eredeti, funkciondld
alakjat, a revertans baktériumok His-mentes tdptalajon is képesek lesznek szaporodni.
Ezek, az un. hisztidin-auxotréftorzsek mutdcié hatdsara tehat visszanyerik a hisztidin-

mentes kornyezetbeni szaporodd-képességiiket, 1igy hisztidin-mentes agaron a
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Salmonella telepek megjelenése mutagén anyag jelenlétét jelzi. Ezen modellrendszerben
tesztelt vegyi anyagok pozitiv eredmény esetén még nem biztos, hogy emlds sejteken is
mutagénnek bizonyulnak, a relevancia 80% koriili.

Szdmos anyag eredeti formdjdban nem mutagén (vagy karcinogén), de a
szervezetben torténd metabolizacidjuk sordn keletkezhetnek beldliik aktiv, egészségre
kdros formdk. Miutdn a S. typhimurium prokaridta, benne ez a metabolizicid
természetszeriien nem jatszodhat le. Ezt a problémat oldja meg a kisérletben alkalmazott
S9 mix, ami patkdnymdj kivonat €s az eukaridta mdjban fellelhetd enzimrendszereket
helyettesiti. A teszthez kiilonb6zd jelzésli Salmonella torzseket haszndlhatunk (pl.
TA98, TA100), amik egymadstdl abban kiillonboznek, hogy milyen tipusi muticid
detektdldsara a legérzékenyebbek (pl. frameshift mutacid, pontmutacio, 2. tdblazat). A
teszt értékelése a revertdns klonok telepeinek Osszeszamldldsabol és statisztikai

elemzésébal all.

Torzs Modositast tartamazo Modositas és Reverz mutacio tipusa, R-faktor:
neve allél célszekvencia amelyre érzékeny Plazmid
TA hisGA46, rfa, uvrB CTC (leucn'l)% GGG beEZ}s,-paI csere: ) i
1535 (prolin) tranzicio, transzverzid
TA kereteltolodas (+ 1 bazis)
1537 hisD3076, rfa, uvrB CCC ismétlodo szakasz kereteltolodas -
koriil
TA Kereteltolddas (-1 bazis)
his3052, rfa, uvrB CGCGCGCQG ismétlodo kereteltolodas -
1538 v
szakasz koriil
A:T bézis-par csere,
TA 102 hisG428, rfa CAAGTAAGAGC cross- pKl/\fé?l’
linking(keresztkotés), p
TA 97 hisD6610, rfa, uvrB CCcccc kereteltolodas pKM101
TA 98 hisD3052, rfa, uvrB CGCGCGCG kereteltolodas pKM101
TA 100 hisG46, rfa, uvrB CCC bézis-pér csere pKM101

2. tablazat. Kiilonbozé Salmonella teszt-torzsek és egyes lényeges tulajdonsagaik. Piros szinnel az altalunk

hasznalt teszttorzsek vannak feltiintetve.

A teszteléshez olyan teszttorzseket alkalmazunk, melyek hisztidin-operonja
tobbféle valtoztatdst hordoz emiatt ezek a torzsek nem képesek hisztidin szintézisére
Ujabb mutédcié vagyis reverz-mutacié nélkiil. A reverz muticio, €s a mutaciok altaldban
kétféleképpen johetnek 1étre: spontdn modon és vegyszerek altal indukaltan. A teszt az

indukalt muticiés hatdsok mérésére szolgal.
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A teszttorzsek a hisztidin-operon moddositdsan kiviil olyan mddositdsokat
tartalmaznak, amelyek megkonnyitik a his-auxotroéf sejtek kiszelektdlasat (pl.
antibiotikumrezisztencia) és az érzékenységét (lipopoliszacharid réteg képzésének
hidnya) is. Az érzékenységet noveli, hogy a torzsek DNS javit6 mechanizmusa

hianyzik.
Erzékenyséqg a mutagén hatdsokra

A hisztidinoperon  kiilonb6z6 pontjain az egyes torzsek kiilonb6zd
modositdsokat (hisD, hisG, hisC moédositds helye a hisztidin génjén) tartalmaznak,
ezeket is mutdcioval idéztékeld, majd a tesztben a mutagén hatdsra ezek vissza
mutalédnak (= revertdlédnak), az eredeti modositds azonban meghatdrozza azt is, hogy
a torzs milyen tipusi mutagén hatdsra lesz érzékeny (pontmutécid, kereteltolddas).A
hisztidinoperonon elvégzett modositdsok helyei tn. hotspotok olyan helyek, amelyek
nem tdl stabilak, gyenge pontok, igy itt gyakori a muticié, normadlis sejtnél a ,,beépitett

javité mechanizmus” itt gyakran dolgozik.

Ames-teszthez sziikséges tdpoldatok elkészitése

Minimadl gliikoz agarlemez készitése

Osszetevék 1000 ml-re szamitva:

—914 ml desztillalt viz

—17 g agar

—20 ml 50X Vogel-Bonnersé oldat

=50 ml 40 %-os gliikéz oldat

Elkészitjiik az agart a desztillalt vizzel és sterilezziik. Az 50X Vogel-Bonnersé oldatot,
a 40%-os gliikéz oldatot kiilon sterilezziik, és a Petri-csészére vald kiontés elott adjuk
hozz4 a forré, de nem 100°C-os agarhoz. Ugyeljiink a sorrendre (1. 50X V-B séoldat, 2.
40%-os gliik6z oldat)! Ezutdan ha megszilardul az agar,mar nem lehet vissza olvasztani,

mert a gliilkéz bomldsnak indul és az agar megbarnul.
Top agar

0,6 % agar és 0,5 % NaCl-.ot tartalmaz, sterilezés utdn 10 ml His/Bio oldatot adunk 100

ml top agarhoz.
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50X Vogel-Bonnersooldat

—670 ml desztillalt viz

—10 g MgS0,4.7H,0

—100 g Citromsav monohidrat

—500 g K,HPO4

—175 g NaHNH4PO,.4H,0

A készitésnél a sokat ebben a sorrendben adjuk a desztilldlt vizhez folyamatos

kevergetés és dvatos melegités mellett.

S9 mix 50 ml

-2-5ml S9

-1 ml MgCl,-KCl oldat

-0,25 1M-os gliikk6z-6-foszfat oldat

-2 ml 0,1 M-os NADP

-25 ml 0,2 M-os foszfat puffer pH 7.4

50 ml-re kiegészitjiik steril desztillalt vizzel

MgCl-KCl oldat 500 ml

—61,5 g KCl

—40,7 g MgCl, 6H20

1 M-osgliikoz-6-foszfat oldat 2,82 ¢/10 ml desztillalt viz
0,2 M-osfoszfdt puffer pH 7.4

—60 ml 0,2 M-0s0,2 M-os NaH,PO4H,0 (13,6 g/500 ml)
—440 ml 0,2 M-os Na,HPO4(14,2 g/500 ml)

NADP oldat 383 mg NADP/5 ml desztillalt viz
Ampicillin oldat ampicillin trihidrat 0,8 g/ 100 ml 0,02 M-os NaOH
Tetraciklin oldat 8 mg tetraciklin/ 1 ml 0,02 M-os HCI
Kristalyibolya oldat 0,1 g/100 ml
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Ames-teszt menete

1. 1épés: lemezontés — teszt vegyiilet 0,1 ml; metabolikus aktivicié: S9 mix 0,05
ml; Salmonella teszttorzs 0,1 ml (kb.: 108 €16 sejt); 2 ml 45 °C-os Top agar —
minimal gliikkéz agar

2. 1€épés: inkubdci6 — 37 °C-on 48-72 6ran at, fénytdl védve

3. 1épés: telepszamlalas — az inkubdcids idO letelte utdn megszdmoljuk a kindtt
telepeket

4. 1épés: eredmények értékelése

Teszt torzsek

TA-98 és TA-100 hisztidin auxotr6f Salmonella typhimurium LT-2 mutédns
torzsek, a teszt torzsek genotipusat Maron és Ames szerint ellendriztiik.
Negativ kontroll: 0,05-0,05 ml dimetil-szulfoxid
Pozitiv kontroll: TA-98 és TA-100 teszter torzsnél +S9 mix aktivalas esetén 2ug/lemez
2-aminoantracént tettiink az elegybe; —S9 mix aktivélds nélkiil: a TA-98 teszter torzsnél
2ug/lemez Natrium-azidot, a TA-100 teszter torzsnél 4ug/lemez 4-Nitro-o-
feniléndiamint hasznaltunk.
Sterilitasi kontroll: Az ivovizminta extraktumok legnagyobb dézisat, az S9-mixet, az
extrakcidra haszndlt oldészer 1égszaraz maradékdnak DMSO oldatit (“vak™) a
mutagenitasi teszteléssel megegyezden eljarva sterilitasra ellendrizziik.
A vizminta extractum tesztelése (praeinkubacios teszt): 2-3 iiveg kémcsébe
szobahOmérsékleten 0,50-0,50 ml S9 mixet (vagy puffert) 0,10-0,10 ml baktérium
tenyészet szuszpenziodt, 0,50-0,50 ml vizminta extractum dimetil-szulfoxidos higitasat
(vagy oldoészert) mértiink. Az elegyet 30 percig razattuk 37°C-os vizfiirdében, majd
szobahOmérsékleten 2,0-2,0 ml 45°C-os top agart mértiink a kémcsévekbe. A homogén
elegyet minimal agar lemezre Ontéttiik, a tiplemez feliiletén egyenletesen eloszlattuk. A
top agar lemezeket a megdermedés utdn 37°C-on inkubdltuk 48-70 6rdn keresztiil. A

revertans telepeket megszamoltuk Domino automata képanalizatorral (Perceptive
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Instruments Ltd., Halstead, Essex, UK). A hattérnovekedést tizszeres nagyitdsu

objektivvel ellendrizziik.

3.5.2 Az eredmények statisztikai-matematikai elemzése és a mutagenitasi

teszt értékelése

A regresszids egyiitthatdk, a regresszids dllanddk, a korrelacids koefficiensek és
a Student féle kétoldalu t-teszteket egy fx-7500gG kalkuldtor segitségével szamoltuk
ki.Az adatsorokbdl szdrmaz6 atlagokat és standard hiba értékét minden koncentracid
csoportban kiszdmoltuk és ANOVA teszttel hasonlitottuk dssze, a szignifikancia szintje

p<0.05 volt.

Pozitiv mutagén aktivitdasrol akkor beszélhetiink egy vizsgdlt anyag esetében, ha:

1. A revertans baktériumok szdma legaldbb hirom egymdst kovetd higitdsban
emelkedik.

2. A legkisebb higitisban a baktériumok szdma a kontollhoz viszonyitva legaldbb a
kétszeresére emelkedik.

3. Revertdns baktériumszdm €s a vizminta extraktum adagja a statisztikai matematikai
Osszefiiggés elemzés szerint: linedris regressziot, korrelaciét ad. A korreldcios
egyiitthat6 a Student-féle kétoldald t-prébaval szdmitva t-eloszlast mutat.

4. A vizsgélathoz haszndlt teszter torzsek genotipusa megfelel Ames lefrdsanak (Maron
& Ames, 1983).

5. A vizsgélati vizminta steril.

6. A vizsgélati vizminta nem toxikus.

3.5.3 Apoptozis vizsgalat

A sejtrendszerek miikodését szabdlyoz6 egyik legfontosabb mechanizmus a
program szerinti sejthaldl, az apoptézis. Ez tdvolitja el a feleslegessé valt vagy a
karosodott sejteket, megakadalyozva tobbek kozott azt, hogy a genetikai allomanyokban
hibat hordoz6 sejtek szaporodjanak. Minden olyan tényezd, amely az apoptdzis ellen

hat, potencidlisan a daganatkeletkezést eldsegitonek tekinthetd, hiszen a sejthalél
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elmaraddsaval megnd az esélye annak, hogy a sejtek génhibdikkal egyiitt
felhalmozdédjanak.

Az apoptozis jelensége mar régoéta ismert, morfoldgiailag igen hasonld lehet a
nekrézis sordn megfigyelt piknézishoz, de a nekrézistdl vald elkiilonitése alig négy
évtizedes. Morfologiai jellegzetességei kozé tartoznak: a citoplazma kitliremkedések
(blebek) megjelenése, a sejt zsugoroddsa, a kromatin zsugoroddsa, a kromatin
kondenzicidja a sejtmag membran mentén (marginizacid), a lebontott sejtkomponensek
membranokba csomagoldsa (apoktotikus testek). Metszetekben HE-festéssel elsdsorban
az utobbiakat lehet j6ol megfigyelni. Az apoptotikus sejt maradvanyait a kodrnyezo
makrofagok vagy parenchyma sejtek bekebelezik, lebontjdk anélkiil, hogy a sejt
alkotérészek a kornyezetbe keriilnek. Ezért a nekrotikus sejtekkel ellentétben az
apoptozis nem valt ki gyulladast, bar a fagocitidlé sejteket aktivdlhatja, és igy az
immunrendszert stimuldlhatja. Ha az immunrendszer erdsebb, akkor a nekrdzishoz
hasonl6 jelenségek is felléphetnek: sejtduzzadds, a sejt membran korai karosoddsa
(mésodlagos nekrozis). Feltételezések szerint az apoptozis és a nekrdzis bekovetkeztét
az hatdrozza meg, hogy a sejtpusztulds programjdhoz elegendé ATP all-e rendelkezésre.
Ha igen, akkor apoptdzis kovetkezik be: a sejtmembran €s a sejtorganellumok egy ideig
még milkodoképesek, ha nem, akkor nekrozis 1ép fel: a sejtmembrdn karosoddsa
nyomdn az elhalt sejt alkotorészei a kornyezetbe jutnak, ami a gyulladdsos sejtek

megjelenését provokalja (Kopper, 2003).

3.5.4 Felhasznalt sejtek

A periférids lymphocytdkat harom, nemdohdnyz6 25-32 évkozotti egészséges
felnott férfibol nyertiik venipunktirdval, K-citrat tartalmu fioldk segitségével; a kinyert
vér egy oran beliil felhaszndldsra keriilt. A mononucledris sejteket Boyum altal leirt
mddszer szerint szepardltuk (Boyum 1968). A lymphocytdkat Biirker kamra
segitségével szdmoltuk és 24-lyukas Greiner (Kremsmiinster, Austria) plate-ekre
helyeztiik RPMI 1640 médiumban (Sigma-Aldrich, Magyarorszdg). A sejtek szdma a

plate-re helyezéskor 5x10 >/ml volt.
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3.5.5 Alymphocyta sejtkulturak vizsgalata

A kiilonbozd kezeletlen és kezelt vizmintdkb6l szadrmazd  tisztitdsi
melléktermékeket inkubdltuk a lymphocytdkkal, egy 6rdaval a kultirdk létrehozasat
kovetden. Kontrollként DMSO szolgdlt. A kisérleteket a kezelés kezdetétdl szamitott 6t

6ra mulva befejeztiik.

3.5.6 Flow-citometria

A kisérletek végén a lymphocytdkat —20 °C-os 70%-os etanolban fixdltuk 24"
oran keresztiil. A lymphocytdkon végzett Flowcitometria (DNS tartalom meghatirozas)
FACScan flow cytométerrel tortént (Becton-Dickinson, Mountain View, CA, USA),
Macintosh Quadra computer és Cellquest adatelemzd software felhaszndldsaval. Az
apoptotikus sejtek szamat és a sejtciklus vizsgdlatit Modifit software segitségével
végeztiik. A sejtek szuszpenzaldsat Schuler et al. szerint végeztiik(Schuler et al., 1994).
Roviden, az etanol fixdlds utdn az internukleoszémdlisan fragmentdlt DNS-t
eltavolitottuk az apoptétikus sejtekb0l RNazzal kiegészitett citrat pufferben (pH=7.8),
majd a DNS tartalmat flow-cytometridval hataroztuk meg. Minden koncentraci esetén

a kontroll és harom kisérleti minta keriilt mérésre.

3.5.7 Comet-teszt

Lényegileg sejtszintli elektroforetikus vizsgélat egyes €s kettds szdlu DNS-torések
identifikdlasdra. ElIs6 1épésként a kezelt lymphocytdkat is tartalmazé sejteket
centrifugdval  bestritettik, majd agarézba (Sigma-Aldrich, Magyarorszag)
szuszpenddlva ,,szendvicsbe” d4gyaztuk. Fontos az agaréz slrliségének megfeleld
bedllitasa, hogy benne, miutdn megszildrdult, az apoptdzisra jellemzd 2-300kbp-nyi
fragmentek, amik a jellegzetes apoptotikus 1étrat is adjak, az elektroforézis sordn
vandorolni tudjanak, de a nagyobb DNS darabok, amik apoptézisra nem
patognomikusak, méretiiknél fogva ne tudjanak bedgyazott helyiikrél elmozdulni.
(Ajanlasokat kovetve 0,5%-os LMP agar6zt hasznéltunk.) A sejtmembran lizdldsara

azért van sziikség, mert apoptdzis sordn a membranok intaktak maradnak, szemben a
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nekrézissal. A lizdlashoz az oldat tritont tartalmaz (NaCl, EDTA, Tris, DMSO, Triton),
a folyamat 4°C-on, sotét helyen, 16rdn &t tart. Az elektroforézis 15percig, 300mA-rel,
25V-on torténik. Ezutdn torténik a festés EtBr-dal, majd a fluorescens vagy confocalis
mikroszkopos értékelés. A jellegzetes apoptotikus sejt leginkdbb egy iistokoshoz
hasonlithatd, melynek csdvdja tartalmazza a megfestett, fluoreszkdl6 DNS-

fragmenteket.

COMET-teszt

T T ST Agardzba dgyazott

] — sejtek

. In situ sejt membran
DNS “unwinding” lizis l

!
Elektroforézis @ll DR e e e S e |I @

4
Festés ethidium- II_. - o % o+ o Fow ‘
&, bromiddal

Kiértékelés: fluorescens
mikroszképpal

10. abra. A Comet teszt sematikus bemutatdsa

3.6 Invivo vizsgalatok

3.6.1. Allatok tartasa és kezelése

Az AB zebraddni6 torzset haszndltuk vizsgdlataink sordn (11. dbra). A felnott
halakat 25°C-on, 7.0 £ 0.2pH-n tartottuk, a viz vezetéképessége 525+50 uS volt és 14
Oras nappali, ill. 10 6rds éjszakai megvilagitdsi ritmust alkalmaztunk. A halakat

vizvisszaforgatd rendszerrel ellatott tartdlyokban tartottuk a kisérletek eldtt (Zebtec,
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Tecniplast S.p.a., Olaszorszdg). A halakat naponta kétszer etettiik egy kifejezetten nekik
késziilt teljes értékii tdppal (SDS Small Gran, Dietex International Limited Special Diets
Services G.B.) igény szerinti mennyiségben, illetve heti két alkalommal frissen kelt
artemia larvat (Artemia salina, sordk, 11. dbra) is kaptak az dllatok. Az alkalmazott
protokoll a hatdlyos magyar és intézményi torvényeknek és jogszabdlyoknak megfelelt

(22.1/518/003/2008).

11. abra. A kisérletek sordn haszndlt zebraddni6 (Danio rerio, balra; forrds: SZIE,
Halgazdélkodasi Tanszék) és a legfébb tdpanyagforrasuk a a kisérletek sordn, a sérdk
naupliusza (Artemia salina, jobbra; (forras: SZIE, Halgazdalkodasi Tanszék)

3.6.2 AKkut toxicitas vizsgalat

Az LCsy értékét az OECD iranymutatisoknak megfeleléen hatdroztuk meg
(OECD, 1992), amely a halakra vonatkozé akut toxicitasi tesztek leirdsat tartalmazza.
Az altalunk vizsgélt két anyag az EBA €s a DFA (12. dbra) eldzetes viszgdlatok alapjan
keriilt kivdlasztisra. A torzsoldat 1000 mg/l volt. A ddézis-hatds Osszefiiggést leird
fliggvények illetve a hozzdjuk kapcsolédd R? értékek a kovetkezdek voltak: DFA:
y=94.538 Ln(x)-277.77 R? =0.95; EBA: y= 72.135 Ln(x)-180.38 R? =0.80.Az R’
négyzet értékaz eredmény megbizhatésdgat adja meg. Azt jelenti, hogy a kapott
eredmények (az adott koncentracidhoz tartozé elhullasi ért€kek) a szdmolt
egyenesre/gorbére (dozis-hatds gorbe vagy egyenes) mennyire illeszkednek. Tehat
minél nagyobb az R négyzet érték, anndl pontosabb az eredményiink.Semi-statikus
tesztként az oldatokat 48 O6rdnként cseréltiik. A halakat 96 6ran keresztiil inkubaltuk az
adott vizsgdlandd anyagban. Az elpusztult dllatokat a 96 6ra leteltével szamoltuk, és
meghatdroztuk azt a koncentraciét, amely éppen a halak 50%-at pusztitotta el (LCs).

Az esetlegesen el6forduld és megfigyelhetd lathaté elvéltozdsokat feljegyeztiik (e.g.
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egyensulyvesztés, uszdsi viselkedés, 1égzofunkcidk épsége, pigmenticio, stb.). A pH, az

oldott oxigén és homérsékleti értékeket naponta mértiik.

NH,

~0

F
12. abra. A 4-etilbenzaldehidEBA (bal) és a 2,4-difluoroanilinDFA (jobb oldal) kémiai szerkezete
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3.6.3 A zebradaniok kezelése

A haltenyészeteket egymdstdl fiiggetleniil kezeltiik minden hatdéanyag két
kiillonbozé koncentricidjaval, dupla csoportokban. A kisérletekben alkalmazott
oldatkoncentraciok a kovetkezdek voltak: 2.5 mg/l €s 5 mg/l EBA ill. 5 mg/l és 10 mg/1
DFA. Az alkalmazott koncentraciokat in situ alkalmaztuk, a kordbban meghatarozott
szubakut LC10 érték alatt (Id. LC50 meghatarozés). A kontroll csoportokat — szintén
dupla csoportokban — EBA és DFA mentes médiumban tartottuk. Minden kisérleti és
kontroll csoportban 25 felndtt hal volt, nemre tekintet nélkiil, a halak denzitdsa a
tartéedényben pedig 0.4-0.5 g/l volt (13. dbra). Altaldnossdgban elmondhaté, hogy egy
adott kisérleti elrendezés sordn a halak denzitdsa nem darabszdm alapjan kertiil
megallapitasra. A szabvanyositott (ISO vagy OECD) (nagy)halas tesztekben (ahol nem
embridkat haszndlnak) 4ltaldnosan haszndljdk a g hal/liter értéket a kisérlet
bedllitdsakor. A szabvanyositott teszteknél a maximalis halasitdsnak 1g hal/ liter érték
alatt kell lennie. Ez a telepitési mutatd a halas kisérleteknél dltalanosan elfogadott. A
halakat a telepités eldtt csoportosan megmértiik igy kaptuk az értéket. Egyébként egy

feln6tt zebradanié atlagosan 0,3-0,4 g.

] I
| I
DFA i EBA i Control
| I
| 1
DEA #1 i EBA#1, i Control #1
n=25; | N=25; i
’ 1 1 n=25
l :
1 I
DFA #2 i | EBA#2, i | Control #2
n:25; : n=25; :
2.5mg/L \ | smg/L | n=25
1 I
! :
1 I
1 I
1 1

13. abra. Az egyes halcsoportok kezelési kondicidinak egyszeriisitett sémdja
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Az oldatokat 96 oranként cseréltiik; a halakat naponta kétszer etetjiik egy kifejezetten
nekik késziilt teljes értékii tappal (SDS Small Gran) igény szerinti mennyiségben, ezt a
tdpos etetést egészitjiik ki hetente kétszer frissen keltetett soérdk larvakkal (sorak,
artemia salina). A vizet nem levegoztettiik, a kisérletek alatt a viz oxigén-telitettségi
értéke végig 80% folott volt. A halak viselkedését naponta kétszer regisztraltuk, majd
hetente minden csoportb6l két halat tovabbi vizsgdlatok végett eltavolitottunk, és
feldolgoztunk. Eutandzia el6tt a halakat MESAB (0.4% Trikain Metaneszulfonat, 1%
Na,HPO, 10% Hanks’ oldatban) felhasznalasaval anaesthetisaltuk.

3.6.4 Zebradanio szovettan

A halakat 4%-os, PBS-ben oldott paraformaldehid oldatban fixaltuk 24-48 6ran
keresztiil, majd PBS mosast kovetden felszallé alkohol sorban és xilolban dehidraltuk,
végiil paraffinba dgyaztuk. A halakat sagittalis sikban elvagtuk a kozépvonaltdl kissé
laterdlisan, majd minkét halrészbdl 4-6 um vastag metszeteket készitettiink. Az igy
késziilt metszeteken a szoveti alkotéelemeket klasszikus hematoxilin-eozin (HE) ill.

Kongévords (CR) festéssel, vagy PAS-reakcidval (Periodic Acid-Schiff) vizualizaltuk.

3.6.5 A viztisztitasi melléktermékek okozta zsiros majkarosodas

kvantitativ vizsgalata digitalis mikroszkdpiaval

A két vizsgalt DBP molekula, az EBA és DFA méjra gyakorolt hatdsat digitalis
mikorszkopidval vizsgdltuk. Roviden, automata képanalizist alkalmaztunk a
hepatocytdkban végbemend zsiros degenerdcié meghatarozdsahoz és kvantifikacigjahoz
(Mulrane et al., 2008).Mindegyik DBP estében két koncentraciét alkalmaztunk (2.5 és 5
mg/l az EBAesetében €s 5ill.10 mg/l DFAesetében). A hematoxilin-eozin festéssel
késziilt zebraddnié-mdj metszetekrdl digitdlis (optikai) metszetfelvételeket készitettiink.
Ezek a digitdlis metszetek alkalmasak arra, hogy a megfeleld6 mikroszképos
informdcidkat kinyerjiik beldliik, bairmekkora nagyitdson, tovdbb4 rendkiviil konnyli a
tdjékozodas rajtuk, az adott struktirdk jelolhetéek, és pontos mérések végezhetdek a
metszeten. A digitdlis formédban tarolt adatokbdl lehetséges tovabbi szegmentacid is,

akdar szinre, akdr szin-intenzitdsra, vagy az adott objektumok formdjara vonatkozoéan.
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Tovabbi elonye a mddszernek, hogy rendkiviil j6 mindségliek az ilyen formdban térolt
szovettani képek, és a kvantifikdcié az egymdst kovetd mintdkon automatikusan
elvégezhetd. Az értekezésben bemutatott vizsgalatokat a 3DHISTECH 4altal kifejlesztett
PANNORAMIC rendszerrel végeztiik. (Krenacs et al., 2010). Mindkét koncentracio
alkalmazdsa sordn két-két csoport halat vizsgéltunk az adott kisérleteknél jelzett
iddtartamig.A kontroll csoportba tartoz6 halakat EBA és DFA mentes médiumban
tartottuk. A mintaként kivalasztott halak majabol véletlenszertien vélasztottunk ki
teriileteket, melyeket a megfeleld szovettani elokészités utdn 450x-es nagyitdson
vizsgaltunk, a szovettani képet digitdlisan rogzitettiikk, majd a nem-festett lipid-cseppek
altal elfoglalt teriileteket - szintén digitdlis képanalizist kovetéen —kvantifikdltuk a

hepatocytdkban.
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4. Eredmények

4.1 A vizmintak Kklor- , 6zon- és szerves széntartalmanak mérési eredménye

A klér adag 0,5 g /m3 és az alkalmazott kontaktus ideje legalabb 30 perc volt.

A fertdtlenités (oxidalds) sordn az 6zon (Os) adag: 0,75g /m3, a kontaktus ideje pedig 7
perc volt. A vizben 0,04 g Os/l koncentracié maradt a kontaktus 1d0 végén.

A nyers, kezeletlen viz 2,56-3,95 mg/Iszerves szénvegyiileteket tartalmazott, a kezelt
viz pedig 1,91-2,90 mg/l szerves szénvegyiileteket tartalmazott. Ezek az értékek a nyers
vizben mintegy kétszeresen-, a kezelt vizben majd’ masfélszer nagyobbak voltak, mint

az ajanlott 2 mg/l érték.

4.1. In vitro vizsgadlatok I.:Kezeletlen vizminta mutagén aktivitasa

A kezeletlen vizminta adag és a revertdns baktériumszdm vizsgalati adatai
Serdolit PAD III. gyantaoszlopon, TA-98 és TA-100 teszter torzs esetén, aktivalas
nélkiil és aktivdlassal az 3. és 4. tdblazatban l4dthatok. A mutagén aktivitas Osszefoglald
értékelése a TA-98 teszter torzsnél a 11. tablazatban, a TA-100 teszter torzsnél a 12.
tdblazatban szemlélhetd.

Az emlitett tdbldzatok adatai szerint a kezeletlen kitviz a TA-98 teszter torzs
esetén a Serdolit PAD III. gyantaoszlopon tortént koncentrdldssal aktivalds nélkiil, ill.
aktivdlassal sem mutagén.

A TA-100 teszter torzsnél azonban aktivdlassal mutagenitds mutathaté ki. A
revertans baktériumszam €s a vizminta adag kozott linedris regresszids Osszefiiggés,
igen szoros korreldcié van. A vizmintdk a pozitiv mutagén aktivitds kritériumait
kielégitik.

A vizminta adag és a revertins baktériumszam vizsgélati adatait Amberlite
XAD-2 gyantaoszlopon a TA-98 és a TA-100 teszter torzseknél aktivdlds nélkiil és
aktivdlassal a 5. és 6. tablazat tartalmazza. A mutagén aktivitds Osszefoglalo értékelését
a TA-98 teszter torzsnél a 11. tabazatban, a TA-100 teszter torzsnél a 12. tdblazatban

mutatjuk be.
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Az emlitett tdblazatok adatai szerint a kezeletlen kutviz a TA-98 teszter torzsben
Amberlite XAD-2 gyantaoszlopon torténd koncentralds utdn mutagén mind aktivalas
nélkiil, mind aktivdldssal, szemben a Serdolit PAD III. gyantaoszlopon tortént
koncentraldssal, ahol sem aktivalds nélkiil, sem aktivdldssal nem mutatkozott mutagén
hatés.

A TA-100 teszter torzsben a vizminta azonban csak aktivéldst kovetden indukalt
mutagenitast, mind Amberlite XAD-2, mind Serdolit PAD III. gyantaoszlopokon tortént
koncentraldst kovetden. A vizminta adag és a revertans mutagén baktériumszam kozott
linearis regresszio, igen szoros korreldcié van. A vizmintdk a pozitiv mutagén aktivitas

feltételeinek megfelelnek (13.4bra).

Vizminta Revertans baktériumok szama Atlag
(1/lemez)
TA-98/ -S9 Mix
0,00%* 31 37 34 34
0,09 34 40 37
0,28 38 39 38
0,83 42 39 41
2,5 39 38 39
TA-98/ +S9 Mix
0,00* 51 56 40 49
0,09 46 51 49
0,28 59 55 57
0,83 56 61 59
2,50 75 69 72
3. tablazat. A kezeletlen csdpos- kitviz mutagén potencidljanak vizsgilati adatai SERDOLIT PAD-III.
tolteti gyantaoszlopon TA-98 bakériumtorzs esetében, —S9 Mix: aktivdlds nélkiil, +S9 Mix:
akivalassal. 0,00*: Negativ, olddszeres kontroll
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Vizminta Revertans baktériumok szama Atlag
(1/lemez)
TA-100/ -S9 Mix
0,00%* 171 153 143 156
0,09 154 161 158
0,28 184 178 181
0,83 175 182 179
2,5 189 153 171
TA-100/ +S9 Mix
0,00* 177 201 199 192
0,09 191 212 202
0,28 278 222 250
0,83 523 556 540
2,50 1020 937 979

4. tablazat. A kezeletlen csépos- kiitviz mutagén potencidljanak vizsgélati adatai SERDOLIT PAD III.
toltetli gyantaoszlopon TA-100 baktériumtorzs esetében, —S9 Mix: aktivalds nélkiil, +S9 Mix:
akivélassal. 0,00*: Negativ, oldészeres kontroll

Vizminta Revertans baktériumok szama Atlag
(1/lemez)
TA-98/ -S9 Mix
0,00* 31 37 34 34
0,09 52 38 45
0,28 78 63 71
0,83 45 27 36
2,5 30 26 28
TA-98/ +S9 Mix
0,00%* 51 56 40 49
0,09 66 60 63
0,28 91 107 99
0,83 167 141 154
2,50 93 102 98

5.Tablazat. A kezeletlen csdpos- kitviz mutagén potencidljanak vizsgélati adatai AMBERLITE XAD-
2 toltetli gyantaoszlopon TA-98 bakériumtozs esetében, —S9 Mix: aktivalds nélkiil, +S9 Mix:

akivélassal. 0,00*: Negativ, oldészeres kontroll
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Vizminta Revertans baktériumok szama Atlag
(I/lemez)
TA-100/ -S9 Mix
0,00%* 171 153 143 156
0,09 219 210 215
0,28 103 127 115
0,83 78 84 81
2,5 43 60 52
TA-100/ +S9 Mix
0,00* 177 201 199 192
0,09 241 265 253
0,28 391 398 395
0,83 542 603 573
2,50 201 199 200
6. tablazat. A kezeletlen csdpos- kitviz mutagén potencidljanak vizsgalati adatai AMBERLITE XAD-
2 toltetli gyantaoszlopon TA-100 baktériumtorzs esetében, —S9 Mix: aktivalas nélkiil, +S9 Mix:
akivalassal. 0,00*: Negativ, olddszeres kontroll

4.2. In vitro vizsgadlatok II. A kezelt vizminta mutagén aktivitasa

A kezelt kitviz adag €s a revertans baktériumszam vizsgalati adatat a Serdolit PAD-III.
gyantaoszlopon a TA-98 és a TA-100 teszter torzsnél aktivalas nélkiil és aktivalassal az
7. és 8. tabldzat mutatja. A TA-98 teszter torzsre vonatkozé 0sszefoglaldst a 11. tdblazat
és a TA-100 teszter torzset illetden a 12. tdblazat tiinteti fel.

A kezelt kitviz a TA-98 teszter torzsnél a Serdolit PAD III. gyantaoszlopon tortént
koncentraldst kovetden aktivdlds nélkiil, és aktivdlds utdn sem mutatott mutagén
aktivitast (7. és 11. tablazat). Ugyanakkor az Amberlite XAD-2 gyantaoszlopon tortént
koncentracié utdn aktivélds nélkiil és aktivalds utdn is mutagén hatdst észleltiink (9. és
12. téblazat).

A TA-100 teszt torzs esetében a Serdolit PAD III. gyantaoszlopon tortént koncentralast

kovetden a vizminta extrakcié utdn csak aktivaldssal valtott ki pozitiv mutagén hatdst
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(8. és 12. tablazat). Amberlite XAD-2 gyantaoszlopon tortént koncentrdlds utdn a minta
mind aktivdldssal, mind aktivdlas nélkiil mutagén hatdssal rendelkezett (10. és 12.
tablazat).

Mindezek alapjan a kezelt vizmintdkbdl szarmazo viztisztitasi reakcidomelléktermékek

az altalunk vizsgalt viz esetében mutagénnek bizonyultak (14.4bra).
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Vizminta Revertans baktériumok szama Atlag
(I/lemez)
TA-98/ -S9 Mix
0,00%* 31 37 34 34
0,09 35 29 32
0,28 38 33 36
0,83 33 34 34
2,5 35 36 36
TA-98/ +S9 Mix
0,00%* 51 56 40 49
0,09 50 53 52
0,28 49 53 51
0,83 68 44 56
2,50 79 78 79

7. Tablazat. A kezelt csdpos- kitviz mutagén potencidljanak vizsgalati adatai
SERDOLIT PAD-III. toltetli gyantaoszlopon TA-98 bakériumtorzs esetében. 0,00%:
Negativ, oldészeres kontroll

Vizminta Revertans baktériumok szama Atlag
(1/lemez)
TA-100/ -S9 Mix
0,00%* 171 153 143 156
0,09 186 179 183
0,28 147 197 172
0,83 160 174 157
2,5 168 191 180
TA-100/ +S9 Mix
0,00* 177 201 199 192
0,09 198 188 193
0,28 194 161 178
0,83 241 230 236
2,50 488 512 500

8.Tablazat. A kezelt csapos- kitviz mutagén potencidljanak vizsgélati adatai

SERDOLIT PAD III. toltetli gyantaoszlopon TA-100 baktériumtorzs esetében, —S9
Mix: aktivalds nélkiil, +S9 Mix: akivdldssal. 0,00*: Negativ, oldészeres kontroll
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Vizminta Revertans baktériumok szama Atlag
(1/lemez)
TA-98/ -S9 Mix
0,00%* 31 37 34 34
0,09 43 32 38
0,28 36 28 32
0,83 40 33 37
2,5 69 75 72
TA-98/ +S9 Mix
0,00* 51 56 40 49
0,09 59 64 62
0,28 64 71 68
0,83 69 77 73
2,50 124 136 130

9.Tablazat. A kezelt csapos- kiitviz mutagén potenciédljanak vizsgélati adatai
AMBERLITE XAD-2 t6lteti gyantaoszlopon TA-98 bakériumtozs esetében, —S9 Mix:
aktivalas nélkiil, +S9 Mix: akivalassal, 0,00*: Negativ, oldészeres kontroll

Vizminta Revertans baktériumok szama Atlag
(I/lemez)
TA-100/ -S9 Mix
0,00%* 171 153 143 156
0,09 207 214 211
0,28 201 171 186
0,83 294 323 309
2,5 417 397 407
TA-100/ +S9 Mix
0,00* 177 201 199 192
0,09 152 160 156
0,28 155 182 169
0,83 291 335 313
2,50 472 469 471

10.Tablazat: A kezelt csdpos- kitviz mutagén potencidljanak vizsgalati adatai
AMBERLITE XAD-2 toltetli gyantaoszlopon TA-100 baktériumtorzs esetében, —S9
Mix: aktivalds nélkiil, +S9 Mix: akivdldssal. 0,00*: Negativ, oldészeres kontroll
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SERDOLIT PAD III GYANTAOSZLOP

AMBERLITE XAD-2 GYANTAOSZLOP

KEZELETLEN VIZ KEZELETLEN VIZ
S9-Mix - + - +
aktivalas
Szamitasok
paraméterei
A - - 33,77 52,98
B - - 130,60 125,91
y _ _ y=33,77+130,60%x | y=52,98+12591%x
r - - 0,94 0,97
p - - <0,01 <0,001
KEZELT VIZ KEZELT VIZ
S9-Mix - + - +
aktivalas
Szamitasok
paraméterei
A - - 53,38 24,24
B - - 30,25 18,77
y ; ; y=53,38+30,25%x y=2424+18,77%x
r - - 0,97 0,97
p - - <0,001 <0,001
11. Tablazat: A kezeletlen és kezelt viz mutagén aktivitdsanak osszefoglald értékelése a TA-98 teszter
torzsnél
Betiijelolések:

y=A+B*x, ahol y a revertdns baktériumszam,
“A” aregresszi6s dllando,
“B” a regresszids egyiitthatd,

“x” a vizminta (I/lemez),

“r” korreldcids egyiitthatd,
“p” a szignifikancia szint.
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SERDOLIT PAD III GYANTAOSZLOP AMBERLITE XAD-2 GYANTAOSZLOP
KEZELETLEN VIZ KEZELETLEN VIZ
S9-Mix - + - +
aktivalas
Szamitasok
paraméterei
A - 193,56 - 3,14
B - 322,54 - 35,31
y - y=193,56+322,54%*x - y=3,14+35,39%x
r - 0,99 - 0,88
p - <0,001 - <0,01
KEZELT VIZ KEZELT VIZ
S9-Mix - + - +
aktivalas
Szamitasok
paraméterei
A - 125,84 192,10 155,73
B - 148,32 90,10 131,11
y - y=125,84+148,32*x | y=192,18490,10*x | y=155,73+131,11*x
r - 0,99 0,93 0,97
p - <0,001 <0,01 <0,001

12. Tablazat: A kezeletlen és kezelt viz mutagén aktivitasanak 6sszefoglal értékelése a TA-100 teszter
torzsnél
Bettijelolések:

y=A+B*x, ahol y a revertdns baktériumszam,
“A” aregresszi6s dllando,

“B” aregresszids egyiitthatd,

“x” a vizminta (l/lemez),

“r” korreldcids egyiitthatd,

“p” a szignifikancia szint.
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NYERS VizZ

Serdolit Amberlite

73

13. abra. A kezeletlen viz mutagén aktivitdsanak és vizsgalati sémajdnak egyszerisitett bemutatasa.

KEZELT Viz

Serdolit Amberlite

73

14. abra. A kezelt viz mutagén aktivitdsdnak €s vizsgalati sémdjanak egyszer(isitett bemutatasa.
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4.3. In vitro vizsgalatok I11.: Apoptozis indukcio a vizkoncentratumok
higitasi soraval

Az in vitro sejtkultirdban tartott humédn lymphocytdk apoptotikus aktivitasat
mutatjuk be az 13. tdbldzatban kiilonboz6 kezelések hatdsara (DMSO, ill. koncentralt
fertotlenitési melléktermékek (Concentrate of Disinfection Byproducts - CDBP)
valamint koncentralt kezeletlen viz-iiledék (Concentrate of Sediment of Raw Water -
CSRW). A RPMI-1640 médiumban tartott lymphocytakapoptdzisaranyanak kontroll
értéke 4.37 + 2.27 volt. Egyszeri DMSO kezelés megnovelte az apoptotikus sejtek
aranyat (15.4bra).

Ez a novekedés 50ul/ml DMSO mennyiségnél volt szignifikians és 100ul/ml DMSO
értéknél volt a legmagasabb (Id. még 10. dbra). Mivel a kezeletlen viz-iiledék és a
fertotlenitési melléktermékek is DMSO-ban lettek feloldva a tovdbbi vizsgdlatokhoz, a
kapott apoptozis €rtékeket is csak akkor tekinthetjiik szignifikdnsnak, ha meghaladjék a
100ul/ml DMSO kezelésnél kapott értékeket, ill. ezeket is hasonlé koncentracidban
alkalmazzuk. Ezt figyelembevéve mind 100ul/ml CDBP kezelést kovetden, mint pedig
100ul/ml CSRW kezelést kovetden az apoptotikus ardny szignifikdnsan magasabb volt,

mint amit a DMSO kezelés 6namagaban képes volt kivaltani.
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15. abra. Pyknosis (=) ill. karyorrhexis (=>) megjelenése apoptotikus
lymphocytdkban viztisztitdsi melléktermék (CDBP) kezelést kovetéen (100
mg/ml)

Eredményeink azt mutatjak, hogy mind a nyers, tisztitatlan viz, mind pedig a
fertotlenitésen dtesett viztartalmaz olyan anyagokat, amelyek megfelelden magas
koncentraciéban eldidézhetik az apoptdzis index emelkedését, in vitro humén periférids

lymphocytdkban.
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Kezelési méd Koncentracié Apoptotikus index
(ul/ml)
Kontroll (RPMI médium) | 1 ml 437 +£2.27
DMSO 100 22.42 +4.78*
DMSO 50 16.98 + 0.48*
DMSO 25 10.68 + 0.62*
DMSO 12.5 5.04 £1.05
CDBP 100 61.02 £4.18* kR Rk
CDBP 50 35.03 £ 1.56* ok
CDBP 25 13.60 + 0.62*
CDBP 12.5 8.80 £4.41
CSRW 100 44.19 £ 0.76* **
CSRW 50 22.97 +10.47*
CSRW 25 9.82 £0.62
CSRW 12.5 6.32 +2.83

13. Tablazat. In vitro humén periférias lymphocytdk apoptotikus aktivitdsa 5 6ras DMSO, CDBP

ill. CSRW kezelést kovetden.

DMSO: dimetilszulfoxid

CDBP: Koncentrilt fert6tlenitési melléktermékek
CSRW: Koncentrdlt kezeletlen viz-iiledék

* p< 0,05 vs. kontroll;

** p < 0,05 vs DMSO;

*#% p < 0,05 vs CSRW
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4.4.Analitikai  kémiai  vizsgdlatok: szerves mikroszennyezok
azonositasa

A vizmintdkban GC/Ms vizsgadlattal kozel 200 vegyiiletet azonositottunk,
melyek a csatolt mellékletben attekintheték (16.4bra). A kémiai analizis alkalmdval
kapott eredmények alapjan, a taldlt mintegy 200 organikus vegyiiletbdl kémiai
struktdrajuk alapjan kivélasztott 2 anyagot elemeztiink, mivel azok mutagén, apoptdzist
indukdlé illetve carcinogen hatdsa feltételezhetd. A két anyag: a 2,4-difluoroanilin és

a 4-etilbenzaldehid.

File : D:\MOLI\SOTE\KPL68.D

Operator : Dr.Karpati

Acquired ¢ & Apr 101 8:18 am using AcgMethod MAFI
Instrument : 5971 = In

Sample Name: KPL68 (4M 4.oszlop) amberlit xad-2, serva
Misc Info : 4x95,5mLMeOH+10mL hex. extr. lmL-re szilkitve

Vial Number: 5

updance TIC: KPL68.D
PRuBdags ey
1.2e+07
1.1e+07
1e+07 |
9000000
8000000 1
16.55
7000000 |
6000000 |
5000000 - 16l 66
18.47
4000000 | 45 Ct 20.83
158
3000000
159447
2000000
10
: 14.37
1000000 1 m 1 U
ol ———
Mime——> 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00

16. abra. Részlet a vizmintdk GC-MS mddszerreltorténd vizsgdlati jegyzokonyvbol. A listiban tobb

ismeretlen szerves szennyez6hoz tartozé tn. ,,peak” figyelhetd meg.
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4.5.In vitro vizsgdlatok V.: Comet-teszt a CDBP-vel és a két
kivalasztott vegyiilettel: 2,4-difluoroanilin és a4-

etilbenzaldehid

A koncentralt viztisztitasi melléktermékekkel kapott elsé vizsgalatok pozitiv eredményt
hoztak Comet-teszttel huméan lymphoctikon torténd, 5 6ras 100ul/ml CDBP kezelést

kovetden (17.4bra).

17. abra. Comet teszt eredménye kontroll (bal panel) és 5 6ras 100ul/ml CDBPalkalmazasa esetén
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DMSO
kontroll

18. abra Fluoreszcens mikroszkopbdl kifényképezett mintdkat mutat, lymphocytdknak a vizsgdlt
anyagokkal kiilonb6z6 koncentraciékban vald kezelés utan.

4.6. In vitro vizsgadlatok VI.: Apoptozis indukcio a két kivalasztott

vegyiilettel: 2,4-difluoroanilin és a4-etilbenzaldehid

Kisérleteink sordn az alkalmazott doézisok 1-200 mM-ig terjedtek a 2.,4-
difluoroanilin esetében, valamint 0,7-140 mM-ig az 4-etilbenzaldehid esetében.
Megallapitottuk, hogy 2,4-difluoroanilinnel kezelve a sejteket 10 mM felett a hatds mar
cytotoxikus. Apoptozist 1-10 mM doézistartomdnyban észleltiink. Kontrollként az
RPMI-t hasznaltuk, az ehhez korrigélt érté€kek a 19. abran lathatdak.
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Az apoptozis index valtozasa
flowcytométerrel vizsgalva a DFA

emelkedo6 dozisai mellett

mM DFA apoptézis %

=80

70

° 1 12,49 K aRPMI BDFA———
. 5 74,46 % G
. 10 71,26 .
50 18,84 Pl
+ 100 14,8 °
e 200 13,84 ©5 om0

19. abra. DFA apoptozis indexe

4-etilbenzaldehiddel kezelve a sejteket 7 mM felett felett a hatds mar
cytotoxikus, apoptézist a 0,7-7 mM dézistartomanyban észleltiink. Kontrollnak itt
DMSO-t, egy szerves oldoszert hasznaltunk, miutdn az EB RPMI-ben nem oldédik. Az
oldat minden mintdban ardnyosan tartalmazott EB-t é&s DMSO-t. A kontrollal korrigalt
értékek az 20. dbrdn lathatéak. A grafikon értelmezésekor tobb kovetkeztetést is le
tudunk vonni. 1. a DMSO dézisfiiggd apoptdzist okozd hatdssal rendelkezik, 2. A
DMSO még nagyobb doézisokndl sem volt cytotoxikus, tovdbbd az EBAapoptozist
okoz6 dozisanak megfeleld DMSO hatéds viszonylag kicsi, ezért a DMSO kivaloan
alkalmazhaté ebben a kisérleti rendszerben. A ldtszélag paradox negativ értékek
magyardzata az EB cytotoxikus, valamint a DMSO nagyobb koncentraciokndl sem
jelentkezd, hidnyz6 cytotoxikus hatdsaban rejlik.

Az apoptozis index valtozasa
flowcytométerrel vizsgalva EBA emelked6

dozisai mellett
* mM EB apoptézis %

=100
. 07 11,3 = o “°I”
. 35 9732 a] ‘
. 7 934 ° I
35 3545 2
« 70 21,75 o
° 140 24,59 0,7 35 7 e 35 70 140

20. abra EBA apoptézisindexe
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4.7 In vivo vizsgalatok: Zebradanio toxicitas

4.7.1 Az akut toxicitas vizsgalat eredménye

Az adult halas akut toxicitdsi vizsgélatndl a kezelés ddzis-hatds Osszefiiggését
leir6 fiiggvények illetve a hozzdjuk kapcsolédé R? értékek a kovetkezOképpen
alakultak: DFA: y=94.538 Ln(x)-277.77 R? =0.95; EBA: y= 72.135 Ln(x)-180.38 R?
=0.80.

Az EBA-ra vonatkoz6é LCsy érték adult zebraddnid esetén 96 ords Kkitettség
utan:23.49mg/1 volt. A DBA-ra vonatkoz6 LCs érték adult zebradanié esetén 96 Oras
kitettség utdn29.36mg/1 volt.

A kisérlet ideje alatt a tesztre vonatkozé OECD szabvéany dltal meghatdrozott

vizmindségi paraméterek a megadott hatarétékeken beliil maradtak.

4.7.2 Altalanos viselkedésélettani megfigyelések

Mindkét EBA-al kezelt csoportban megfigyeltiikk, hogy a kezelés 3 hdénapos
id6tartama alatt letargikus allapotban voltak, €s nem probdltak meg kitérni a begytijtési
prébalkozasok eldl. Ezen tilmenden azonban nem figyeltiink meg valtozdst a halak

A DFA-al kezelt halak viselkedése jellegzetesen eltért kontroll tarsaikhoz
képest: megvaltozott a domindns Uszdsi mintdzat és szorongdsi viselkedésre jellemzd
mintdzatokat figyelhettiink meg (Blaser et al., 2010). Jellemzd volt erre a csoportra a
gyakori és gyors irdnyvaltoztaté uszds, ami a kontroll csoportokban egyaltalin nem

jelentkezett.

4.7.3. Koérszovettani jellemzés
A kisérletkezdetétdl szamitott 3 hét mulva szovettani elvéltozdsokat figyeltiink

meg a vizsgalt dllatok majaban, veséjében és kiiltakar6jan. A magas-DBP koncentraciét

tartalmazé vizben €16 halaknal (10 mg/l EBA és 5 mg/IDFA), a megfigyelt elvaltozdsok
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mértéke fokozatosan nétt €s a masodik hénapra érte el maximumat. Az alacsonyabb
DBP koncentraciét tartalmazé vizben tartott dllatokndl a megfigyelt koncentracié-fiiggd
elvéltozasok kevésbé voltak konzisztensek és nem mutattak idofiiggést sem (2.5 mg/l

DFA és 5 mg/l EBA).

EBA eldidézte mdj-elvdltozdsok:a méajparenchyma sejtek relativ zsirtartalmaban
és a zsirvaku6lumok eloszldsdban eltéréseket figyeltiink meg a kezelt és kontroll halak
kozott. A kezelt dllatokban a zsirvakuélumok valtozatos méretiiek és alakdak voltak a
kisérletek teljes idOtartamdban a kontrollhoz képest, azonban a megfigyelés végpontjira
a zsircseppek kitoltotték a teljes madjsejt-cytoplasmat (23. 4bra), tovabba a kontroll
allatok madjsejtjeihez képest a sejtek glycogen tartalma csokkent. Ezeket a
megfigyeléseket mind a him, mind a ndstény allatokban megfigyeltiik és hasonlénak
taldltuk. Nem taldltunk azonban hepatocyta megalocytosisra, adenofibrosisra vagy

egyéb hepatocelluléris elvaltozésra utald jelet.

EBA eldidézte vese-elvdltozdsok: A kezelt éllatok disztdlis vesetubulusainak
hamsejtjeiben hematoxilin-eozin festés ill. PAS reakcio alkalmazasaval apr6, PAS
pozitiv vakuélumok felhalmozddésat figyeltilk meg. Piknotikus kromatin kondenzaciot
1s megfigyeltiink ezen sejtek 5-10 szazalékdban. A proximalis tubulusok hamsejteiben

ugyanakkor nagyobb méretli, szupranuclearisan elhelyez6d6 PAS pozitiv cseppecskék

voltak lathatéak, azonban a sejtmagokban nem taldltunk elvéltozast (21. dbra).

21. abra. 3 hénapos EBA-kezelés okozta vese-elvaltozasok. A. Kontroll dllat veséjének nagy nagyitasu
képe. B. A distalis vesetubulusok hamsejtjeiben piknotikus sejtmagok és PAS pozitiv granulumok tlinnek
fel. (HE és PAS reakci6, 300x nagyitas).
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DFA eloidézte mdj-elvdltozdsok:a teljes kisérleti idOtartam alatt diffiz
zsfrosodds volt megfigyelhetd a majsejtekben, jellemzéen apré zsirvakudlumok
megjelenése volt jellemzd. A hepatocytdk glycogen tartalma is jelentésen megndtt a
kontroll allatokhoz képest. Preneopldzia nem volt megfigyelhetd, €s nem tapasztaltunk
kiilonbséget a nemek kozott az elvaltozasok tekintetében.

DFA eldidézte veseelvdltozasok: az EBA vizsgilatok sordn mar megfigyelt

elvaltozasokhoz hasonl6 kérszovettani képet tapasztaltunk.

Sem az EBA sem a DFA kezelt allatok szerveiben nem volt megfigyelhetd
amyloid congo-voros festést alkalmazasaval, tovdbba nem figyeltink meg pre-

neoplézidra vagy tumorra utalé elvaltozasokat sem a kiilonboz6 szervekben.

4.7.4. A viztisztitasi melléktermékek majsejtek zsiros elfajulasara gyakorolt

hatasanak kvantitativ vizsgalata

Els6 1épésben megvizsgiltuk a hasonl6 DBP koncentracionak kitett két
kiilonbozd halpopulacié médjadban megfigyelhetd elvéltozdsokat (hasonlé DFA és EBA
koncentracié; n = 25 hal per populdcié). A hasonlé kezelésnek kitett halcsoportok
kozott nem taldltunk szignifikans eltérést a zsiros elfajuldst mutat6 sejtek mennyiségét
tekintve. (14. tabldzat). Igy, mivel a hasonld kezelést kapott csoportokbdl szdrmazé
adatok nem mutattak szignifikdns kiillonbséget, ezekbdl a hasonlé csoportokbdl
szdrmaz$ adatokat Osszevontuk, és igy vizsgiltuk a két DBP koncentrici6 okozta

elvaltozasok hatasait.
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Kezelés tipusa zsiros degeneracié | P-érték
% -ban kifejezett
értéke
Alacsony 5 mg/l EBA 18.47+2.99
dozis Acsoport
P>0.65
5 mg/l EBA 16.94+2.47
Bcsoport
2.5mg/l DFA 11.90+1.87
Acsoport
P>0.15
2.5mg/l DFA 16.36+2.4
Bcsoport
Magas 10 mg/l EBA 22.88+2.18
dozis Acsoport
P>0.35
10 mg/l EBA 18.91+2.29
Bcsoport
5 mg/l DFA 24.77+3.09
Acsoport
P>0.4
5 mg/l DFA 21.522+42.52
Bcsoport
Kontroll Acsoport 17.6x2.1
P>0.5
Bcesoport 15.26+3.0

14. tablazat. Hasonlé kezelésnek alavetett halcsoportok méjzsirosodasanak
kvantitativ vizsgdlata. Az adatok atlag +/- standard hiba-ként vannak megadva.
Minden csoportban 25 hal volt

Alacsony EBA és DFA kezelés nem valtoztatta meg a zsirosodds mértékét
szignifikdnsan a méjparenchymaban (P>0.7 EBA és P>0.4 DFA). Ugyanakkor a két
DBP magas koncentracidja mar szignifikdnsan megemelte a mdjsejtek zsirtartalmat (22.

abra, P<0.002 mindkét csoportra nézve, n=50 csoportonként; Student-7 test).
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22. abra. Alacsony (bal panel) és magas (jobb panel) koncentracioban alkalmazott EBA
ill. DFA hatdsa a mdjsejtek zsiros elfajuldsdra. Az egyes oszlopok a kezelés hatdsédra
bekovetkezd zsiros elfajulds %-ban kifejezett ért€két mutatja (% zsiros degenericio).

* = P<0.002

A magasabb DBP koncentraci6 szignifikdnsan megnovelte a zsirosodds mértékét
a mijsejtekben. A megfigyelt dozisfiiggd majelvaltozasok a mdj enzimrendszerének
méregtelenitd  aktivitdsdval magyardzhat: feltehetden csak a  magasabb
koncentriciéban alkalmazott DBP-k telitették az enzimrendszer kapacitdsat, amely a

megfigyelt zsirosodast eredményezte.
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23. abra.Zebradanié majaban megfigyelt zsiros elfajulas és digitalis mikroszkopos
analizise.A1l. A képek kontroll halbdl szirmazé m4j szovettani képét mutatjdk, a
parenchymdban minimélis zsirosodds figyelhetd meg. B1. Sulyos zsiros elfajulds
szovettani képe 3 honapos EBA kezelést kovetden Az A2 és B2 panelek mutatjdk be a
felettiik lathato teriiletek elzsirosoddsdnak digitalis analizisét (H-E, x 360).

61



DOI:10.14753/SE.2015.1772

5. Az eredmények megbeszélése

5.1. Kezeletlen és tisztitott viz in vitro mutagenitasanak vizsgalata

AMES-teszttel

A kiilonboz6 forrdsokbdl szarmazé vizmintdk lehetséges mutagenitdsat igen
széles korben vizsgéltdk, és vizsgdljak napjainkban is(Sujbert et al., 1993; Bull et al.,
1995; Plewa et al., 2002; Gong et al., 2005; Richardson et al., 2007). Korabbi
vizsgalataink kimutattdk, hogy kiilonb6z6 eredetli ivoviz (talajviz, felszini vizek)
rendelkezhet mutagén aktivitdssal(Sujbert et al., 1999). Az ilyenvizsgédlatok alapjan
feltételezhetd, hogy a vizben taldlhaté fertdtlenitési melléktermékeknek hasonléan
karos, mutagén, esetleg karcinogén hatdsa lehet az azt fogyaszté human populdciora is.
Azonban ennek a lehetdségnek a pontos megitéléséhez, regiondlis ill. lokélis
feltérképezéséhez sziikségszerlien meg kell vizsgdlni az adott teriiletrdl szdrmazé
ivovizmintdkat. Az ivoviz mintdk olyan vizmibdl szarmaztak (FOvarosi Vizmiivek Rt.
Csepeli Vizkezeldmiiben vett, Dunaparton elhelyezkedd csdpos kit), amely a tisztitasi
eljaras soran a kovetkezo f6 eljarasokat alkalmazta: a nyers viz levegdztetése, oxigénnel
dasitds; 6zonozds, (eldfertotlenités, oxidédlds); permangandt adagolds (oxidalas);
flokkulalas, gyors homok és aktiv szénszlirés; kloradagolds (utéfertotlenités).
Vizsgalatainkban e folyamatok sordn képzddott viztisztitasi melléktermékeket és azok

lehetséges karos hatdsait vizsgaltuk.

Eredményeink szerint a Serdolit PAD III gyantaoszlopok segitségével nyert
kezeletlen és a kezelt vizmintdk a TA-98 és a TA-100 Salmonella teszter torzseknél
patkdnymdj frakcid hozzdaddsa nélkiil negativ mutagén aktivitdst indukdlnak.
Patkdnymd;j frakcio jelenlétében azonban a tisztitdson és fertdtlenitésen mér atesett viz
hatdsdra a TA-100 teszter torzs pozitiv mutagén aktivitidst mutatott. A vizkezelési
technolégia folyaman a kezeletlen vizhez viszonyitva a kezelt viz revertdns
baktériumszdma a TA-100 teszter torzsnél, aktivalds utdn, jelentdsen emelkedett. Az
Amberlite XAD-2 gyantaoszlop vizadszorbedtuma a TA-98 teszter torzsnél aktivitassal

€s aktivdlas nélkiil is pozitiv mutagenitast indukélt. A TA-100 teszter torzs aktivalds
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nélkiil a kezeletlen vizmintara negativ, a kezelt vizmintdra pozitiv mutagén aktivitissal

reagdlt.

Ezen vizsgdlataink eredményei alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a
vizfertOtlenités sordn keletkez6 melléktermékek az alkalmazott vizkezelési
technolégidval nem tdvolithatok el az ivovizbdl. Erre utal az Amberlite XAD-2
gyantaoszlop adszorbedtumdnak adagoldsidra sordn megfigyelt pozitiv,aktivitdssal és
aktivitds nélkiil is kivaltott mutagén aktivitds mindkét teszt torzsnél. Kiemelten fontos
az is, hogy a kezelt viz Amberlite XAD-2 gyantaoszlop adszorbedtuma aktivaldsra
pozitiv aktivitdst erdeményezett, amig a kezeletlen viz adszorbedtuma negativ mutagén

aktivitast indukalt.

A lehetséges humdn mutagén/karcinogén expozicidé miatt mérlegelendd, hogy a
pozitiv mutagén eredményt hany liter viz adszorbeatuma idézte eld. Adataink szerint:
0,28-0,83 liter nyers vizbdl nyert szerves anyag indukalt mutaciot a lemezeken. A kezelt
viz esetében ehhez 0,83-2,5 liter vizminta adszorbedtumra volt sziikség, tehdt a
vizkezelés a vizmintdban levé mutagén kapacitdsdtcsokkentette, de teljesen nem
sziintette meg. A kezelt kuitviz a TA98 teszter torzsnél Amberlile XAD-2
gyantaoszlopon tortént adszorbciot kovetroen aktivdlas nélkiil, és aktivdldssal mutatott
pozitiv mutagenitdst (6. 8. és a 9. tdbldzat). Eredményeink szerint ez esetben is — a
linedris regresszo €s a szoros korrelacié alapjan - pozitiv mutagén akivitas feltételezhetd
(9. tablazat). A kezelt kitviz a TA-100 teszter torzsnél az Amberlite XAD-2
gyantaoszlopon tortént adszorpciot kovetden aktivitds nélkiil, és aktivaldssal is mutagén
hatast jelzett (8. és 10. tablazat). A statisztikai vizsgdlatok linedris regresszidt, szoros
korrelaciét mutatnak, amely egyértelmiien pozitiv mutagén aktivitdsra utal (10.
tdblazat). Jelentds megfigyelés, hogy a kezelt, tisztitott viz mutagén ritdja mintegy
haromszoros a kezeletlen vizéhez képest. Mindezek figyelembevételével mindenképpen
sziikséges a fertOtlenités sordn keletkezd melléktermékek mennyiségét kedvezotlen

egészségligyi hatdsuk miatt csokkenteni.

Az elmult években a budapesti ivoviz bdzisokon termelt, kldrozott és 6zonozott

ivoviz fertdtlenitési melléktermékeinek mutagén aktivitasat teszteltilk. Megfigyeltiik,
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hogy a vizbdl kivont és koncentrélt adszorbedtumok (toményitett szerves prekurzor)
makroretikuldris gyantaoszlopokon (szilard adszorbens) az Ames Salmonella/patkdny
mdj mikroszéma kisérleti rendszerben mutdciét indukaltak. Az Ames-teszt a viz
esetleges mutagén-promutagén ill. karcinogén szennyezésének kvalitativ vizgalatara
alkalmas és széles korben alkalmazott eljaras, jol haszndlhaté az ivoviz mindségének,

mutagén/promutagén szennyezésének indikaciodjdra.

A vizsgdlt vizmintdk mutagén potencidlja talajvizbdl, csapvizbdl, a felszini
vizbol termelt ivoviz sorrendjében emelkedett, ezért kisérelti eredményeink szerint
valészintisithetd a humin mutagén/karcinogén kockdzat is (Sujbert és munkatarsai,
(1993) Sujbert és munkatdrsai, (1999) Sujbert €s munkatdrsai, (2000)). Ennek a

kockézatnak a becsléséhez azonban tovabbi kiegészitd vizsgalatokat kell igénybe venni.

Eredményeink figyelembevételével a kovetkezd ajanlasokat fogalmazhatjuk meg
a hazai viztisztitasi folyamatok soran fellépd nem kivant melléktermékek képzodésének
elkeriilésére vonatkozdéan: A szenyviztisztitasi technoldgia sordn a vizben taldlhatd
szerves anyagok eltavolitasi hatasfokat mindenképpen célszerli lenne novelni, amely a
létrehozott ivovizbazisban nagymértékben csokkentené a szerves anyag-prekurzorok

szintjét, €s ennek megfelelden a DBP-kcsokkenésével jar.

Tovéabba ajanlatos lenne modern, kombinativ ivoviztisztitdsi technoldgidk
alkalmazdsit bevezetni, valamint megfontolané az alternativ ivévizfertdtlenitési
tehnolégidk alkalmazasa is (pl. UV fény). Az alternativ kémiai ivovizfertdtlenitési
eljarasokban a fertdtlenitdszerek adagjainak és a fertdtlenitési idotartam tovabbi
optimalizdldsa lenne kivdnatos, valamint elengedhetetlen az ivévizfertdtlenités
hatdsfokdnak folyamatos feliigyelete annak érdekében, hogy az ivovizfogyasztasa
biztonsdgos legyen, és kivalé mindségli ivoviz dlljon az azt fogyaszté human populacié

rendelkezésére(Betancourt & Rose, 2004).
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5.2 Ivoviz-tisztitasi melléktermékek in vitro apoptozis indukalo

képessége

A viztisztitdsi melléktermékek mutagén illetve lehetséges karcinogén hatdsarol
szdmos tanulmany beszamolt (Plewa et al, 2002;(Cantor, 1997; 2010)). Ugyanakkor az
irodalomban igen kevés adat taldlhaté arra vonatkozdéan, hogy ezek az egészségre
tobbnyire bizonyitottan karos melléktermékek képesek-e apoptdzist indukdlni, vagy az
apoptézis gyakorisagit befolydsolni. Vizsgdlataink egyértelmilen kimutattdk, hogy a
koncentralt vizmintdk nemcsak tisztitds utdn, de érdekes médon kezelést megel6zden is
koncentracié-fiiggo, szignifikians apoptdzis-indukald hatdssal voltak a humén periférids
lymphocytdkra. Kutatécsoportunk egy kordbbi tanulméanyaban is hasonld, koncentracié-
fliggd mutagén hatdsrdl szamolt be (Sujbert ez al., 1999).

Ismert, hogy a sériilt DNS-el rendelkez6 sejteket a szervezet képes apoptotikus
folyamatok beinditdsaval elimindlni, eltdvolitani (Benitez-Bribiesca & Sanchez-Suarez,
1999). Felvetddik a kérdés, hogy a megfigyelt mutagén ill. apoptdzis indukdlé hatdst
vajon ugyan azok a viztisztitidsi melléktermékek fejtik ki, vagy esetleg mds-mds
anyagok feleldsek a két folyamat kivaltasaért.

A tisztitott viz esetleges karcinogén aktivitdsanak tanulmdnyozdsa sordn
elengedhetetlen, hogy megvizsgdljuk az adott mintdk mutagén és apoptozis indukéld
képességét is. Ezen vizsgdlatok eldre jelezhetik, hogy egy esetleges megnovekedett
apoptotikus aktivitds hatékonyan meg tudja-e gatolni azon sejtek felhalmozdédasat,
amelyek irreverzibilis DNS kédrosoddst szenvedtek és fokozottan hajlamosak karcinogén
aktivitdsra.

A megndvekedett apoptotikus aktivitds olyan szoveti kdrosodast eredményezhet,
amely nem jellemz6 a karcinogenesis folyamatara. A cardiovascularis- és
idegrendszerben szdmos olyan elvdltozds figyelhetd meg, amelyek endothel-,
myocardialis- vagy idegsejtek apoptozisdval hozhatdk osszefiiggésbe(Pollack et al.,
2002). Ezen elvaltozasok kialakuldsaban mindenképpen vizsgalni kellene a viztisztitasi
melléktermékek esetleges szerepét. Figyelemre mélté megfigyelésiink az is, hogy a
nyers, kezeletlen vizbdl készitett koncentratumok is szignifikdns apoptdzis indukdld
hatdssal birtak. Azt azonban nem vizsgaltuk, és igy adataink sem utalnak egyértelmiien

erre, hogy vajon ez utébbi vizminta apoptdzis indukdlé hatdsa esetlegesen kiillonbozo
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eredetli bakteridlis termékekkel vagy vizszennyezéssel fiigghet Ossze. Mivel azonban
altaldban tisztitott viz keriil fogyasztisra,ezért a tovabbi vizsgédlatokban mindenképen a

viztisztitasi melléktermékekre kell koncentralni.

5.3 Viztisztitasi melléktermékek vizsgalata in vivo zebradanio
modellen

A fent részletezett in vitro vizsgalataink sordn kapott eredmények (Ames-teszt) azt
mutattdk, hogy a viztisztitdis sordn kialakult melléktermékek koncentracio-fiiggd
mértékben fejtettek ki mutagén aktivitast (Sujbert et al., 2006), tovabba hasonld, szintén
koncentracio-fiiggd apoptdzis indukdlé hatdst figyeltiink meg akkor, amikor ezeket a
DBP-et human periférids lymphocytdkkal inkubaltuk egyiitt(Racz et al., 2004).

Tovébbi, in vivo vizsgalataink sordn egy széles korben alkalmazott gerinces allatot,
a zebradaniot hasznaltuk, hogy a két, viztisztitdsi melléktermékként mar beazonositott
molekula esetleges mutagén, ill. esetleges karcinogén hatdsat megvizsgéljuk.A mutagén
hatds vizsgalata hal embriok felhaszndldsaval a SZIE Halgazddlkodasi Tanszékével
kollabordciéban folyamatban vannak, el0zetesen pozitiv eredménnyel. A zebraddni6t
napjainkban igen széles korben alkalmazzdk toxicitdsi (Lele & Krone, 1996; Lammer et
al., 2009), ill. karcinogenezis indukcidjanak a vizsgédlatara (Peterson & Freeman, 2009),
tovabbd fert6z0 megbetegedések és immunoldgiai vizsgédlatok sordn is gyakran
hasznaljdk, mint modell 4llatot(Sullivan & Kim, 2008; Mione & Trede, 2010).

Igen nagy eldnye a zebradanidnak, hogy nagyon gyorsan szaporodik, konnyl és
olcs6 a halakat fenntartani még igen nagy mennyiségben is. Korszovettani
vizsgélatokhoz is kiilondsen jol hasznélhato, mivel a halak viszonylag kis méretiiek (2-4
cm hosszuak), igy relativ kevés metszetbdl viszonylag sok szerv tanulmédnyozhat6, és
egy targylemezre igen sok metszet felhtizhaté egy allatb6l, meggyorsitva a szdvettani
analizist. Tovdabba nem elhanyagolhat6 az a tény sem, hogy a halak viszonylag
atlatszoak, a pigmentdlt teriiletek nem zavardak, igy nagyobb anatomiai elvéltozdsok
sztereomikroszkopos vizsgdlatokkal minden tovdbbi nélkiil detektalhatdak.

Kutatécsoportunk  kordbbi  vizsgdlatai sordn szdmos olyan  viztisztitasi
melléktermék-komponensre deriilt fény, amelyek feleldssé tehetéek a megfigyelt in

vitro mutagén hatdsokért. (Sujbert et al., 2006). Ezek koziil két molekula in
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vivotoxicitasi vizsgdlatdt végeztik el és ismertetjik jelen értekezésben (2,4-
difluoroanilin (DFA) és 4-etilbenzaldehid (EBA)).

A két kivalasztott anyaggal torténd harom hoénapos kezelést kovetden nem
figyeltink meg hepatocyta megalocytosis-t, hepatocelluldris elvaltozdsi gocokat,
adenofirosist vagy egyéb olyan lézidkat, amelyek karcinogenezis sordn d&ltaldban
megjelennek a zebradanié-mdj szévettani képén.

Korabbi megfigyeléseink, valamint irodalmi adatok szerint karcinogén anyagok
harom hoénapos inkubdciés id0 alatt képesek praeneoplasticus 1€zidt ill neopldziat
kialakitani laboratériumi koriilmények kozott tartott halakban (Khudoley, 1984).

Eredményeink szerint sem a DFA, sem az EBA a harom hénapos kezelés alapjan
nem rendelkezik karcinogén hatdssal, nem indukéltak a megfigyelési idoszak alatt
preneoplazids 1ézidkat a zebraddnidkban. Hosszabb ideig tarté inkubdlds (1 év — tobb
évig terjed6 idOszak) azonban elképzelhetd, hogy mar eldidézhet karcinogén aktivitasra
utalo jeleket. Az értekezés megirdsdnak idOpontjdban az ezirdnyd vizsgdlatok
folyamatban vannak. Az mindenestre biztosan dallithatd, hogy a viztisztitds soran
keletkez6, altalunk vizsgélt melléktermékek toxikusak a zebraddnidkra, elvéltozasokat
okoznak a madjban, vesében és a halak kiiltakar6jdban mind id6- mind pedig
koncentracio-fiiggd médon.

Erdekes, hogy ezek az elviltozdsok nem specifikusak egyik vegyiiletre sem,
azonban felhivjdk a figyelmet a lehetséges toxikus hatds szerv-specifiuks megjelenésére.
Tovéabbi vizsgalatokra érdemes azon megfigyelésiink is, miszerint a kisérletek soran
alkalmazott anyagok befolydsoltdk a halak viselkedését és a kiilsd stimulusokra adott
reakcidikat is. Mivel a két anyag alkalmazdsa sordn jellemzden kiilonbozd
viselkedésbeli vdltozdsokat produkdltak a halak, és egyértelmiinek latszik az
idegrendszer normdl funkcidinak érintettsége, feltételezhetd, hogy a két anyag
idegrendszeri héittérmechanizmusokra gyakorolt hatdsa eltérd. A vizsgdlatok alapjan
egyértelmii volt a halak viselkedésében bekovetkezett valtozds a kezelést kdvetden,
ezért ez a megfigyelés kiilonosen fontos lehet a humén toxikoldgiai vizsgdlatokkal
Osszefiiggésben, esetleges klinikai vonatkozdsok is felmeriilhetnek.

Ahogyan az gyakran megfigyelhetd d&llatokat felhaszndlé kisérleti modellek
esetében, a halak felhsznaldsdval torténd toxicitasi vizsgdlatok esetében is lathatd, hogy

a kisérletek sordn alkalmazott anyagok koncentricidja akar nagysagrendekkel is
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magasabb lehet ahhoz a koncentraciohoz képest, amit az adott anyag elméletileg elérhet
a humdn populécié dltal fogyasztott tisztitott vizben. Figyelembe kell azonban venni az
ivoviz fogyasztiasdnak ’krénikus’ természetét, és azt, hogy a vizzel torténd
érintekzésnek specidlis "humdn’ aspektusai is vannak. Ez tulajdonképpen nem jelent
mast, mint napi kb. 1,5 liter ivoviz vagy egyéb, étel-készités sordn felhasznalt viz
bevitelét, tovabbd figyelembe kell venni a tisztidlkodds sordn torténd dermdlis
kontaktust, valamint az ekkor felszabaduld és belégzett vizparabdl szdrmazd anyagok
potencidlis kéarosité hatdsat is. Ez a mennyiségli napi vizadag mar jelentOs toxikus
aktivitassal rendelkezhet, ha figyelembe vessziik, hogy a fertOtlenitésen €s tisztitdson
atesett viz mintegy 200 kiillonboz6 viztisztitdsi mellékterméket tartalmazhat, tobbek
kozott az dltalunk vizsgalt DFA-t és EBA-t is. Eppen ezért nem szabad figyelmen kiviil
hagyni ezen anyagok karosité hatdsat, hiszen az ember folyamatosan érintkezik tisztitott
vizzel. Annak a lehet0ségét sem szabad figyelmen kiviil hagyni, hogy ezek a
melléktermékek felhalmozdédhatnak bizonyos szovetekben és szinergista vagy
antagonista kolcsonhatdsba Iéphetnek azon anyagok millidival, amelyekrél mar tudjuk,
hogy egyéb kornyezeti forrdsokbdl szarmazhatnak és szintén hasonlé mddon
felhalmozdédhatnak (pl. gondoljunk csak a nagyvérosi levegdébdl szarmazo
szennyezOanyagokra, hogy csak egy evidens példit emlitsiink). Mindezek alapjan
kijelenthetjiik, hogy a tisztitott ivovizben eléfordulo tisztitasi melléktermékek jelentds
rizik6faktort jelentenek a human populécié egészségére.

Mivel az ivéviz tisztitdsa alapvetd és kulcsfontossagu 1€pés szamos akut- és hirtelen
fellépd, esetenként haldlos betegség kialalkuldsdnak megel6zéséhez, ezért tovabbi
részletes vizsgdlatok sziikségesek ahhoz, hogy megeldzzilk a viztisztitdsi
melléktermékek kialakuldsat, vagy ha mar kialakultak, akkor ezeket el tudjuk tavolitani
a vezetékes vizbOl. Ezen vizsgédlatok alapvetéen hozzdjarulndnak ahhoz, hogy
lecsokkentsiik a DBP-okozta nemkivédnatos egészségkirosodast. Vizsgdlataink és
eredményeink egyértelmiien ramutattak arra, hogy nem elég az ivovizet fertOtleniteni és
megtisztitani, a biztonsdgos vizfogyasztds elengedhetetlen feltétele a tisztitasi eljardsok
soran keletkezett potencidlisan egészségkarosité melléktermékek eltavolitdsa is. Ennek
érdekében tovdbbi vizsgdlatokat végziink a zebraddnié, mint modellallat

felhasznalasaval.
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Kovetkeztetések

Magyarorszagon elséként mutattuk ki, hogy a tisztitott ivoviz tartalmaz a
viztisztitds sordn keletkezd melléktermékeket.

A melléktermékeket tartalmazé anyagkeverék mutagén hatdsat allapitottuk meg
Ames teszt segitségével.

A  humédn lymphocyta tenyészetekben a melléktermékeket tartalmazo
anyagkeverék apoptézist indukdlé és fokozé hatdssal rendelkezik. Hasonld
eredményt tudomdsunk szerint az irodalomban nem kozoltek.

A viztisztitas soran kialakul6 melléktermékek kémiai analizise szamos vegyiilet
jelenlétét igazolta, ezen adatok alapjan vélasztottunk ki két vegyiiletet tovabbi
vizsgélatokra.

Mindkét kivalasztott molekulahumédn periférids lymphocyta-tenyészetében
apoptozis- indukalo és fokozé hatdssal rendelkezik.

A két anyag zebradanio halakban végzett, harom hdnapos toxicitdsi tesztje
daganatot, vagy daganat megel6z6 dllapotot nem eredményezett, de m4j és vese
1ézidkat, illetve a halak viselkedési zavarait okozta.

Az eddigi kisérleti eredmények indokolttd teszik a viztisztitdsi reakcid
melléktermékek bioldgiai hatdsara vonatkozd vizsgdlatok folytatisat és mas

anyagokra torténd kiterjesztését is.
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Osszefoglalas

Az ivéviz fertOtlenitése nyoman keletkezett melléktermékek (water disinfection by-products-

DBPs) feltételezett bioldgiai kdrosité hatdsit vizsgdltuk mutagén, apoptogén, toxicus, illetve

carcinogén hatds szempontjabol. Megéllapitottuk, hogy

Egy budapesti vizmii altal eldéllitott ivoviz a nemzetkozi szinten kozolt értékeknek
megfeleld mértékben kis mennyiségben tartalmaz DBP-t.

A DBP koncentracid fiiggden pozitiv Amestesztet eredményezett két baktérium torzs
esetében, mely mutagén hatésra utal.

A DBP koncentrici6 fiiggben apoptézist fokoz6 hatdssal rendelkezett human
Ilymphocytdk esetében. Hasonlé eredményt az irodalomban tudomdsunk szerint nem
kozoltek.

A DBP-ben kollabordlé partneriink tobb mint kétszdz kémiailag j6l meghatdrozhatd
vegyiiletet mutatott ki, ezek koziil a kémiai szerkezet alapjan két, feltételezhetden
mutagén vagy carcinogén vegyliletet vdlasztottunk ki (2,4-difluoroanilin (DFA) és a 4-
etil benzaldehid (EBA)) és hasznaltuk kdvetkezo kisérleteinkben.

Kimutattuk, hogy humén lymphocyta tenyészetek dozis fliggden fokozott apoptdzist
mutattak mind DFA, mind EBA kezelés utan.

Zebradanio kisérleti akvariumi halak 3 hénapos kezelése DFA-val, illetve EBA-val a
mdj, illetve a vese degenerativ elvaltozédsait eredményezte. Daganatra, vagy daganat
megel6z6 4llapotra utald jelek az alkalmazott d6zisok nyomdn hdrom hénap alatt nem
alakultak ki.

A két vizsgilt anyag egymdssal ellentétes irdnyd viselkedési zavart keltett a
halpopuldcidban.

A tovabbiakban sziikségesnek tartjuk a kezelési id0 meghosszabbitdsa mellett a kisérleti

halakon végzett vizsgdlatok folytatdsat, DFA és EBA alkalmazasaval.

Eddigi kisérleti eredmények alapjan megéllapithatjuk, hogy kozegészségiigyi szempontbdl

fokozott figyelmet érdemelnek a vizfertétlenités sordn keletkezett mutagénnek, apoptézist

fokozdnak és toxicusnak bizonyult termékek. Az eddigiektdl eltérd fertdtlenitd eljarasok és

a fertétlenitett viz tovdbbi tisztitdsdra irdnyuld technikai megoldasok bevezetése

eredményezhetné a fenti veszélyek mérséklését.
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8. Summary

The putative biological damaging effect of water disinfection by-products (DBPs) was

investigated regarding mutagenity, apoptogenity, toxicity and cancerogenity with the

following results.

Drinking water produced by one of the Budapest water works contained DBPs
within the range of the internationally published quantities.

DBP caused concentration dependent positive Ames test following its
administration to two bacterium strains, pointnig to mutagenic activity.

DBP administration to cultured human peripheral lymphocytes caused
concentration dependent enhancement of apoptosis. According to our knowledge
similar results have not been published in the literature.

More than 200 chemically well-defined compounds were found in the DBP by
our collaborating partner. Out of these two were selected as potentially
mutagenic or cancerogenic on the base of their chemical structure (2,4-
difluoroaniline (DFA) and 4-ethylbenzaldehyde (EBA)) and were tested in our
experiments.

Cultured human lymphocytes showed dose dependently enhanced apoptotic
activity after DFA or EBA administration.

Three months DFA as well as EBA administration to Zebra danio aquarium fish
resulted in degenerative alterations in the liver and kidney. Tumors or
preblastomatous lesions were not found.

DFA and EBA caused abnormalities regarding the behaviour of the fish cohorts.
Long term administration of DFA and EBA as well as the other eight
compounds to Zabra danios is plannad.

The results of the present studies point to the fact that water disinfection by-
products proved to be mutagenic, apoptosis enhancing and hepato/nephrotoxic.
These effects may be prevented or ameliorated by new water disinfecting
methods or by introducing techniques aiming further elimination of water

pollutants.
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