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ROVIDITESEK JEGYZEKE

ASV: Air saturationvolume

EBA:4-etilbenzaldehid

EPA: EnvironmentalProtectionAgency — Kornyezetvédelmi Hivatal, USA

CDBP: Concentrate of DisinfectionByproducts

CSRW: Concentrate of Sediment of RawWater

DBP:Disinfectionbyproduct — viztisztitasi melléktermék

DFA:2 4-difluoroanilin

DOM:DissolvedOrganicMatter — Oldott Szerves Anyag

GC-MS: Géazkromatografids elvalasztdssal kombindlt tomegspektrometria
HAA:Haloaceticacid (Haloecetsav)

HE: Hematoxilin-Eozin

IARC: International Agencyfor Research onCancer (Nemzetkozi Rakkutaté Hivatal)
NOM:NaturalOrganicMatter — a vizben természetesen el6fordul6 szerves anyagok
PAS: PeriodicAcid-Schiff

PBS: Phosphatebufferedsaline

THM: Trihalometan

WHO: World Health Organization — Egészségligyi Vilagszervezet



BEVEZETES

Az 1voviz az emberi szervezet szdmadra nélkiillozhetetlen. A kiilonb6zd
szennyezések €s szennyezOanyagok, valamint kiilondsen az emberi tevékenység miatt
1étrejovo szennyezések kovetkeztében a természetben taldlhatd vizek jelentOs része
kozvetlen emberi fogyasztasra alkalmatlan. Ezért a fertOtlenités alapvetden fontos az
ivoviz okozta és kozvetitette artalmak megelézésében. Az ivoviz patogén
mikrobdkkal torténd szennyezddése (kontamindcidja) alapvetden hozzdjarul a fert6zo
betegségek terjedéséhez. A viz ezen vektorjellegének megsziintetéséhez az egyik
leggyakrabban alkalmazott aspecifikus eljards az ivoviz fertotlenitése. JOmindségii,
emberi fogyasztisra alkalmas ivoviz eldallitisdhoz megfeleld felszini nyersviz-forrast
kell hasznalni, amelyet aztdn tovabbi kezelésnek kell aldvetni. A viztisztitds szamos
1épést tartalmaz. A nyersviz szlrését koveti a koaguldcio- flokkulaci (derités), az
ilepités, sziirés és végiil a viz kiilonb6z0 mdédon torténd fertdtlenitése, majd az ivoviz
vagy atmeneti tdrozokba vagy kozvetleniil az eloszté rendszerbe keriil.A viztisztitds
viszonylag rovid torténete sordn ezek a 1épések valamelyest finomodtak az alapvetd cél
azonban nem valtozott: biztonsdgosan fogyaszthato tiszta ivoviz elddllitasa.

Az ivovizben kialakul6 fert6tlenitési melléktermékek — disinfectionbyproducts -
DBP-k-nek felfedezésiik ota kiilonos figyelmet szentelnek a toxikologusok és a
jarvanyiigyi szakemberek. Kiilonosen az ivovizben egyre gyakrabban el6forduld un.
,high-priority” DBP-k okoznak egyre tobb aggodalmat, hiszen keveset tudunk ezen
vegyiiletek egészségiigyi kockazatairdl és lehetséges egészségiigyi hatdsairdl.

Egy fontos dolog mindenképpen kijelenthetd: a viz fertdtlenitése sordn
valamilyen kompromisszum elengedhetetlen, hiszen a szennyviz tisztitisa sordn mindig
keletkeznek tisztitasi melléktermékek, melyek karosak ugyan, de ez még mindig kisebb
vesz€llyel jar, mint ha nem pusztitjuk el a vizben €16 kérokozokat. Vizsgdlatainknak
céljaaz volt, hogy megdllapitsuk, van-e a magyarorszagi ivoviz-mintdkban taldlhat6
fertotlenitési reakciomelléktermékeknek toxikus, mutagén vagy karcinogén
hatdsa.Vajon tényleg j6 kompromisszumokat kotink a vizkezelés sordn?
Ertekezésemben tobbek kozott erre is kerestem a valaszt.



CELKITUZESEK

Szakirodalmi adatok tiikrében fontosnak tartottuk, hogy hazai koriilmények kozott is

vizsgalat targyava tegyiik:

® aviztisztitds sordn keletkezett reakcié melléktermékek jelenlétét ivovizben

e a reakcid6 melléktermék-komplex esetleges mutagén hatdsit Ames-teszt
alkalmazdsdval

e a reakcié melléktermék-komplex esetleges programozott sejthaldlt-apoptdzist-
kivalt6 hatdsat, human lymphocytdk alkalmazésival

e areakcié melléktermék-komplex kémiai Osszetételét

e akémiai szerkezet alapjan kivalasztott vegyiiletek feltételezett apoptozist fokozo
hatdsat

e a kémiai szerkezet alapjan kivalasztott vegyiiletek in vivotoxicus vagy
carcinogén vizsgalatat kisérleti akvariumi halak alkalmazaséval.

A vizsgalatokat 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(Biotechnologicalproceduresforsustaninablewatermanagement,No. ERBIC
15 CT 980129-PL971185), részben aa Szent Istvdn Egyetemen beliil a Patoldgiai
Tanszékkel és a Halgazdalkodasi Tanszékkel torténd kollabordcioval végeztiik. Az
analitikai vizsgdlatok a BALINT ANALITIKAMérnoki Kutaté és Szolgaltat Kft.
kémiai laboratériumdban torténtek.



ANYAGOK ES MODSZEREK

A vizmintdk a Fdévarosi Vizmiivek Csepeli Vizkezelomiivekdunaparti csdpos
kutjabol szarmaztak. Egy mintavétel soran 0sszesen 600-800litert vizmintdt vettiink. A
vizminta kl6r tartalmit a Magyar Vizszabvany MSZ 448/25-81 DPD fotometrids
modszerével ellendriztiik. A vizmintdk 6zon tartalmdt jodometridsan ellendriztiik, a
Fovéarosi Vizmlvek RT. Min0Oségiigyi Kézikonyve alapjan. A vizminta szerves
széntartalmanak ellendrzése: LAB TOC 2100 késziiléken tortént.

A vizmintdk ismeretlen szerves mikroszennyezéinek azonositasa

A modszer 1ényege, hogy a kivalasztott vizmintdkat specidlis adszorbensen
folyatjuk &t, amelyek kiilonb6z6 mdédokon megkotik a nyersvizben meglévd és a
vizkezelés sordn keletkez6 szerves mikroszennyezOket. A gyanta fehér, gyongy alaku,
hidroféb, apolaros, nemionos, kovetkezésképpen az apoldros, nemionos, semleges
szerves vegyiileteket adszorbedlja, a polaros, ionos szerves vegyiileteket kevéssé koti
meg. A makroretikuldris XAD gyantaoszlopokon ezek a vegyiiletek hatékonyabban
adszorbedlédnak. A gyantdn tdlsilyban adszorpcidval disulnak a szerves vegyiiletek,
mig kemiszorpcioval gyakorlatilag nem kotédnek meg, ezért az adszorbedlt
vegyiileteket j6 hatdsfokkal deszorbeélhattuk.

A vizmintak ismeretlen szerves szennyezéinek azonositasa GC-MS modszerrel

A gazkromatografids elvdlasztdssal kombindlt tomegspektrometria (GC-
MS)alkalmas felszini, felszin alatti, ivoviz €s szennyviz ismeretlen szerves
szennyezdinek jellemzésére, minOségi azonositasara.

Gazkromatogréfias vizsgalati koriilmények

VizsgalatainkozHP 5890 tipusu gazkromatografot hasznéltunk
tomegspektrométerrel vagy tomegszelektiv detektorral a kovetkezd bedllitdsokkal:
Injektor 250 "C, splitless id6: 1 perc VivOgéaz: hélium T5.5, fejnyomds 70 kPa;
Kolonna: kémiailag kotott fazisi 100 metil-szilikon [HP-ultra 1] hossza 25 m, belsé
atmérdje 0.2 mm, filmvastagsdg 0.50 pum; Detektor: tomegspektrométer (MS) vagy
tomegszelektiv detektor (MSD) SCAN {izemméd.A mérés megkezdése eldtt a
tomegspektrométert ugynevezett automatikus hangoldssal Adllitjuk be a SCAN
modszerhez, majd a mintdbol és a vakbdll pl-t injektdlunk a gdzkromatografba, és
felvessziik a minta és a vakproba tomegspektrumat.

A vizsgalati eredmények értékelése

A vizmintdkban és a vak-prébdban 1év0 szerves anyagok mindségi azonositisat
tomegspektrumaik WILEY 138 spektrum konyvtarral valé Osszehasonlitdsaval
végeztilk. Ha a vakpréba szokatlanul szennyezett, az el0készitési folyamatot 1épésrol
1épésre ellendrizni kell tjabb vakprobdk készitésével, hogy a vak szennyezettségének
okét kideritsiik és kikiiszoboljiik. A médszer kimutatdsi hatdra 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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Ames-teszt

A vizsgalati rendszer lehetdséget nyujt a pontmutacidk, azaz a delécidt, szubsztiticiot,
bazisparcserét okoz6 €s a frameshiftmutagének elkiilonitésére, tovdbba a metabolikus
aktivaciét nem igényld direkt mutagének, és a nagyobb szdmu, metabolikus aktivéciét
1gényld indirekt mutagének elkiilonitésére is

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 Ujabb muticié sordn ez a gén visszanyeri eredeti, funkciondl6
alakjat, a revertans baktériumok His-mentes tdptalajon is képesek lesznek szaporodni.
Ezek, az un. hisztidin-auxotroftorzsek mutdcié hatdsara tehat visszanyerik a hisztidin-
mentes kornyezetbeni szaporodd-képességiiket, igy hisztidin-mentes agaron a
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.

Szamos anyag eredeti formdjdban nem mutagén (vagy karcinogén), de a
szervezetben torténd metabolizdcidjuk sordn keletkezhetnek beldliik aktiv, egészségre
karos formdk. Miutdn a S. typhimuriumprokaridta, benne ez a metabolizacid
természetszerlien nem jitszodhat le. Ezt a problémét oldja meg a kisérletben alkalmazott
S9 mix, ami patkdnym4dj kivonat és az eukaridta mdjban fellelhetd enzimrendszereket
helyettesiti. A teszthez kiilonbozd jelzésti Salmonella torzseket haszndlhatunk (pl.
TA98, TA100), amik egymdstl abban kiillonboznek, hogy milyen tipusi mutécid
detektdlasdra a legérzékenyebbek. A teszt értékelése a revertins klonok telepeinek
Osszeszdmlalasabol és statisztikai elemzésébdl all.

A teszteléshez olyan teszttorzseket alkalmazunk, melyek hisztidin-operonja
tobbféle valtoztatdst hordoz emiatt ezek a torzsek nem képesek hisztidin szintézisére
Ujabb mutédcid vagyis reverz-mutéacié nélkiil. A reverz muticio, €s a mutdciok altaldban
kétféleképpen johetnek 1étre: spontdn modon és vegyszerek dltal indukdltan. A teszt az
indukalt mutaciés hatdsok mérésére szolgal.

Apoptozis vizsgalat

A sejtrendszerek miukodését szabdlyoz6 egyik legfontosabb mechanizmus a
program szerinti sejthaldl, az apoptdzis. Ez tavolitja 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 sejthaldl
elmaraddsaval megnd az esélye annak, hogy a sejtek génhibdikkal egyiitt
felhalmozddjanak. Vizsgdlatainkat periférids lymphocytdkon végeztiik, melyeket
harom, nemdohdnyzé 25-32 évkozotti egészséges felnott férfibol nyertiik
venipunktiraval, K-citrat tartalmi fioldk segitségével; a kinyert vér egy 6ran beliil
felhaszndlasra keriilt. A mononucledris sejteket Boyum dltal leirt modszer szerint
szeparaltuk.



Flow-citometria

A kisérletek végén a lymphocytdkat —20 °C-os 70%-os etanolban fixdltuk 24"
oran keresztiil. A lymphocytdkon végzett Flow citometria (DNS tartalom meghatarozas)
FACScan flow cytométerrel tortént (Becton-Dickinson, Mountain View, CA, USA),
Macintosh Quadra computer és Cellquest adatelemzd software felhasznédldsaval. Az
apoptotikus sejtek szdmat és a sejtciklus vizsgalatit Modifit software segitségével
végeztilk. A sejtek szuszpenzaldsiatSchuleret al.szerint végeztilk. Roviden, az etanol
fixalds utdn az internukleoszémalisanfragmentalt DNS-t eltdvolitottuk az apoptétikus
sejtekbdl RNazzal kiegészitett citrat pufferben (pH=7.8), majd a DNS tartalmat flow-
cytometridval hatdroztuk meg. Minden koncentricio esetén a kontroll és harom kisérleti
minta keriilt mérésre.

Comet-teszt

Lényegileg sejtszintli elektroforetikus vizsgélat egyes €s kettds szdlu DNS-torések
identifikdlasara. Elsé 1€pésként a kezelt lymphocytdkat is tartalmazé sejteket
centrifugaval  beslritettik, majd agarézba (Sigma-Aldrich, Magyarorszag)
szuszpenddlva ,.szendvicsbe” dgyaztuk. Fontos az agaréz slrtiségének megfeleld
bedllitasa, hogy benne, miutdn megszilardult, az apoptozisra jellemzd 2-300kbp-nyi
fragmentek, amik a jellegzetes apoptotikus létrat is adjdk, az elektroforézis soran
vandorolni tudjanak, de a mnagyobb DNS darabok, amik apoptdzisra nem
patognomikusak, méretiiknél fogva ne tudjanak bedgyazott helyiikrdl elmozdulni.
(Ajanlasokat kovetve 0,5%-os LMP agar6zt hasznédltunk.) A sejtmembran lizdlasdra
azért van sziikség, mert apoptdzis sordn a mb-ok intaktak maradnak, szemben a
nekrézissal. A lizalashoz az oldat tritont tartalmaz (NaCl, EDTA, Tris, DMSO, Triton),
a folyamat 4°C-on, sotét helyen, 16rdn 4t tart. Az elektroforézis 15percig, 300mA-rel,
25V-on torténik. Ezutdn torténik a festés EtBr-dal, majd a fluorescensvagy
confocalismikroszkdpos értékelés. A jellegzetes apoptotikus sejt leginkdbb egy
istokoshoz hasonlithatd, melynek csdvdja tartalmazza a megfestett, fluoreszkalé DNS-
fragmenteket.

Akut toxicitas vizsgalat Zebra danioaquariumi halak felhasznalasaval

Az LCsy értékét az OECD irdnymutatdsoknak megfelelden hatdroztuk meg,
amely a halakra vonatkozd akut toxicitdsi tesztek lefrdsat tartalmazza. Az 4altalunk
vizsgalt két anyag az EBA(4-etil denzaldehid) és a DFA (2,4-difluoroanilin)elézetes
gazkromatografias viszgélatok alapjan keriilt kivalasztisra. A torzsoldat 1000 mg/l
volt.Semi-statikus tesztként az oldatokat 48 oranként cseréltiik. A halakat 96 6rdn
keresztiil inkubdltuk az adott vizsgdlandé anyagban. Az elpusztult dllatokat a 96 6ra
leteltével szamoltuk, és meghataroztuk azt a koncentraciot, amely éppen a halak 50%-at
pusztitotta el (LCsp). Az esetlegesen eléforduld és megfigyelhetd l4that6 elvéltozdsokat
feljegyeztik (e.g. egyensulyvesztés, uszasi viselkedés, 1égzdéfunkciok épsége,
pigment4cid, stb.). A pH, az oldott oxigén €s homérsékleti ért€keket naponta mértiik.

A zebradaniok kezelése és szovettani vizsgalata

A haltenyészeteket egymadstdl fiiggetleniil kezeltiik minden hatdéanyag két
kiilonbozé koncentracidjaval, dupla csoportokban. A kisérletekben alkalmazott
oldatkoncentraciok a kovetkezoek voltak: 2.5 mg/l é€s 5 mg/l EBA ill. 5 mg/l1 és 10 mg/1
DFA. Az alkalmazott koncentracidkat in situ alkalmaztuk, a kordbban meghatarozott



szubakut LC10 érték alatt (Id. LC50 meghatarozas). 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.

A halakat 4%-o0s, 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 kézépvonaltdl kissé
lateralisan, majd minkét halrészbdl 4-6 pm vastag metszeteket készitettiink. Az igy
késziilt metszeteken a szoveti alkotéelemeket klasszikus Hematoxilin-Eozin (HE) ill.
Kongévords (CR) festéssel, vagy PAS-reakcidval (PeriodicAcid-Schiff) vizualizéltuk.

A viztisztitasi melléktermékek okozta zsiros majkarosodas kvantitativ vizsgalata
digitalis mikroszképiaval

A két vizsgalt DBP molekula, az EBA és DFA méjra gyakorolt hatdsat digitalis
mikorszkopidval vizsgdltuk. Roviden, automata képanalizist alkalmaztunk a
hepatocytakban végbemenod zsiros degradacio meghatarozasidhoz és
kvantifikacidjahoz(ld.).Mindegyik DBP estében két koncentraciét alkalmaztunk (2.5 és
5 mg/l az EBAesetében és 5ill.10 mg/l DFAesetében). A hematoxilin-eozin festéssel
késziilt zebraddnié-mdj metszetekrdl digitdlis (optikai) metszetfelvételeket készitettiink.
Az értekezésben bemutatott vizsgdlatokat a 3DHISTECH dltal kifejlesztett
PANNORAMIC rendszerrel végeztiik. . Mindkét koncentracié alkalmazdsa soran két-
két csoport halat vizsgaltunk az adott kisérleteknél jelzett idOtartamig.A kontroll
csoportba tartozd halakat EBA és DFA mentes médiumban tartottuk. A mintaként
kivélasztott halak majabol véletlenszerlien valasztottunk ki teriileteket, melyeket a
megfeleld szovettani elokészités utdn 450x-es nagyitdson vizsgdltunk, a szovettani
képet digitdlisan rogzitettiik, majd a nem-festett lipid-cseppek éltal elfoglalt teriileteket -
szintén digitélis képanalizist kovetden —kvantifikaltuk a hepatocytdkban.



EREDMENYEK

In vitro vizsgdlatok I.:Kezeletlen vizminta mutagén aktivitasa

A kezeletlen kutviz a TA-98 teszter torzs esetén a Serdolit PAD IIL
gyantaoszlopon tortént koncentrdlassal aktivalas nélkiil, ill. aktivdldssal sem mutagén.A
TA-100 teszer torzsnél azonban aktivdldssal mutagenitds mutathaté ki. A revertdns
baktériumszdm €s a vizminta adag kozott linedris regresszios 0sszefliggés, igen szoros
korrelacié van. A vizmintdk a pozitiv mutagén aktivitds kritériumait kielégitik. A
kezeletlen kutviz a TA-98 teszter torzsben Amberlite XAD-2 gyantaoszlopon torténd
koncentralds utdn mutagén mind aktivalas nélkiil, mind aktivalassal, szemben a Serdolit
PAD III. gyantaoszlopon tortént koncentraldssal, ahol sem aktivdlds nélkiil, sem
aktivaldssal nem mutatkozott mutagén hatés.

A TA-100 teszter torzsben a vizminta azonban csak aktivalast kovetden indukalt
mutagenitdst, mind Amberlite XAD-2, mind Serdolit PAD III. gyantaoszlopokon tortént
koncentralast kovetden. A vizminta adag és a revertins mutagén baktériumszam kozott
linedris regresszio, igen szoros korreldcié van. A vizmintdk a pozitiv mutagén aktivitas
feltételeinek megfelelnek.

In vitro vizsgdlatok I1. A Kkezelt vizminta mutagén aktivitasa

A kezelt katviz a TA-98 teszter torzsnél a Serdolit PAD III. gyantaoszlopon tortént
koncentralast kovetden aktivalds nélkiil, és aktivdlds utdn nem mutatott mutagén
aktivitast. Ugyanakkor az Amberlite XAD-2 gyantaoszlopon tortént koncentracié utan
aktivalas nélkiil és aktivalds utdn is mutagén hatdst észleltiink.

A TA-100 teszt torzs esetében a Serdolit PAD III. gyantaoszlopon tortént koncentralast
kovetden a vizminta extrakcié utdna csak aktivdldssal valtott ki pozitiv mutagén hatdast.
Amberlite XAD-2 gyantaoszlopon tortént koncentrdlds utdn a minta mind aktivélédssal,
mind aktividlds nélkiill mutagén hatdssal rendelkezett.Mindezek alapjdn a kezelt
vizmintdkbol szdrmazé viztisztitdsi reakciomelléktermékek az daltalunk vizsgdlt viz
esetében mutagénnek bizonyultak.

In vitro vizsgdlatok I11.:Apoptotézis indukcid a vizkoncentratumok higitasi soraval

Az in vitro sejtkultirdban tartott huméan lymphocytikegyszeri DMSO kezelése
megnovelte az apoptotikus sejtek ardnyét.Ez a novekedés S0ul/ml DMSO mennyiségnél
volt szignifikdns és 100ul/ml DMSO értéknél volt a legmagasabb. Mivel a kezeletlen
viz-iiledék és a fertOtlenitési melléktermékek is DMSO-ban lettek feloldva a tovabbi
vizsgalatokhoz, a kapott apoptdzis értékeket is csak akkor tekinthetjiik szignifikansnak,
ha meghaladjdk a 100ul/ml DMSO kezelésnél kapott értékeket, ill. ezeket is hasonld
koncentracioban alkalmazzuk. Ezt figyelembevéve mind 100ul/ml CDBP kezelést
kovetden, mint pedig 100ul/ml CSRW kezelést kovetden az apoptotikus arany
szignifikdnsan magasabb volt, mint amit a DMSO kezelés onamagidban képes volt
kivaltani.

Eredményeink azt mutatjadk, hogy mind a nyers, tisztitatlan viz, mind a
fertétlenitésen 4tesett viztartalmaz olyan anyagokat, amelyek megfelelden magas
koncentracioban el6idézhetik az apoptdzis index emelkedését, in vitrro human periférids
lymphocyytakban.



Analitikai kémiai vizsgalatok: szerves mikroszennyezok azonositasa

A kémiai analizis alkalmdval kapott eredmények alapjén, a taldlt mintegy 200
organikus vegyiiletb6l kémiai struktirdjuk alapjan kivélasztott 2 anyagot elemeztiink,
mivel azok mutagén, apoptdzist indukalo illetve carcinogen hatédsa feltételezhetd. A két
anyag: 2,4-difluoroanilin és a 4-etilbenzaldehid.

\/@AO F
F

A 4-etilbenzaldehidEBA (bal) és a 2,4-difluoroanilinDFA (jobb oldal) kémiai szerkezete

NH,

Comet test eredményei
A koncentralt viztisztitdsi melléktermékekkel é€s az EBA-val, illetve DFA-valvégzett
Comet test vizsgalatok kvalitative pozitiv eredményt mutattak.

Apoptozis indukcié a két kivalasztott vegyiilettel: 2.4-difluoroanilin és a 4-
etilbenzaldehid

Kisérleteink sordan 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. Apoptdzist 1-10 mM doézistartomanyban észleltiink. 4-etilbenzaldehiddel
kezelve a sejteket 7 mM felett a hatds mar cytotoxikus, apoptdzist a 0,7-7 mM
dozistartomdnyban észleltiink. Kontrollnak itt DMSO-t, egy szerves olddszert
hasznaltunk, miutan az EB RPMI-ben nem oldédik. Az oldat minden mintaban
ardnyosan tartalmazott EB-t é&s DMSO-t.

In vivo vizsgdlatok:Zebradanio toxicitas
Korszovettani jellemzés

A kisérletkezdetétdl szamitott 3 hét mulva szovettani elvaltozasokat figyeltiink
meg a vizsgalt dllatok mdjaban, veséjében és kiiltakar6jan. A magas-DBP koncentraciét
tartalmazé vizben €16 halakndl (10 mg/l EBA és 5 mg/IDFA), a megfigyelt elvaltozasok
mértéke fokozatosan nott €s a masodik hénapra érte el maximumat. Az alacsonyabb
DBP koncentraciét tartalmazé vizben tartott dllatoknél a megfigyelt koncentracid-fiiggd
elvaltozasok kevésbé voltak konzisztensek €s nem mutattak idofiiggést sem (2.5 mg/l
DFA és 5 mg/l EBA).

EBA eldidézte mdj-elvdltozdsok:a méjparenchyma sejtek relativ zsirtartalmédban
és a zsirvaku6lumok eloszldsaban eltéréseket figyeltiink meg a kezelt és kontroll halak
kozott. A kezelt dllatokban azsirvakudlumok véltozatos méretiiek és alakdak voltak a
kisérletek teljes idOtartamaban a kontrollhoz képest, azonban a megfigyelés végpontjira
a zsircseppek kitoltotték a teljes madjsejt-cytoplasmat, tovabbd a kontroll &llatok
majsejtjeihez képest a sejtek glycogen tartalma csokkent. Ezeket a megfigyeléseket
mind a him, mind a ndstény dllatokban megfigyeltiik és hasonlénak taldltuk. Nem
taldltunk  azonban  hepatocytamegalocytosisra, adenofibrosisra  vagy egyéb
hepatocelluléris elvaltozasra utald jelet.

EBA eldidézte vese-elvdltozdsok: A kezelt allatok disztalisvesetubulusainak
hamsejtjeiben Hematoxilin-eozin festés ill. PAS reakcié alkalmazdsiaval apr6, PAS
pozitiv vaku6lumok felhalmozodasat figyeltiik meg. Piknotikuskromatin kondenzéciot
is megfigyeltiink ezen sejtek 5-10 szazalékéaban. A
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proximalistubulusokhdmsejteibenugyanakkor nagyobb mérettl,
szupranuclearisanelhelyez6d6 PAS pozitiv cseppecskék voltak ldthatéak, azonban a
sejtmagokban nem taldltunk elvéltozast.

DFA eljidézte mdj-elvdltozdsok:a teljes kisérleti idOtartam alatt diffiz
zsirosodds volt megfigyelhetd a madjsejtekben, jellemzden apré zsirvakudlumok
megjelenése volt jellemzd. A hepatocytdkglycogen tartalma is jelentésen megndtt a
kontroll dllatokhoz képest. Preneopldzia nem volt megfigyelhetd, €s nem tapasztaltunk
kiilonbséget a nemek kozott az elvaltozasok tekintetében.

DFA eléidézte vese-elvaltozdsok: az EBA vizsgélatok sordn mér megfigyelt
elvéltozasokhoz hasonl6 korszovettani képet tapasztaltunk.

Sem az EBA sem a DFA kezelt 4llatok szerveiben nem volt
megfigyelhetdamyloidcongo-vordsfestést alkalmazasaval, tovdbbd nem figyeltiink meg
pre-neoplazidra vagy tumorra utal6 elvéltozdsokat sem a kiilonb6z0 szervekben.

A viztisztitasi melléktermékek majsejtek zsiros elfajuldsara gyakorolt hatasanak
kvantitativ vizsgalata

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

A magasabb DBP koncentraci6 szignifikdnsan megnovelte a zsirosodas mértékét
a majsejtekben. A megfigyelt d6zisfiiggd madjelvaltozasok a mdj enzimrendszerének
méregtelenitd  aktivitdsdval —magyardzhato: feltehetben csak a  magasabb
koncentracioban alkalmazott DBP-k telitették az enzimrendszer kapacitdsit, amely a
megfigyelt zsirosodast eredményezte.

A halak viselkedési zavarai EBA és DFA kezelés soran
A kezelések hatdsdra fokozott reaciokészség (DFA), illetve renyhe reakcié (EBA) volt
észlelheto kiilsO inger hatdsara.
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AZ EREDMENYEK MEGBESZELESE

Kezeletlen és tisztitott viz in vifromutagenitasanak vizsgalata AMES-teszttel

A kiilonbozd forrdsokbdl szdrmazd vizmintdk lehetséges mutagenitdsat igen
széles korben vizsgéltak, €s vizsgaljdk napjainkban is. Kordbbi vizsgélatok kimutatték,
hogy kiilonb6z6 eredetli ivoviz (talajviz, felszini vizek) rendelkezhet mutagén
aktivitdssal. Az ilyenvizsgalatok alapjan feltételezhetd, hogy a vizben taldlhat6
fertétlenitési melléktermékeknek hasonléan karos, mutagén, esetleg karcinogén hatdsa
lehet az azt fogyaszté humén populdcidra is. Azonban ennek a lehetdségnek a pontos
megitéléséhez, regiondlis ill. lokdlis feltérképezéséhez sziikségszerien meg kell
vizsgélni az adott teriiletrél szarmazo ivovizmintakat. Az ivoviz mintdk olyan vizmiibol
szarmaztak (FOvéarosi Vizmivek Rt. Csepeli Vizkezelomlben vett, dunaparton
elhelyezkedd csdpos kut), amely a tisztitdsi eljards sordn a kovetkezd f6 eljardsokat
alkalmazta: a nyers viz levegdztetése, oxigénnel dusitds; 6zonozds, (eléfertétlenités,
oxidélds); permangandt adagolds (oxidélds); flokkuldlds, gyors homok és aktiv
szénsziirés; kloradagolds (utdfertétlenités). Vizsgdlatainkban e folyamatok sordn
képzodott viztisztitasi melléktermékeket €s azok lehetséges kdros hatasait vizsgéltuk.

Eredményeink szerint a Serdolit PAD IIl gyantaoszlopok segitségével nyert
kezeletlen és a kezelt vizmintdk a TA-98 és a TA-100 Salmonella teszter torzseknél
patkdnymdj frakcié hozzdaddsa nélkiill negativ mutagén aktivitdst indukdlnak.
Patkdnym4j frakci6 jelenlétében azonban a tisztitdson és fertdtlenitésen mér atesett viz
hatdsara a TA-100 teszter torzs pozitiv mutagén aktivitdst mutatott. A vizkezelési
technolégia folyamdn a kezeletlen vizhez viszonyitva a kezelt viz revertdns
baktériumszama a TA-100 teszter torzsnél, aktivalds utdn, jelentOsen emelkedett. Az
Amberlite XAD-2 gyantaoszlop vizadszorbedtuma a TA-98 teszter torzsnél aktivitassal
€s aktivalds nélkiil is pozitiv mutagenitastindukalt. A TA-100 tesztertorzs aktivalds
nélkiil a kezeletlen vizmintdra negativ, a kezelt vizmintdrapozitiv mutagén aktivitdssal
reagalt.

Ezen vizsgdlataink eredményei alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a
vizfertOtlenitéssordn  keletkezd  melléktermékek az  alkalmazott  vizkezelési
technolégidval nem tdvolithaték el az ivovizbdl. Erre utal az Amberlite XAD-2
gyantaoszlop adszorbedtumanak adagoldsdra 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 aktivitidst erdeményezett, amig a kezeletlen viz adszorbedtuma negativ mutagén
aktivitdst indukalt.

A lehetséges humdn mutagén/karcinogén expozicidé miatt mérlegelendd, hogy a
pozitiv mutagén eredményt hany liter viz adszorbeatuma idézte el6. Adataink szerint:
0,28-0,83 liter nyers vizbdl nyert szerves anyag indukélt mutéciét a lemezeken. A kezelt
viz esetében ehhez 0,83-2,5 liter vizminta adszorbedtumra volt sziikség, tehdt a
vizkezelés a vizmintdban levd mutagén kapacitdsat csOkkentette, de teljesen nem
sziintette meg. A kezelt kitviz a TA98 teszter torzsnél Amberlile XAD-2
gyantaoszlopon tortént adszorbcidtkdvetrden aktivdlds nélkiil, €s aktivdlassal mutatott
pozitiv mutagenitdst. Eredményeink szerint ez esetben is — a linedris regresszo és a
szoros korrelacio alapjan - pozitiv mutagén akivitdsfeltételezhetd. A kezelt kutviz a TA-
100 teszter torzsnél az Amberlite XAD-2 gyantaoszlopon tortént adszorpciot kovetden
aktivitds nélkiil, és aktivaldssal is mutagén hatdst jelzett. A statisztikai vizsgdlatok
linedris regresszidt, szoros korrelaciét mutatnak, amely egyértelmiien pozitiv mutagén
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aktivitdsra utal. Jelentés megfigyelés, hogy a kezelt, tisztitott viz mutagén ritdja
mintegy hiromszoros a kezeletlen vizéhez képest. Mindezek figyelembevételével
mindenképpen sziikséges a fertdtlenités sordan keletkezd melléktermékek mennyiségét
kedvezdtlen egészségiigyi hatasuk miatt csokkenteni.

Eredményeink figyelembevételével a kovetkez6 ajanlasokat fogalmazhatjuk meg
a hazai viztisztitasi folyamatok soran fellépd nem kivant melléktermékek képzddésének
elkeriilésére vonatkozéan: A szenyviztisztitdsi technoldgia sordn a vizben taldlhatd
szerves anyagok eltavolitasi hatdsfokat mindenképpen célszerii lenne novelni, amely a
létrehozott  ivévizbazisban nagymértékben csokkentené a  szerves anyag-
prekurzorokszintjét, €s ennek megfeleléen a DBP-kcsokkenésével jar.

Tovdbba ajanlatos lenne modern, kombinativ ivoviztisztitdsi technoldgidk
alkalmazasat bevezetni, valamint megfontoland az alternativ
ivovizfertOtlenitésitehnologidk alkalmazasa is (pl. UV fény). Az alternativ kémiai
ivovizfertOtlenitési eljardsokban a fertdtlenitészerek adagjainak és a fertdtlenitési
idOtartam tovdbbi optimalizalasa lenne kivédnatos, valamint elengedhetetlen az
ivovizfertOtlenités hatdsfokanak folyamatos feliigyelete annak érdekében, hogy az
1vovizfogyasztdsa biztonsagos legyen, és kivalo mindségli ivoviz dlljon az azt fogyasztd
humén populacié rendelkezésére.

Ivoviz-tisztitasi melléktermékek in vitroapoptoézis indukalé képessége

Az viztisztitasi melléktermékek mutagén illetve lehetséges karcinogén hatdséarol
szamos tanulmany beszdmolt. Ugyanakkor az irodalomban igen kevés adat taldlhato
arra  vonatkozdan, hogy ezek az egészségre tobbnyire bizonyitottan kéros
melléktermékek képesek-e apoptézist indukdlni, vagy az apoptdzis gyakorisdgat
befolydsolni. Vizsgdlataink egyértelmlien kimutattdk, hogy a koncentrdlt vizmintdk
nemcsak tisztitds utdn, de érdekes modon kezelést megeldzden is koncentricid-fiiggo,
szignifikdns apoptozis-indukdlé hatdssal voltak a humdén periférids lymphocytédkra.
Kutatécsoportunk egy kordbbi tanulmanyéban is hasonld, koncentracié-fiiggd mutagén
hatdsrdl szdmolt be.

Ismert, hogy a sériilt DNS-el rendelkez6 sejteket a szervezet képes apoptotikus
folyamatok beinditdsaval elimindlni, eltdvolitani . Felvetddik a kérdés, hogy a
megfigyelt mutagén ill. apoptdzis indukdlé hatdst vajon ugyan azok a viztisztitdsi
melléktermékek fejtik ki, vagy esetleg mds-mds anyagok felelések a két folyamat
kivaltasaért.

A tisztitott viz esetleges karcinogén aktivitdsanak tanulmdnyozdsa sordn
elengedhetetlen, hogy megvizsgédljuk az adott mintdk mutagén és apoptozis indukdld
képességét is. Ezen vizsgélatok eldére jelezhetik, hogy egy esetleges megnovekedett
apoptotikusaktivitds hatékonyan meg tudja-e gatolni azon sejtek felhalmozdodasat,
amelyek irreverzibilis DNS kéarosodast szenvedtek és fokozottan hajlamosak karcinogén
aktivitasra.

A megndvekedett apoptotikus aktivitds olyan szoveti karosodast eredményezhet,
melyek tobb, nem-daganatos megbetegedésre ie jellemzdekAcardiovascularis- és
idegrendszerben szdmos olyan elvdltozds figyelhet6 meg, amelyek endothel-,
myocardialis- vagy idegsejtek apoptozisaval hozhatok Osszefiiggésbe. Ezen elvaltozasok
kialakuldsdban mindenképpen vizsgdlni kellene a viztisztitasi melléktermékek esetleges
szerepét. Figyelemre méltdé megfigyelésiink az is, hogy a nyers, kezeletlen vizbdl
készitett koncentratumok is szignifikdns apoptdézis indukdlé hatdssal birtak. Azt
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azonban nem vizsgaltuk, és igy adataink sem utalnak egyértelmtien erre, hogy vajon ez
utobbi vizminta apoptdzis indukald hatdsa esetlegesen kiilonbozd eredetli bakteridlis
termékekkel vagy vizszennyezéssel fligghet 6ssze. Mivel azonban dltaldban tisztitott viz
keriil fogyasztdsra, ezért a tovdbbi vizsgédlatokban mindenképpen a viztisztitdsi
melléktermékekre kell koncentrélni.

Viztisztitasi melléktermékek vizsgalata in vivozebradanié modellen

A fent részletezett in vitro vizsgalataink sordn kapott eredmények (Ames-teszt) azt
mutattdk, hogy a viztisztitds sordn kialakult melléktermékek koncentracio-fiiggd
mértékben fejtettek ki mutagén aktivitdst, tovabbd hasonld, szintén koncentricié-fiiggd
apoptozis indukalé hatast figyeltink meg akkor, amikor ezeket a DBP-ethuman
periférias lymphocytdkkalinkubaltuk egyiitt.

Tovabbi, in vivo vizsgalataink sordn egy széles korben alkalmazott gerinces allatot,
a zebraddniot hasznaltuk, hogy a két, viztisztitasi melléktermékként mar beazonositott
molekula mutagén ill. esetleges karcinogén hatdsat megvizsgéljuk. A zebraddnio6t
napjainkban igen széles korben alkalmazzak toxicitasi, ill. karcinogenezis indukcigjanak
a vizsgélatara, tovabba fert6z6 megbetegedések €s immunoldgiai vizsgalatok sordn is
gyakran hasznaljdk, mint model 4llatot.

Igen nagy eldnye a zebradaniénak, hogy nagyon gyorsan szaporodik, konnyl és
olcs6 a halakat fenntartani még igen nagy mennyiségben is. Korszovettani
vizsgalatokhoz is kiilonosen jol hasznalhatd, mivel a halak viszonylag kisméretiiek (2-4
cm hosszuak), igy relativ kevés metszetbdl viszonylag sok szerv tanulmédnyozhat6, és
egy targylemezre igen sok metszet felhtizhaté egy allatbol, meggyorsitva a szovettani
analizist. Tovdbbd nem elhanyagolhaté az a tény sem, hogy a halak viszonylag
atlatszoak, a pigmentalt teriiletek nem zavardak, igy nagyobb anatomiai elvaltozasok
sztereomikroszkopos vizsgdlatokkal minden tovdbbi nélkiil detektalhatoak.

Eredményeink szerint sem az EBA sem a DFA hiarom hoénapos kzelds alapjan nem
rendelkezik karcinogén hatdssal, nem indukdltak a megfigyelési iddszak alatt
preneoplaziasléziokat a zebraddniokban. Hosszabb ideig tarté inkubdlds (1 év — tobb
évig terjedo 1ddszak) azonban elképzelhetd, hogy mar eldidézhet karcinogén aktivitasra
utald jeleket. Az értekezés megirdsanak idOpontjdban az ezirdnyd vizsgalatok
folyamatban vannak. Az mindenestre biztosan d&llithatd, hogy az altalunk vizsgélt
viztisztitas soran keletkez6 melléktermékek toxikusak a zebradaniokra, elvaltozasokat
okoznak a mdjban, és a vesében mind id6- mind pedig koncentracié-fiiggd moédon.

Tovébbi vizsgilatokra 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 kiilonb6z6
viselkedésbeli véltozdsokat produkéltak a halak, és egyértelmiinek latszik az
idegrendszer normdl funkcidinak érintettsége, feltételezhetd, hogy a két anyag
idegrendszeri héttérmechanizmusokra gyakorolt hatdsa eltérd. Ez a megfigyelés
kiilonosen fontos lehet humén vonatkozdsban is.

Mivel az ivoviz tisztitdsa alapvetd és kulcsfontossagu 1€pés szamos akut- és hirtelen
fellépd, esetenként haldlos betegség kialalkuldsdnak megeldzéséhez, ezért tovabbi
részletes vizsgilatok sziikségesek ahhoz, hogy megeldzzilk a viztisztitasi
melléktermékek kialakuldsat, vagy ha mar kialakultak, akkor ezeket el tudjuk tavolitani
a vezetékes vizbOl. Ezen vizsgélatok alapvetéen hozzdjarulndnak ahhoz, hogy
lecsokkentsiik a DBP-okoztanemkivanatos egészségkarosoddst. Vizsgalataink és
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eredményeink egyértelmiien ramutattak arra, hogy nem elég az ivévizet fertétleniteni és
megtisztitani, a biztonsdgos vizfogyasztas elengedhetetlen feltétele a tisztitdsi eljardsok
soran keletkezett potencidlisan egészségkarosité melléktermékek eltdvolitsa is.
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KOVETKEZTETESEK

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

¢ A melléktermékeket tartalmazé anyagkeverék mutagén hatasét allapitottuk meg
Ames teszt segitségével.

e A huminlymphocyta tenyészetekben a melléktermékeket tartalmazd
anyagkeverék apoptézistindukdlé és fokozé hatdssal rendelkezik. Hasonld
eredményt tudomdsunk szerint az irodalomban nem kozoltek.

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

e Mindkét kivalasztott molekulahumén periférids lymphocyta-
tenyészetébenapoptdzis- indukald és fokozo hatdssal rendelkezik.

e A két anyag zebradanio halakban végzett, harom hoénapos toxicitdsi tesztje
daganatot, vagy daganat megeldz6 allapotot nem eredményezett, de m4j és vese
1éziokat, illetve a halak viselkedési zavarait okozta.

o 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 ivoviz fertStlenitése nyomdn keletkezett melléktermékek (waterdisinfectionby-products-
DBPs) feltételezett bioldgiai karosité hatdsit vizsgaltuk mutagén, apoptogén, toxicus, illetve
carcinogén hatds szempontjabol. Megallapitottuk, hogy

- Egy budapesti vizmi 4ltal eldallitott ivoviz a nemzetkozi szinten kozolt értékeknek
megfeleld mértékben kis mennyiségben tartalmaz DBP-t.

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

- A DBP koncentrici6 fiiggben apoptozist fokozé hatdssal rendelkezett human
lymphocytdk esetében. Hasonlé eredményt az irodalomban tudomdsunk szerint nem
kozoltek.

- A DBP-ben kollaborald partneriink tobb mint kétszdz kémiailag jol meghatdrozhatd
vegyiiletet mutatott ki, ezek koziil a kémiai szerkezet alapjan két, feltételezhetden
mutagén vagy carcinogén vegyiiletet vdlasztottunk ki (2,4-difluoroanilint (DFA) és a 4-
etil benzaldehid (EBA)), és hasznaltuk kovetkez6 kisérleteinkben.

- Kimutattuk, hogy huméan lymphocyta tenyészetek dézis fiiggden fokozott apoptdzist
mutattak mind DFA, mind EBA kezelés utan.

- Zebradanio kisérleti akvariumi halak 3 hénapos kezelése DFA-val, illetve EBA-vala
mdj, illetve a vese degenerativ elvaltozdsait eredményezte. Daganatra, vagy daganat
megeldzd dllapotra utald jelek az alkalmazott dézisok nyomdn harom hdénap alatt nem
alakultak ki.

- A két vizsgdlt anyag egymdssal ellentétes irdnyd viselkedési zavart keltett a
halpopulacidban.

- A tovabbiakban sziikségesnek tartjuk a kezelési id0 meghosszabbitdsa mellett a kisérleti
halakon végzett vizsgdlatok folytatdsit, DFA és EBA alkalmazdsdval.

- Eddigi kisérleti eredmények alapjin megallapithatjuk, hogy kozegészségiigyi
szempontbdl fokozott figyelmet érdemelnek a vizfertStlenités sordn keletkezett
mutagénnek, apoptézist fokozénak és toxicusnak bizonyult termékek. Az eddigiektdl
eltérd fertdtlenitd eljarasok és a fertStlenitett viz tovabbi tisztitdsdra irdnyuld technikai
megolddsok bevezetése eredményezhetné a fenti veszélyek mérséklését.
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