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Kivonat

Napjaink egyik legsulyosabb kornyezeti problémaéja a levegdszennyezés. Az Eurdpai
Unidban szigora szabalyozéasok vonatkoznak az iparbdl, a mezégazdasagbdl, a kiilonbdzo
erémiivekbdl és a kozlekedésbdl szarmazo karos anyagok levegébe valo kibocsatasara, a
leveg6szennyezéshez azonban jelent6sen hozzajarulnak a lakossag altal fiités céljabol
elégetett tlizeldanyagokbol, illetve a tiizeldanyagokkal egylitt illegalisan elégetett
hulladékbol szarmazé szennyezok is. Kifejezetten aktudlis a probléma, hiszen a ndvekvd
energiaarak miatt, illetve gondatlansagbol adoddan a lakossag egy része hulladékok
elégetéséhez folyamodik, ami miatt a toxikus, mutagén €s karcinogén anyagok, mint pl.
nehézfémek, dioxinok, PAH-0k és PAH-szarmazékok 1égkori koncentracioja jelentésen
megndhet (Hoffer et al., 2020). A rossz levegémindség human egészségiigyi hatasanak
ismeretéhez vizsgalni kell a fentebb emlitett szennyezOk karakterisztikus biologiai

hatasait.

Munkam soran kontrollalt koriilmények kozott egyénileg €s egylittesen elégetett
hagyomanyos szilard tiizeldanyag- ¢s hulladékmintakbol szarmazé fiistgazok egyes

frakcioinak lehetséges toxikus hatasait vizsgaltam human tiid6 sejtvonalon.

Célom megallapitani az egyes flistgaz frakciok cito- és genotoxikus hatasait
kiilonboz6 sejtparaméterek vizsgalataval. A valasztott sejtparaméterek vizsgalatat flow

citometriaval, Comet teszttel, illetve kiilonbozé ELISA tesztekkel végzem.

Az elvégzett mérések alapjan egyeldre az akéac €s az 6sszes mllanyag, azaz PE, PP

crer

szignifikans toxicitast a negativ kontrollokhoz képest, tehat citotoxikus hatdssal voltak a

human A549 sejtekre.

A kozeljovoben megvalositasra keriill a még meg nem mért €s a megismétlendd

mintak Flow Citometrias vizsgalata, valamint a fentebb emlitett tesztek elvégzése.

Kulcsszavak: aeroszol, hulladékégetés, citotoxicitas



1. Bevezetés

A kornyezetszennyezés mara Oriasi méreteket oOltott a megnovekedett ipari
tevékenység, a kozlekedés, valamint a ndvekvld népesség, ¢és annak fogyasztoi
szemléletébol adodo kornyezethasznalat eredményeképpen. Az ipar, a mezdgazdasag és
a lakossag altal termelt szennyezok elkeriilhetetleniil karositjak a talajt, a természetes és
mesterséges vizeket, a levegot és az ¢l6lényeket egyarant, azaz a Fold minden szférajat

érintik a karos hatasok.

Jelen dolgozat a héztartdsi hulladékok elégetésébdl adodo citotoxicitas mértékét
hivatott részletesebben taglalni. Az elégetett anyagok szennyezdé komponensei
egészségkarositbak az ¢€lolényekre nézve. A Pannon Egyetem kutatéi korabbi
tanulmanyukban igazoltdk a kiilonbozd, ellendrzott koriilmények kozott elégetett
miuanyaghulladékok 6kotoxikoldgiai hatasat (Kovats et al., 2022). Ezért fontos, hogy még
atfogobb képet kapjunk arrol, hogy a szennyezdk milyen valtozasokat eredményezhetnek
a biologiai szervezetekben, illetve tobb és egzaktabb informacionk legyen az égés soran
keletkezett vegytiletek citotoxikussagarol. Ezekrol egyelére globalis és hazai szinten is
kevés ismeretiink van, annak ellenére, hogy a héztartdsi szemétégetés eredményezte

levegdszennyez¢Es igen sulyos probléma.

A citotoxicitds vizsgalatok az életképes vagy nem életképes sejtekhez kapcsolodo
sejt- vagy anyagcsere-valtozasokat mutatjak ki. A genotoxicitas, a DNS karositd hatas
eredményeként fellépd genetikai anyag karosodasat jelenti. Ezek vizsgélatara szamos,
kiilonb6z6 elvek alapjan miikodd tesztrendszerek allnak a rendelkezésiinkre, melyekhez
javaslatok, illetve protokollok tartoznak. Célszerli tobb sejtparaméter parhuzamos

vizsgalatat végezni, hogy részletes ismereteket kapjunk a minta karosito tulajdonsagarol.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A levegdszennyezés és a légkori aeroszolok

A Fold légkore a gazfazisi komponensek mellett szilard és folyékony
halmazallapotu részecskéket is tartalmaz. A 1égkori aeroszol a gaznemi kdzegben
diszpergalt szilard vagy folyadék részecskék egyiittes rendszere. A jelenlegi
kornyezetkutatas kozponti témai kozé tartozik az aeroszolok légkorre, éghajlatra és
egészségre gyakorolt hatasa.

A részecskék méretiiket tekintve a nanométerestdl a néhanyszor tiz mikrométeres
nagysagrendig terjedd tartomanyba esnek. Ezek a részecskék befolyasoljak a Fold
energiaegyensulyat, a hidroldgiai korforgast, az atmoszférikus keringést, valamint az
fokozhatnak. Az els6dleges paraméterek, amelyek meghatarozzdk az aeroszolok
kornyezeti és egészségligyi hatasait, a koncentraciojuk, a méretiik, szerkezetiik és kémiai
Osszetételiik (Poschl, 2005).

A levegbben szallo részecskék meghatarozéak a biologiai organizmusok,
szaporitdbanyagok és korokozok (pollen, baktériumok, virusok) terjedésében, amelyek
1éguti, sziv- és érrendszeri, fertdzo €s allergids betegségek kivaltoi vagy fokozoi lehetnek
(Bernstein et al., 2004).

Az aeroszolokat képzddési mechanizmusuk alapjan két osztdlyba lehet
csoportositani: megkiilonboztetiink elsddleges aeroszolokat, melyek kozvetleniil a
légkorbe bocsatodnak ki kiilonb6zo forrasokbol folyadék vagy szilard halmazallapotban,
a masodlagos részecskék pedig a légkorben keletkeznek géz fazisu prekurzorok

A légkori aeroszol részecskék koncentracioja, Osszetétele és méreteloszlasa idoben
és térben erdsen valtozo. A ,,részecskék finom frakcidja” kifejezés azokra a részecskékre
korlatozodik, melyeknek aerodinamikai atmérdjik 1 um (PMi1) vagy 2,5 um (PM2s). A
légszennyezés-szabalyozas szerint néhany esetben azonban a 10 um-ig (PMuo) terjedd

részecskék is ebbe a kategoriaba sorolandok.



2.2.

2.3.

A haztartasi hulladék illegalis elégetésének okotoxikus hatasai

A légszennyezés jelentds forrdsava valt a haztartdsokban torténd hulladékégetés
mind a fejlédé, mind a fejlett orszagokban. A szemétégetés motivacidja a
hulladékkezelésre, valamint az energiafelhasznaldsra vonatkozo koltségek elkeriilése
lehet. A szilard hulladékok elégetésének gyakorlata Eurépaban tobbnyire tiltott, mégis
vannak bizonyitékok arra, hogy a haztartdsokban gyakran égetik el az olyan haztartési
hulladékokat, mint példaul miianyag, kezelt fa (OSB, butorlapok) a tiizeldanyagkoltségek
csokkentése érdekében. De nemcsak Eurdpdban, hanem vildgméretben is problémat 6lt a
milanyag égetése, ami tovabb eszkalalddhat, kiilonosen, ha figyelembe vessziik, hogy a
milanyagtermelés varhatéan 2050-ig novekedni fog (Geyer et al., 2017).

A szilard hulladék nyilt égetése soran kornyezeti kockdzatot jelentd
szennyezbanyagok, példaul finom részecskék (PMzs) és korom részecskék keriilnek
kibocsatasra. Mara azonban koztudotta valt, hogy kiilonb6zd hulladékok nyilt égetése
jelentds mennyiségli szerves toxikus vegyiiletet termel (Lemieux et al., 2004).

Kovats és mtsai (2022) vizsgalatai bizonyitottak, hogy a polipropilén (PP),
polisztirol (PS), poliuretan (PU), polietilén (PE) és polivinil-klorid (PVC) miianyag
mintak eltérd okotoxicitdst mutattak. A f6 szennyezd anyagok tekintetében a mintékat
»PAH-tipust” ¢és ,nehézfém-tipusi” kategoéridkra lehetett osztani. A legnagyobb
okotoxicitast PU és PS mintdk mutattak, ugyanis a PP vel egyetemben magas PAH-
tartalommal rendelkeztek. Ugyanakkor e mintak esetében a fitotoxicitasi vizsgalat nem
adott pozitiv eredményt. A PU, PVC, PS és PP égetésébdl szarmazd vegyiiletek
genotoxikusnak mindsiiltek. A genotoxicitas erds korrelacioban van a kimutatott PAH-

vegyiiletekkel (Kovats et al., 2022).

Haztartasi hulladékégetésre vonatkozo jogszabalyok

A Magyarorszagon jelenleg érvényben 1év0, haztartasi hulladékok égetésére
vonatkoz6 jogszabalyt a 306/2010. (XIL. 23.), a levegd védelmérdl szol6 Korm. rendelet
27. §-a tartalmazza. ,, (1) E § rendelkezéseitl jogszabaly eltéréen rendelkezhet. (2)
Hulladék nyilt teri, vagy a hulladékok égetésének feltételeit rogzité jogszabalyban
foglaltaknak nem megfelelo berendezésben tortéend égetése, a haztartasban keletkezo
papirhulladék és veszélyesnek nem mindsiilo, kezeletlen fahulladék haztartdsi
berendezésben torténo égetése kivételével tilos. Nyilt téri hulladékégetésnek mindsiil, ha
a hulladék az elemi kar kivételével barmilyen okbdl kigyullad.”

4



2.4. Aeroszol részecskék egészségre gyakorolt hatasai

Az emberi szervezet rendkiviil atereszt6 hamja a tiid6 alveolaris hamja. A karos hatas
kockazata fiigg a részecskék anyagi minds€gétdl, méretétdl, a tiidében valo tartézkodasi
idejétol. Toxikologiai vizsgalatokhoz sejtes vizsgalatok is alkalmazhatok. Fontos
azonban tudni, hogy a sejtes vizsgalatok eredményei nem reprezentaljak a teljes szervi
mikddéseket, illetve az esetleges diszfunkcidkat. Az allatmodellek sem tudjak utanozni
a humdn expoziciot, azonban az ezekbdl szdrmazd adatokat és az azonositott
sejtmechanizmusokbol szarmaz6 adatokat kombinalva megjosolhatok a belélegzett
részecskék szisztémas hatasai.

Az aeroszolok egészségre gyakorolt kdros hatdsainak tanulmanyozasakor fontos
kiemelni a 10 pm €s a 2,5 um alatti mérettartomanyokat, ugyanis eldbbi a tiidé horgdibe,

utobbi pedig a horgdcskékbe €s 1égholyagocskakba is képes bejutni (1. abra).
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1. abra: A tiiddbe keriil6 mikro-/nanorészecskék méretfiiggd lerakodéasat bemutato
vézlatos abral

Az aeroszol részecskék nagy része abszorbedlja a levegd nedvességtartalmat, igy
vizben oldhato, mérgezd anyagokat juttathat a tiidobe, melyek a sejtek oxido-redukcids
allapotanak megvaltozasanak eredményeként fellépd oxidativ stresszt okoznak. (Frohlich

& Salar-Behzadi, 2014; Ren-Jian et al., 2012)



2.5. Az A549 sejtvonal, mint tesztsejtek

Mind alapkutatasokban, mind gydgyszerkutatdsokban a tiidészovet modellezésére
leggyakrabban hasznalt tiidordk sejtvonal az FDA altal tesztelt és jovahagyott A549, mely
aeroszol toxikologiai vizsgalatoknal is idedlis. Ezt a sejtvonalat el0szor D. J. Giard és
munkatarsai fejlesztették ki egy 58 éves kaukazusi férfi tumordbdl szarmazoéd
tiidorakszovet eltavolitasaval és tenyésztésével 1972-ben (Giard et al.,, 1973). Ez a
sejtvonal hipotriploid adenocarcinoma alveolaris bazalis epitélsejtekbdl all (1. dbra) és a
disztalis 1égutakban helyezkedik el (2. abra). Morfologiajukat tekintve az A549 sejtek
alveolusokban, képesek lecitint szintetizalni és nagy ardnyban tartalmaznak zsirsavakat,

amik a membran foszfolipidek fenntartasaért felelések?.
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2. abra: Az als6 légutak felépitése és sejttipusai’



ATCC Number: CCL-185
Designation:  A-549

Low Density Scale Bar= 100ym  High Density Scale Bar = 100pm

3. abra: Faziskontrasztos mikroszkopos felvételek hagyomanyos 2D tenyészflaskaban
novesztett A549 sejtekrdl. A képek alacsony (balra) és magas (jobbra) konfluenciaban

1év6 sejteket mutatnak. Méretsavok: 100 pm*



2.6. A Flow citometria és fluoreszcens festékek

A Flow (aramlasi) citometria (FCM) egy olyan technoldgia, amely lehet6vé teszi a
sejtek és mas mikroszkopikus részecskék szamolasat és egyenkénti vizsgalatat, ugyanis a
sejtek tulajdonsagai alapjan kiilonbozé sejtpopulaciok kiilonitheték el. Aramlési
citometrids vizsgalatokat fejlesztettek ki a cellularis jellemzok, példaul a méret, a
membranpotencial, az intracellularis pH, valamint a sejtkomponensek, példaul a DNS,
kiilonboz6 fehérjék, a felszini receptorok és a kalcium szintjének meghatarozasara. A
folyadékaramba szuszpendalt sejtek egy elektronikus €szleld rendszeren, az iigynevezett
aramlési cellan haladnak 4t a hidrodinamikai fokuszalds elve szerint. A celldn
keresztiilhaladé sejtet monokromatikus fény vilagitja meg, az emittalt fényt pedig a
késziilék egy optikai rendszer segitségével, fotoelektron-sokszorozokkal detektalja
(4. abra). A detektorok megkiilonboztetik a sejtekrdl elére iranyuld fényszoras (FSC,
Forward Scatter), a 90°-ban oldalra szort (SSC, Side Scatter), illetve a kiilonb6z6
hullamhossz tartoméanyba es6 fény intenzitasat. A mért paraméterek tehat a fluoreszcens-
¢és fényszoras. Az FCM automatizalt modszer, oridsi elénye, hogy tobb tizezer sejtet képes
detektalni madasodpercenként, egy mérés pedig néhany percig tart, igy hatalmas
adathalmaz 4ll a mérés utan a felhaszndld rendelkezésére. E miiszerrel végzett
sejtanalitikai  vizsgalatok megbizhatosdga jelentésen nagyobb a fluoreszcens

mikroszkoppal végzett technikakénal (Rieseberg et al., 2001).
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4. abra: Az FCM késziilék felépitésének vazlata®

A sejtanalitikai vizsgalatok szdmara kivald lehetdségként szolgalnak az egyre
nagyobb valasztékban rendelkezésre allo fluoreszcens festékek. Ezek specialis sejt-
alcsoportok elkiilonitését, vagyis kiillonb6zd sejtparaméterek vizsgalatat teszik lehetové,
a gerjeszté fény hatasara fluoreszkalnak, illetve szelektiven kotdédnek bizonyos
sejtszervekhez, molekuldkhoz. A fluoreszcens paraméter értéke aranyos a jelolt molekula
sejtben 1évé mennyiségével.

Amellett, hogy szdmos sejttipuson alkalmazhatok, a rendkivill nagy
valtozatossaguknak koszonhetden egy idében egyszerre tobb sejtparaméter vizsgalhatd
veliik. A sejt kettd, harom vagy akar 4 fluoroforral valo jeldlése esetén az egyes
fluoroforok kiilonbdzd szinti (hullimhossza) emisszidi kiilonitheték el. Egy minta
jeloléséhez  jellemzden olyan fluoroforokat kell alkalmazni, amelyek azonos
hulldamhosszon gerjeszthetok (ami a lézer hullamhossza), de kiilonb6zd hullamhosszon
emittalnak. A fluoreszcens festékekkel vizsgalhaté paraméterek kozt szerepelnek

egyebek mellett a sejtek viabilitasa, az apoptozis, nekrozis €s a mitokondrium aktivitasa.



2.7. Vizsgalhat6 sejtparaméterek és a leggyakrabban alkalmazott

citotoxicitasi tesztek

2.7.1. Flow citometrias festési modszerek

2.7.1.1 Festési eljarasok elve, hattere

A fluoreszcens festési technika segitségével sejtekben vagy szovetekben 1évo
specifikus molekuldkat fluoreszcens festékkel jeloljiik, lehetdvé téve azok mikroszkopos
megjelenitését ¢és tanulmanyozasat. A kovetkezd alapelvek biztositjak, hogy a
fluoreszcens festés megbizhatd és hatékony metodus legyen a sejteken beliili strukturak,
molekulak lathatova tételére:

Specifikussag: A fluoreszcens festéknek szelektiven kell kotddnie a célmolekuldhoz,
anélkiil, hogy mas sejtkomponenseket megjeldlne.

Erzékenység: A  fluoreszcens festéknek a  hattér  fluoreszcenciatol — jol
megkiilonboztethetd, hatarozott jelet kell produkélnia, amely konnyen kimutathat6.
Fotostabilitas: Elvaras a festékkel szemben, hogy ellenalld legyen, azaz a fény hatdsara
ne veszitse el a fluoreszcens jelét legalabb addig, amig a mérés megvalosul.

A fluoreszcens festék legyen kompatibilis a jeldlt molekulaval, azaz nem zavarhatja
annak bioldgiai funkciojat, és nem okozhat sejthalalt.

A mikroszkoppal is kompatibilisnek kell lennie, vagyis olyan hullamhosszon kell fényt
kibocsatania a festéknek, amely konnyen detektalhatd és vizualizalhatd fluoreszcens
mikroszkdppal.

Fontos, hogy a festék lehetdvé tegye a kisérletekben a konzisztens eredmények elérését,

a festékkel végzett mérések legyenek reprodukalhatoak.
2.7.1.2 A Hoechst-PI festékek kombinacidja

A Hoechst és propidium-jodid fluoreszcens festékkombinaci6 a sejtekben 1évé DNS
festésére és vizualizalasara hasznalhatd. A két festék egyiittes alkalmazésa lehetové teszi
sejtek  ¢€letképességének ¢és a sejthaldlnak a felmérését, valamint kiilonbozo
sejtfolyamatok, példdul az apoptozis €s a sejtciklus elérehaladasanak tanulmanyozasat.

A membran permedbilis Hoechst festékek a kettdés szala DNS kis barazdaihoz
kotddnek, és UV fénnyel torténd gerjesztéskor kék fluoreszcenciat bocsatanak ki. A

membran impermedbilis propidium-jodid viszont egy vords fluoreszcens interkaldcios
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festék, amely az elhalt vagy sériilt sejtek sejtmagjaban 1évé DNS-hez kotodik, az ép

sejtmembrannal rendelkez6 sejtekbe nem képes bejutni. (Pollack & Ciancio, 1990).
2.7.1.3 AnnexinV-PI festékkombinacio

E két festéket egymas mellett az apoptotikus sejthalal kiilonboz6 stadiumainak
kimutatasara és megkiilonboztetésére szokas hasznalni. Az Annexin V egy kalciumkotd
fehérje, mely a foszfatidil-szerinhez kotédik (PS). A PS egy olyan foszfolipid, ami az
apoptdzis korai szakaszaban a plazmamebran belsé lapjardl a kiilsore transzlokalodik. Az
Annexin V a nekrotikus sejteket is megfestheti; mivel ezeknek a sejteknek a membranja
megrepedt, lehetové teszi a festék szamara a teljes plazmamembranhoz vald hozzaférést.
Egy Annexin V /PI vizsgélatban a sejteket zold fluoreszcens festékkel jelolik és a PI-t
annak érdekében adjak a mintdhoz, hogy a nekrotikus vagy késdi apoptotikus sejteket

voros fluoreszcenciaval jeloljék (Crowley et al., 2016).
2.7.1.4 Mitotracker Deep Red (MTR) és a Mitotracker Green (MTG)

A Mitotracker festékek szelektiven felhalmozdédnak a mitokondriumokban, az
eukariota sejtek energiatermeléséért felelos organellumaiban, ezért azok miikodésének
vizsgalatara jol felhasznalhatoak €16 sejtekben. A gyakran alkalmazott MTR és MTG
relativ  fluoreszcencidgjanak  megfigyelésével = megadhatd ~a  mitokondridlis
membranpotencial, valamint a sejt altalanos mitokondrialis egészsége. Nyomon
kovethetok a mitokondriumok mikrotubulusokkal és aktin filamentumokkal torténd
mozgasa, valamint tanulmanyozhat6 a valds idejli vizualizalassal azok dinamikaja(Xiao
etal., 2016).

A Mitotracker Green festék a mitokondrialis membranpotencialtdl fiiggetleniil a
mitokondriumokat zold szinre festi, ezért alkalmazzak eldszeretettel a teljes
mitokondrialis tomeg jelolésére(Xiao et al., 2016). Ezzel szemben a Mitotracker Deep
red a membranpotencialtol fliggvényében kotddik az aktiv mitokondriumokhoz és azokat

tavoli vords fluoreszcens fénnyel jelzi (Xiao et al., 2016).
2.7.1.5 Jelolés a JC1 festékkel

A mitokondrialis membranpotencidl vizsgélatara alkalmas a lipofil kationos festék,
a JC1 (5,5',6,6'-tetrakloro-1,1',3,3'-tetraetil-benzimidazolil-karbocianin-jodid). A magas
membranpotencialu, vagyis aktiv mitokondriumokban a vegyiilet J-aggregatumokban

felhalmozodik, mig az inaktiv mitokondriumokban a JC-1 molekuldk monomer
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allapotban maradnak. EI6bbi esetben a festékmolekulak voros fluoreszcenciat mutatnak
ki, utobbi esetben pedig zoldet. A két fluoreszcencia ardnya jol reprezentdlja a

mitokondriumok aktivitasat (Perelman et al., 2012).

2.7.2. ELISA alapu tesztek

2.7.2.1 A sejtek viabilitasanak vizsgalata

E vizsgélattipus alatt egy sejttenyészetben 1évO elhalt sejtek ardnyanak
megallapitasat értjiik. Az elhalt sejteket jeldlhetjiik tripankékkel, ugyanis az €16 sejtben
ez az azoszinezék nem tud behatolni az é¢p membranon keresztiil a sejtbe, szemben a sériilt
membrannal rendelkezd sejtek esetében, melyeket kékre fest. Laboratoriumi munkam
soran ezt a festéket rutinszertien alkalmaztam manuélis sejtszdmlalasra, melynek célja az
volt, hogy néhany mikroliter sejtszuszpenzid felhasznéaldsaval a teljes mennyiség
sejtszamara kovetkeztessek. Segédeszkozként Biirker-kamrat alkalmaztam.

A sejtek jelolésére az egyik széles korben alkalmazott DNS festék a sejtmembran-
permeabilis Hoechst (Hoechst 33342-Biotium 40047, PSF006, 2019.) festékcsalad. Ezek
a biszbenzimid tipust vegyiiletek UV-fénnyel gerjesztédnek. Az emisszios maximumuk
455 nm hulldmhosszisdgon van, amely nem kotott allapotban 510-540-es értékekre
tolodik el. A festés nagyon stabil és az €16 sejtekre tobb napig vagy hosszabb ideig nem
toxikus.

Egy sejtpopulacioban 1év6 elhalt sejtek szelektiv festésére hasznalhato a propidium-
jodid (Propidium lodide Nucleic Acid Stain, Molecular Probes, MP 01304, 2006), mely
egy membran-impermedbilis nukleinsav-interkalator. A festék csak akkor képes bejutni
a sejtekbe, ha azok sejtmembranja sériilt. A nukleinsavhoz kotott allapotban gerjesztési

maximuma 535 nm-nél, emisszidos maximuma pedig 617 nm-nél van.
2.7.2.2 A sejtmembran integritas vizsgalata (LDH teszt)

Az apoptoikus sejthaldl mértékének szamszerlisitése a plazmamembran
integritasdnak elvesztését meghatirozd vizsgalatokkal torténhet. A membranintegritas
elvesztésének egyik vizsgalati modszere a laktat-dehidrogenaz (LDH) nevii citoszolikus
enzim sejttenyésztési kozegbe valo felszabaduldsanak mérése. Az extracellularis LDH a
kozegben szadmszerlisithetd egy kapcsolt enzimatikus reakcioval, melyben az LDH
katalizalja a laktat 4talakuldsat piruvattda NAD+ NADH-ra torténd redukcidja révén. A

dehidrogendz enzimek egyik osztilyat a diaforaz enzimek alkotjdk, melynek egyik
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specifikus tagja a NADH-diaforaz, ami a redukci6 soran felszabadult NADH-t hasznalja
fel. A NADH diaforaz altali oxidacidja egy tetrazoliumsoé redukcidjahoz vezet, amely egy
voros formazan termékkeé alakul. Ez a vegytilet spektrofotometridsan 490 nm-en mérheto.
A formazan képz6dési szintje egyenesen aranyos a tenyésztokozegbe felszabadulé LDH

mennyiségével. Ezen adatok ismeretében kvantitativan megadhato a citotoxicitas mértéke

(Lobner, 2000).

2.7.2.3 A sejtek metabolikus aktivitasanak vizsgalata (XTT teszt)

crer

vizsgalt mintaval valo kezelést kovetden kolorimetrikusan hatarozzak meg. Az XTT,
vagy mas redoxi-diének értékes eszkozként szolgélnak az életképes sejtek mennyiségi
értekelésére, mert a festékeket csak az anyageserében aktiv sejtek redukaljak.

Az XTT reagens érzékeny a sejtek redoxpotencidljara. Az aktivan 1égz6 sejtek a
vizben old6d6 XTT vegyiiletet az aktiv mitokondriumokban 1év6 dehidrogenaz aktivitas

altal narancssarga szinli formazan termékké alakitjak.
2.7.2.4 Reaktiv oxigéngyokok (ROS) és az oxidativ stressz sejtekre kifejtett hatasa

A reaktiv oxigéngyokok mitokondrialis oxidativ anyagcsere, valamint a sejtek
xenobiotikumokra, citokinekre és bakterialis tamadasra adott valaszreakcioi soran
keletkeznek. Az oxidativ stressz ROS-ok vagy oxidansok feleslegébdl eredd
egyensulytalansagra utal, amely meghaladja a sejt hatékony antioxidans valaszreakciéra
valo képességét. Az oxidativ stressz makromolekularis karosodast eredményez, valamint
szerepet jatszik kiilonbozd betegségek, mint példaul az ateroszklerdzis, cukorbetegség,
rak, neurondegeneracié vagy épp a korai 6regedés kialakulasaban (Ray et al., 2012).

A metabolikus folyamatok eredményeként 1étrej6vo reaktiv oxigéngyokok egyes- €s
kettds DNS szaltorések kialakulasahoz vezethetnek, (Aitken et al., 2012). A DNS
fragmentacio a replikacioban jelentds hibat okoz. Az oxidald szerek moédosithatjak a
bazisokat, amelyek helytelen parosodasdval az eredeti bazissorend moddosulasa
kovetkezik be.

A ROS vegyiiletek fehérjékben és lipidekben is a sejtek diszfunkcidjdhoz vagy
sejthalalhoz vezetd kozvetlen karosodast okozhatnak (Stadtman & Levine, n.d.). A
lipidperoxidacio és a sejthalal 0sszefiiggésbe hozhatd a sejtek foszfolipidjeire gyakorolt
apoptozist indukalé hatdsaival, a szfingomielindz aktivalasdval ¢és ceramid

felszabadulassal (Fruhwirth et al., 2008).
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A reaktiv oxigéngyokok nagy mértékben szarmaznak sériilt mitokondriumokbol,
ezért fontos a mitokondridlis membranpotencial valtozasanak ismerete, melyet tobbek
kozott Mitotracker Deep Red és JC-1 fluoreszcens festési eljarasokkal kovethetiink

nyomon.

2.7.3. DNS karosodas (Comet teszt)

A Comet teszt eukariota sejtekben hasznalhatd, a DNS egyes és kettds szaltoréseinek
vizsgalatara. Annak ellenére, hogy a toxikologiai vizsgalatokat sejteken végezzik, a
Comet-teszt a genotoxicitas értékelésére értékes metodus. A sejteket agardz gélbe
agyazva mikroszkopos targylemezre helyezik és nagy sokoncentracié mellett egy
detergenssel lizaljak, ennek kovetkeztében roncsolddik a sejtek plazmamembranja, a
DNS széttekeredik, és csak a nukleotid vaz marad vissza. Az igy elOkészitett mintat
magas pH-n, azaz lugos kozegben gélelektroforézissel futtatjdk. Az elektromos térben a
fragmentalt, toltéssel rendelkez6 DNS darabok a megfeleld elektrdd iranyaba elmozdulva
csovat  huznak, melyek iistokosokre emlékeztetd alakot eredményeznek
(comet = iistokos). Az igy kezelt mintak DNS tartalmat fluoreszcens festékkel jelolik, ami
fluoreszcens mikroszkop alkalmazasaval valik megfigyelhet6vé. Minél sériiltebbek, azaz
minél kisebbek a DNS fragmentumok, anndl nagyobb utat tesznek meg az elektrdd
iranyaba adott 1d6 alatt. Ezért a csdva kiterjedésébdl aranyosan megadhaté a DNS
szaltorések mennyisége. A Comet teszt rendkiviil érzékeny, ugyanakkor gyorsan €s az
eukariota sejtek széles spektruman alkalmazhato a DNS karosodas mérésére (Fairbairn et

al., 1995).
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3. Célkitiizés

A kutatast az MTA-PE kutatdcsoport egy korabbi kutatdsa, mégpedig a zart teri
hulladékégetésbdl szarmazd aeroszolok karakterisztikdjanak megismerésére valo
torekvés indikalta. Rendkiviil fontos, hogy a nagy diverzitasu szennyezdforras tipusokat
humanegészségiigyi szempontbol is jellemezziik in vitro sejtbioldgiai modszerekkel. A
kutatasi eredmények a tarsadalom szamara hasznosak, informativ és ezaltal prevenciora
késztetd jellegliek lehetnek.

Zart terli, hagyomanyos kalyhaban elégetett tiizeldanyagok ¢és hulladékok toxicitasarol
jelenleg kevés szakirodalom all a rendelkezésilinkre, a t¢éma mind hazai, mind nemzetkdzi
szinten alulkutatott, ezért ez a kutatds hianypotlo jelentdségii.

Az MTA-PE Leveg6kémia kutatocsoport munkajaba bekapcsoldodva célom vizsgalni
a zart térben elégetett hagyomanyos szilard tiizeléanyagok (akac, csertolgy, lignit, német
brikett, cseh barnaszén, lengyel feketeszén, bltorlap), és ezekhez adagolt, haztartasokban
eléforduldé milanyag hulladékok (PP, PE, PET) fiistgdzainak és aeroszol frakcioinak cito-
¢és genotoxicitasat. A kiilonbozo hulladéktipusok egyedileg, illetve egyiittes elégetésébol
szarmazo6 részecskemintdk biologiai hatasat is vizsgaljuk, valamint célunk az adott
hulladéktipusra jellemz6 sejtélettani elvaltozasok megismerése és tipizalasa in vitro

modszerekkel humén tiid6 sejtvonalakon.
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4. Anyag és modszer

4.1. Sejttenyésztés

A kiilonb6zd hulladéktipusok €gésébdl szarmazd vegyliletek okozta sejtélettani
elvéltozasokat human tid6 sejtvonalon in vitro modszerekkel vizsgaljuk, mert a
szennyezés karos hatasai elsOdlegesen kozvetleniil a tiidot érintik. A human
tiidorakszovetbol szarmazo AS549 sejtek in vitro tenyésztéskor monoréteget alkotva
konnyen novekednek és a tenyésztoflaska feliiletéhez tapadnak. A sejtek megduplazodasi
ideje altalaban 22 6ra, bar néha elérheti a 40 6rat is. Eletben maradasuk érdekében az
A594 sejteket 10% magzati szarvasmarhaszérummal (FBS) modositott Dulbecco’s MEM
(DMEM) tapkdzegben tenyésztik.

Az altalam hasznalt sejtkultira a letapadd (adherens) sejtkulturak kozé tartozik,
vagyis az AS549 sejtek a tenyésztés soran a tenyésztéedényhez rogziilnek. Ha ott
felszaporodtak, megfeleld (de még nem teljes) a konfluencidjuk, akkor at kell oltanunk a
sejteket Uj edénybe, annak érdekében, hogy az osztédasuk biztositva legyen. Ezt a
folyamatot passzalasnak nevzziik. Munkam sordn a passzalasokat a fert6zések elkeriilése
végett UV lampaval sterilezett laminaris fiilkében, steril oldatokkal, eszkozokkel
végeztem. A hasznalandd oldatokat a mivelet elott 10 perccel 37 °C-os vizfiirdobe
helyeztem, ugyanis a sejtek érzékenyek lehetnek a hidegsokkra.

A passzalas folyamata a kovetkezd: a letapadt sejtek felszedése ugy tortént, hogy a
tenyészt6 edényrdl ledntéttem a tapfolyadékot, majd haromszor atmostam 1-2 ml PBS-
el. A mosas utan 0,5 ml Tripszin-EDTA oldatot adtam a tenyészt6 edénybe, ezutan
lezartam azt és a termosztat szekrénybe helyeztem 37°C 5% COa. 2 perc letelte utan az
edényt vortexxel rdzattam, majd 1ml teljes DMEM oltatot adtam hozza. Miutan
megfelelden levaltak a sejtek a flaska falardl, a sejtszuszpenziot eppendorf csdvekbe
pipettaztam at, majd lecentrifugdltam a szuszpenziot 2000 rpm sebességgel. Ezt kdvetden
a sejtekrdl lepipettaztam a folyadékot és 1ml DMEM-t juttattam a csdvekbe. A vortex-

szel reszuszpendalt sejtekbdl végeztem a sejtszamlalast és a tovabbi munkékat.

4.2. Mintavétel és Mintaelokészités

A kutatdcsoport illetékes tagjai az ontottvas kalyhdba helyezett szilard tiizeldanyag-
¢s hulladéktipusokat kontrollalt koriilmények kozott elégették, majd a kémény egy

mintavevOpontjabodl a keletkezett gazokat és aeroszol részecskéket harom, 1-1 dl vizet
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tartalmazo gazmoson vezették at. Ezeket a frakciokat elegyitették. A vizben elnyelddott
frakcio Osszetevoit 0,4 um-es sziirdn szlirték, majd meghataroztak a minta 9sszes Szerves
széntartalmat (TOC = Total Organic Carbon). A kapott eredmények mg/l-es
koncentracioval adhatok meg (1. tablazat). Ezekbdl az adatokbol szamoltam az

crer

egyenlettel.

1. tablazat: A kontrollalt koriilmények kozott elégetett hagyoményos szilard
tiizeldanyagok és miianyag hulladékok sziirt és nem sziirt fiistgdzfrakcidinak teljes

szerves szénttartalma (TOC)

A minta neve TOC (mg/l) sziirt Toc (m"g/I) nem
szurt
Akac mix 293,3 330,4
Csertolgy mix 126,0 160,7
Lignit mix 37,2 39,7
Német brikett mix 341,5 357,5
Cseh barnaszén 101,1 1111
Lengyel feketeszén 112,8 124,5
Putnoki barnaszén 57,1 63,2
Butorlap mix 50,33 56,3
PP mix 154,6 203,3
PE mix 1159 132,5
PET mix 170,1 208,8

A mérések soran a 24 welles plate-ben 1év6 lyukakba 40.000-100.000 sejtet juttattam
1-1 ml DMEM-be wellenként. A sejteket a fiistgazfrakciot tartalmazo, 5 mg/l, 25 mg/l és
50 mg/I-es oldatokkal 4-, valamint 24 6ras expozicionak tettem ki.

Az expozicids 1d6 lejarta utan az egyes wellekbdl a feliil uszé sejteket eppendorf
csOvekbe juttattam, a letapadt sejteket pedig 2 percig tartd 100 ul tripszin-EDTA oldattal
vald inkubalast kovetden szuszpendaltam. Ezutan 400 ul DMEM tapoldatot pipettaztam
a wellekbe. A sejteket felszedtem, az egész 500 pl elegyet atpipettdztam a mar meglévo
1 ml sejtszuszpenzot tartalmazo csovekbe. A mintakat 300G fordulatszamon 10 percig
centrifugaltam, 1 ml PBS-el mostam, majd ugyanilyen paraméterekkel megismételtem a

centrifugélast, végiil reszuszpendaltam a sejteket 500 ul PBS-ben. A mintakhoz 2 pl
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Hoechst és 2,5 ul PI fluoreszcens festéket adtam. A megfestett sejteket 10 percig 37 °C-

os termosztatban inkubaltam, végiil Flow Citométerrel mértem.

4.3. Flow citometria

Munkém soran a fluoreszcens festékekkel festett mintdk vizsgalatat egy Beckman
Coulter Gallios tipust flow citométerrel végeztem. A késziilékben egy 405 nm-es, 488
nm-es és egy 633 nm-es gerjesztdlézer van. A fluoreszcens festékek altal emittalt jeleket
azokkal a detektorokkal rogzitettem, melyek megfelelnek az adott festék emisszids
spektruménak.

Miutan meggydzddtem rola, hogy a citométer hordozofolyadék tankja megfelelden
fel van toltve, illetve miutdn megtortént a detektorok kalibrald gyongyokkel valod
bekalibralasa, megkezdtem a mintak mérését. A mintakrdl valo adatgyijtés 3 percig vagy
20000 detektalt esemény eléréséig tartott. A citométerhez tartozd szoftver segitségével
rogzitettem az adatokat, melyeket LMD (List Mode File) f4jlként ment el a szoftver.

ezeket a fajlokat a Flowing Software 2.5.1-es verzioju programmal értékeltem ki.

4.4. Hoechst 33342- propidium-jodid festés — kapuzasi stratégia

A viabilitas vizsgalatot el6szor a sejtmembran ateresztd, valamint a DNS AT-gazdag
régidithoz kotddd Hoechst 33342 és a sejtpopuldcioban 1évd elhalt sejtek szelektiv
festésére hasznalhatd propidium-jodid festékkombinacioval végeztem. A Hoechst-tel
jelolt sejtek fluoreszeencia intenzitasat az FL9 log (kék) detektor, mig a propidium-
jodiddal jeloltek fluoreszcencia intenzitasat az FL3 log (vOrds/narancs) detektor érzékeli.
A két detektor jelét egy pontdiagramon abrdzolva megkaphatok az €16 és elhalt sejtek
populacidi (5-7. abra). Az eredményeket az €16 és elhalt sejtek szézalékos aranyéval

jellemeztem.
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5. abra: Példa egy pozitiv kontroll populacidinak kapuzasara (t6lgy minta)
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6. abra (balra): Példa egy negativ kontroll populacidinak kapuzasara

(sejtek DMEM-ben)
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Hasznélhato tovabba egy masik kiértékelési mdodszer, amelyben a sejtpopulécio,

detektor altal érzékelt eseményeit hisztogramon abrazoljuk (8. abra).
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8. abra: A festett €10 ¢és elhalt sejtek populacidinak FL3 fluoreszcencia intenzitasanak

abrazolasa egydimenzios hisztogramon. Rendre: negativ kontroll, pozitiv kontroll és az

c sy

Ekkor a jel6lt sejtek fluoreszcencidjanak fliggvényében abrazolt eseményszdma ad
képet az €16 ¢és elhalt sejtek mennyiségi valtozasarol. A populacidk esetenként szépen
elkiiloniilnek, de néha a hisztogramon nagyobb mértékben atfednek az egyes populaciok
jelei, mint a pontdiagramokon, ezért célszeriien a pontdiagramokbol (FL3 — FL9)

szarmazo értékekkel végeztem a kiértékelést €s a szamolast.
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4.5. Statisztika
A kiilonbozéség vizsgalatara kétmintds t-probat végeztem, mely azt mutatja meg,
hogy két, egymastol fiiggetlen mintaban egy-egy valoszinliségi valtozo atlagai egymastol

szignifikansan kiilonbéznek-e. A szamolashoz a kovetkezo képletet alkalmaztam:

o (mp—my)
t proba =
(51)? + (52)?
n, n,

ahol: m az egyik valosziniiségi valtozd atlaga a mintdban; s a valdszinliségi valtozo

sz6rasa; n pedig a minta elemszama.

A statisztikai szignifikancia annak a mértéke, hogy az eredmények a véletlennek
mekkora valosziniiségii kovetkezményei. Az elére megéllapitott valosziniiségi szint, azaz
a szignifikanciaszint a Fischer-féle definicio szerint 5% vagy p<0,05, azt mutatja, hogy a
kapott eredmény ennél a szintnél kisebb valdszinliséggel tudhatdé be pusztan a
véletlennek. Az eredményt az adott szinten szignifikdnsnak tekintik, vagyis a
nullhipotézis elvetésre keriil. A szint mértéke azt mutatja meg tehat, hogy az eredmény

legfeljebb akkora valoszinliséggel lehet a véletlen miive.

A proba alkalmazhatosaganak feltétele az, hogy a szérdsok egyezzenek, ezt kiilon
statisztikai proba, az F proba segitségével kell ellendrizni és amennyiben sziikséges,
akkor egy, a szorasok egyezését nem igényld Welch-probat kell végrehajtani. A szamolast
Python programnyelv segitségével végeztem oly modon, hogy figyelembe vettem a
szorasok kozti kiilonbséget a probak szabadsagfokai alapjan.

s? +522
n, n

Welch — féle t proba = -2

&), )

n+1 n,+1

2

ahol ugyancsak: m az egyik valoszinliségi valtozo6 atlaga a mintaban; s a valoszinliségi

valtoz6 szorasa; n pedig a minta elemszama.

Nullhipotézisem az volt, hogy a két vizsgalt valtozo, azaz a negativ kontroll €16

crcr

statisztikai szempontbol megegyezik.
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5. Eredmények és értékelésiik

5.1. Eziist nanorészecske, mint pozitiv kontroll

Az eziist nanorészecske (AgNP) toxikus hatdssal van az altalam vizsgalt A549-es
sejtekre, ezért a pozitiv kontrollt az AgNP oldattal kivantam eldallitani. Ennek
bizonyitasara 0,01lmM, 0,1 mM ¢és 1 mM-0s higitdsok mellett kezeltem a sejteket, e
mintak mellé természetesen negativ €s pozitiv kontrollt is készitettem. Utobbit a sejtek

30%-0s H20. oldattal valo kezelésével végeztem. Vizsgalatom targya az volt, hogy

cyey

crer

novekvd tendenciat mutatott az expoziciokat kovetéen. A 0,1 mM és 1 mM
koncentracioju oldatok esetében az elhalt sejtek aranya nagyobb volt, mint 96 %, de nem
volt kozottiik szignifikans eltérés, ezért A tovabbi mérések soran a pozitiv kontrollt ugy

allitottam el6, hogy a sejteket 500 nM koncentracioji AgNP oldattal kezeltem (6. abra).

5.2. Az egyes hagyomanyos tiizeléanyagok elégetésébol szarmazo
aeroszolok hatasa a human tiidosejtekre.

A Flow citométeres viabilitas vizsgalatokat ugy végeztem, hogy a higitott oldatokkal
3-3 parhuzamos mérést hajtottam végre. A kapott eredményekbdl az €16 és elhalt sejtek
szazalékos aranyat 4atlagoltam, valamint meghataroztam a harom mérés szoérasat is.
Eredményeimet tablazatban (2. és 3. tdblazat) és oszlopdiagrammok (9. és 10. abra)

segitségével fogaltam Ossze.
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Német brikett 50 mg/L
Német brikett 25 mg/L
Német brikett 5 mg/L

Cseh barnaszén 50 mg/L
Cseh barnaszén 25 mg/L
Cseh barnaszén 5 mg/L

Lengyel feketeszén 50 mg/L
Lengyel feketeszén 25 mg/L
Lengyel feketeszén 5 mg/L

Tolgy 50 mg/L
Tolgy 25 mg/L
Tolgy 5 mg/L

Akéc 50 mgrL
Akac 25 ma/L
Akac 5 mg/L

El6 és elhalt sejtpopulaciok aranya (24 h)

11.6
183

7.9
5.8

26.6

73.4

8L.7

88.4

92.1

7.9

17.5

16.4
15.3

82.5
83.6

19.5
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5.4
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mm ElS

5. abra: EI0 és elhalt sejtpopulaciok aranya a sejtek hagyomanyos tiizeldanyagok

fiistgdzfrakcidival torténd 24 orés expozicidjat kdvetden.

Az oszlopdiagramokkal csak a 24 6ras expoziciok eredményeit adtam meg. El6szor
a hagyomanyos tiizel6anyagok égésébdl szarmazo aeroszolok potencialis toxikus hatasait
elemzem. El6zetes elvarasaink szerint a legtoményebb mintanak kellene a legtobb elhalt
sejtet eredményeznie, ez a német brikett kivételével minden esetben igazolodott. Az akac,
a tolgy ¢és a lengyel faszén mintai jol reprezentaljak azt a forditott aranyossagot, ami a
minta tdménysége és az ¢él6 sejtek aranya kozott van, azaz minél tdményebb mintaval

végezziik az expoziciot, annal inkébb csokken az €16 sejtek szdma.

A német brikett mintak esetében azt tapasztaltam, hogy a 24 6ras expozicio utdn az
¢l6-elhalt arany nem a vart tendenciat mutatja, hanem azt, hogy a fiistgazfrakcio
koncentraciojanak novekedésével az elhalt sejtek aranya csokken. Ezért e minta mérését
célszerli lesz megismételni. Ennek ellenére eléfordulhat az is, hogy a mérést
megismételve is ezt az eredményt és tendenciat kapjuk, ugyanis létezik egy tdpanyaghatas
nevll jelenség, miszerint minél nagyobb az alkalmazott koncentracid, annal tobb

tapanyagot kapnak a sejtek. Ez tehat eredményezhet forditott eredményt.
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2. tablazat: Az €16 és elhalt sejtek aranya és szorasa 3-3 parhuzamos mérés
kiértékelésébodl. A sejteket hagyomanyos tiizeldanyagok égésébdl szarmazo
aeroszolokkal vald expozicionak tettiik ki.

4 Oras expozicio 24 oras expozicio
El6 atlag  Elhalt Sz6rAs El§ atlag  Elhalt Sz6rAs
(%) atlag (%) (%) atlag (%)
Akac 5 mg/L 78,4 21,6 2,6 89,4 10,6 2,3
Akéc 25 mg/L 81,8 18,2 3,0 87,8 12,2 2,8
Akéc 50 mg/L 69,5 30,5 7,5 83,1 16,9 1,3
Tolgy 5 mg/L 86,8 13,2 3,9 94,6 54 0,6
Tolgy 25 mg/L 87,7 12,3 6,6 92,8 7,2 1,5
Tolgy 50 mg/L 79,4 20,6 10,2 80,5 19,5 9,7
Lengyel faszén 5 mg/L 89,3 10,7 2,7 84,7 15,3 5,2
Lengyel faszén 25 mg/L 87,1 12,9 1,2 83,6 16,4 4,4
Lengyel faszén 50 mg/L 94,1 59 0,4 82,5 17,5 2,6
Cseh barnaszén 5 mg/L 92,7 7,3 0,7 92,1 7,9 1,5
Cseh barnaszén 25 mg/L 90,3 9,7 1,6 94,2 5,8 0,8
Cseh barnaszén 50 mg/L 92,9 7,1 1,5 92,1 7,9 4,2
Német brikett 5 mg/L 84,0 16,0 6,1 73,4 26,6 47
Német brikett 25 mg/L 94,6 54 1,1 81,7 18,3 4,2
Német brikett 50 mg/L 89,0 11,0 2,6 88,4 11,6 2,0
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5.3. Azegyes hagyomanyos tiizeléanyagok és azok miianyagokkal valo
egyiittes elégetésébol szarmazo aeroszolok hatasa a human tiidoésejtekre.

El6 és elhalt sejtpopulacidk aranya (24 h)

Butorlap 40 mg/L 34 96.4

Bdtorlap 25 mg/L
Batorlap 5 mg/L

92.5
90.5

9.5

Fa + PET 50mg/L 3L

Fa + PET 25mg/L 18.7
Fa + PET 5mg/L 2.2

68.5
8l.3

90.8
I Elhalt

Fa + PE 50 mg/L EX] 56.7 mm ElS
Fa + PE 25 mg/L 159
Fa + PE 5 mg/L

84.1
6.9

93.1

Fa + PP 50 mg/L o0 61.0

Fa + PP 25 mg/L 467
16.4
Fa + PP 5 mg/L

53.3

83.6

0 20 40 60 80 100
6. abra: El6 és elhalt sejtpopulaciok aranya a sejtek hagyomanyos tiizeléanyagok és
mianyagok egyiittes égésébdl szarmazo fiistgazfrakcidival torténd 24 o6ras expoziciojat

kovetden.

A fa -, illetve szénmintakhoz viszonyitva szembetiin a kiilonbség, miszerint a
milanyagok €gésébdl szarmaz6 aeroszolokat tartalmazé mintdk a human tiidésejtekre
nézve toxikusabbak. A jellemz6 tendencia ez esetben is megfigyelhetd, hogy a
toményebb minta nagyobb aranyu sejtpusztuldst okoz. Fontos kiemelni a 40 mg/l
elhalt sejtet eredményezd mintajat. Mivel a minta teljes szerves széntartalma (TOC)
alacsony volt (~50mg/l), ezért csokkenteni kellett a koncentraciot annak érdekében, hogy
a sejtek szamara megfeleld mennyiségii tapkozeg is legyen a vizsgalando oldat mellett.
fgy lett 40 mg/l, viszont igy is csak nagyjabol 1:5 arinyban volt a tapkozeg a sejtek
szamara. Konnyen lehet, hogy a mortalitast a tdpkozeg hidnya okozta, ezért ez a mérés

nem reprezentalja hitelesen a minta toxikussagat.
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3. tablazat: Az €10 ¢és elhalt sejtek aranya és szérdsa 3-3 parhuzamos mérés
kiértékelésébdl. A sejteket hagyomanyos tiizeldanyagok és hulladékok égésébol
szarmazo6 aeroszolokkal valo expozicionak tettiik ki.

4 6ras expozicid

24 o6ras expozicid

El6 atlag  Elhalt

El§ atlag  Elhalt

(%) atlag (%) Széras (%) atlag (%) Szoras
Fa + PP 5 mg/L 81,9 18,1 0,2 83,6 16,4 2,3
Fa + PP 25 mg/L 49,3 50,7 0,8 53,3 46,7 2,9
Fa + PP 50 mg/L 44,0 56,0 9,3 39,0 61,0 3,6
Fa + PE 5 mg/L 89,5 10,5 15 93,1 6,9 0,3
Fa + PE 25 mg/L 77,0 23,0 2,2 84,1 15,9 5,3
Fa + PE 50 mg/L 83,5 16,5 1,6 43,3 56,7 6,7
Fa-PET 5mg/L 80,5 19,5 2,8 90,8 9,2 1,0
Fa-PET 25mg/L 88,4 11,6 1,3 81,3 18,7 0,2
Fa-PET 50mg/L 67,9 32,1 9,5 68,5 31,5 2,6
Butorlap 5 mg/L 92,0 8,0 2,2 90,5 9,5 1,3
Butorlap 25 mg/L 93,4 6,6 0,2 92,5 7,5 1,5
Butorlap 40 mg/L 66,8 33,2 2,5 34 96,6 0,3

Annak eldontésére, hogy a negativ kontroll és a kezelt sejtpopulacio él6-elhalt

aranyaban van-e szisztematikus eltérés, illetve, hogy a minta toxikus-e a vizsgalt sejtekre,

szignifikancia vizsgélatot végeztem. Szignifikanciaszintként a leggyakrabban

alkalmazott p<0,05 értéket hasznaltam. Ez azt jelenti, hogy két minta esetében a

szignifikanciaszintnél nagyobb valdsziniiséggel eléforduld kiilonbozéség mar nem a

véletlen miive. A vizsgalat eredményeit a 4. tablazatban foglaltam 6ssze.

4. tablazat: A negativ kontroll és a kezelt sejtek kozti eltérés mértéke (p<0,05)

Szignifikans kiilonbség a negativ kontrollhoz képest

4h expozicid

24 h expozicid

50 mg/l 50 mg/l
Lengyel faszén nincs nincs
Német brikett nincs nincs
Cseh barnaszén nincs nincs
Tolgy nincs nincs
Akac van van
Butorlap van van
Fa + PP van van
Fa + PE van van
Fa + PET van van
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A szignifikancidk meghatarozasara minden esetben az adott méréshez és adott
expozicids id6hoz tartozo negativ kontrollok €16 sejtjeinek ardnyat hasonlitottam az 50
aranyahoz. A 4. tablazat alapjan lathato, hogy mind a 4, mind a 24 6ras expozicid esetében
a szignifikancidk konzekvensen alakulnak. A legfobb kovetkeztetés pedig az, hogy az
akac és a miianyagok égésébol szarmazd aeroszolok toxikusak a sejtekre nézve. Azonban
fontos megjegyezni, hogy az akac mintanak nagyon magas a TOC tartalma, ¢és kissé kilog
a hagyomanyos tiizeléanyagok sorabol. Ezért egy ismételt mintavételre és mérésre fog
sor keriilni, hogy teljes mértékben bizonyos legyen, hogy nem a mintavételnél tortént

valami gond.
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6. Osszefoglalas

Munkéam soran hagyomanyos szilard tiizel6anyagok és haztartasi hulladékok egyéni
¢és egylittes elégetésébdl keletkezd aeroszolok potencidlis toxicitasat vizsgaltam meg,
melyhez eddig Hoechst 33342 és propidium-jodid fluoreszcens festékkombinacioval
torténd viabilitas vizsgalatot végeztem el.

A vizsgalt mintdk kozott akac, tolgy, német brikett, cseh barnaszén, lengyel
feketeszén, butorlap, illetve fahoz adagolt PE, PP és PET szerepeltek. Komplex
kovetkeztetés egyetlen tipusu viabilitas vizsgalatbol nem vonhato le, azonban j6 és atfogo
képet tud adni a potencialis toxicitasrol. Az elvégzett mérések alapjan egyelore az akac
aeroszolokat tartalmaz6 mintak mutattak szignifikans toxicitast a negativ kontrollokhoz
képest, tehat citotoxikus hatassal voltak a human A549 sejtekre.

A kozeljovoben megvalositasra keriil a még el nem végzett putnoki barnaszén és a
lignit mintdinak Flow Citometrias vizsgélata, tovabba a DNS karosodas kimutatisara
szolgaldé Comet teszttel, mitokondridlis aktivitas teszttel (FCM), illetve egy-egy ELISA
teszttel kivanjuk folytatni a haztartasi hulladékégetésbol keletkezd flistgazok és
aeroszolok potencialis toxikus jellemzését.

Legfobb motivacionk az aeroszolok toxikus karakterisztikdjanak megismerése és
jellemzése. Humanegészségiigyi szempontbdl elengedhetetlen az informacioszerzés,
ugyanis jelenleg nagyon csekély mennyiségli informacié all a rendelkezésiinkre a zart
teri hulladékégetésbdl szarmazd aeroszolok toxicitdsat illetden. Ez a téma nemcsak
Magyarorszagon, hanem nemzetkozileg is alulkutatott, ezért munkank hidnypotld

jelentdséggel bir.
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