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Kivonat

Napjaink egyik legsulyosabb kornyezeti problémaja a leveg6szennyezés, melyhez
jelentdsen hozzajarulnak a lakossag altal flités céljabol elégetett tiizeldanyagokbol, illetve
a tiizel6anyagokkal egyiitt illegalisan elégetett hulladékokbol szarmazé szennyezok is. A
probléma Kifejezetten aktualis, hiszen a novekvé energiaarak miatt, illetve
gondatlansagbol adédoan a lakossag egy része hulladékok elégetéséhez folyamodik, ami
miatt a toxikus, mutagén és karcinogén anyagok, mint pl. nehézfémek, dioxinok, PAH-
ok és PAH-szarmazékok légkori koncentracidja jelentésen megndhet. A rossz
levegdmindség human egészségiigyi hatasanak ismeretéhez vizsgéalni kell a fentebb

emlitett szennyezOk karakterisztikus bioldgiai hatésait.

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

frakcioinak lehetséges cito- és genotoxikus hatasait vizsgaltam human tiid6 sejtvonalon.

A sejtparaméterek vizsgalatdt kiilonbozé fluoreszcens festékekkel és azok
kombinacidinak alkalmazasaval valositottam meg. Az €16 és elpusztult sejtek aranyat
Hoechst 33342 ¢s Propidium-jodid festékek segitségével hataroztam meg, a reaktiv
oxigéngyokok (ROS) sejtekre kifejtett hatasat pedig CellROX Green-nel elemeztem. A

sejtek DNS karosodasanak vizsgélatat pedig Comet teszttel végeztem.

A viabilitas vizsgalat eredményei alapjan a hagyomanyos tiizel6anyagok égetésébdl
szarmazo6 aeroszolok egy vizsgalt koncentracioban sem, mig a PP mar 25 mg/l, a PE, PET
¢és PS mintak 50 mg/l-es koncentracioban citotoxikus hatastiak az A549 sejtekre. Ezzel a
genotoxicitds mértéke néhany kivétellel korrelacioban van. Péarhuzamos mérési
mértékben, tovabba a PS, PE, PET, PP mintakbdl szarmazd aeroszolok fokozzak a
sejtekben az oxidativ stresszt, ami hozzajarulhat a A549 tesztsejtekben tapasztalt

genotoxicitashoz.
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1. Bevezetés

A kornyezetszennyezés mara Oriasi méreteket oOltott a megnovekedett ipari
tevékenység, a kozlekedés, valamint a ndvekvld népesség, ¢és annak fogyasztoi
szemlélettel jard kornyezethasznalata 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 haztartasi hulladékok elégetésébdl szarmazo aeroszolok cito- és
genotoxikus hatasat, illetve ezek mértékét hivatott részletesebben taglalni. Az elégetett
anyagok szennyezd komponensei egészségkarositoak az ¢éldlényekre nézve. A Pannon
Egyetem kutatdéi korabbi tanulmanyukban igazoltdk a kiilonb6zd, ellenérzott
koriilmények kozott elégetett milanyaghulladékok okotoxikologiai hatasat [1,2]. Ezért
fontos, hogy még atfogdbb képet kapjunk arrdl, hogy a szennyezdk milyen potencialis
cito- és genotoxikus valtozasokat eredményezhetnek a bioldgiai, sziikebb értelemben
véve human szervezetekben. Ezekr6l egyeldre globalis és hazai szinten is kevés
ismeretiink van, annak ellenére, hogy a haztartdsi szemétégetés eredményezte

levegdszennyez¢Es igen sulyos probléma.

A citotoxicitas vizsgalatok az életképes vagy nem életképes sejtekhez kapcsolodo
sejt- vagy anyagcsere-valtozasokat mutatjak ki. A genotoxicitas a DNS karosito hatas
eredményeként fellépd genetikai anyag karosodasat jelenti. Ezek kimutatisara és
szamszeriisitésére szamos, kiilonbozé elvek alapjan miikodé teszt modszer 4ll a
rendelkezésemre, melyekhez egyedi protokollok tartoznak. Tobb sejtparaméter
parhuzamos vizsgalatat végeztem el annak érdekében, hogy részletes ismereteket kapjak

a mintak karosito tulajdonsagarol.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Alevegészennyezés és a légkori aeroszolok

A Fold légkore a gazfazisi komponensek mellett szilard és folyékony
halmazallapotu részecskéket is tartalmaz. A 1égkori aeroszolok tehat szuszpenzidban 1€vo
szilard vagy folyékony részecskék halmaza. A jelenlegi kornyezetkutatas kozponti témai
kozé tartozik az aeroszolok légkorre, éghajlatra és egészségre gyakorolt hatasainak
vizsgéalata.

Forréasuk lehet természetes eredetii, de emberi tevékenységhez kothetd, ugynevezett
antropogén szarmazasu aeroszolokat is megkiilonboztetiink. A részecskék méretiiket
tekintve a 100 nanométerest6l a néhanyszor tiz mikrométeres nagysagrendig terjedd
tartomdnyba esnek. Ezek a részecskék befolydsoljdk a Fold energiaegyensulyat
(0sszetételiiktol fiiggden elnyelik vagy visszaverik a hét és a napfényt), a hidrologiai
korforgast, az atmoszférikus keringést, valamint az iiveghdzhatasti gazok légkori
paraméterek, amelyek meghatirozzék az aeroszolok kornyezeti és egészségligyi hatasait,
a koncentraciojuk, a méretiik, szerkezetiik és kémiai dsszetételiik [3].

A levegében szalld részecskék meghatarozéak a biologiai organizmusok,
szaporitdbanyagok és korokozok (pollen, baktériumok, virusok) terjedésében, amelyek
léguti, sziv- és érrendszeri, fert6z0 és allergias betegségek kivaltoi vagy eldsegitdi
lehetnek [4].

Az aeroszolokat képzddési mechanizmusuk alapjan két osztalyba lehet
csoportositani: megkiilonboztetliink elsddleges aeroszolokat, melyek kozvetleniil a
légkdrbe bocsatddnak ki kiillonb6zo forrasokbol folyadék vagy szilard halmazéllapotban
(ebbe a kategoriaba tartoznak az égés soran keletkezd aeroszolok, részecskék is), a
masodlagos részecskék pedig a légkorben keletkeznek géz fazisu prekurzorok

crer

A 1égkori aeroszolok koncentracidja, dsszetétele és méreteloszlasa idében és térben
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er6sen valtozd. A ,részecskék finom frakcidja” kifejezés azokra a részecskékre
korlatozodik, melyeknek aerodinamikai atmérdjiik 1 um (PM1) vagy 2,5 um (PMzs). A
1égszennyezés-szabalyozas szerint azonban néhany esetben a 10 pm-ig (PMao) terjedd

részecskék is ebbe a kategoriaba sorolandok.



2.2. Haztartasi hulladékégetés és kovetkezményel

A légszennyezés jelentds forrasava valt a haztartdsokban torténd hulladékégetés
mind a fejlédé, mind a fejlett orszagokban. A szemétégetés motivacidja a
hulladékkezelésre, valamint az energiafelhasznalasra vonatkozo koltségek elkertilése
lehet, ugyanakkor ezt a problémat eredményezheti a szervezett hulladékgyijtési
rendszerek hianya is. A szilard hulladékok elégetésének gyakorlata Europaban tobbnyire
tiltott, mégis vannak bizonyitékok arra, hogy a haztartasokban gyakran égetik el az olyan
haztartasi hulladékokat, mint példaul milanyag targyak, kezelt fa elemek (OSB,
butorlapok) a tlizel6anyagkoltségek csokkentése érdekében. A szilard hulladék nyilt
égetése soran kornyezeti kockdzatot jelentd szennyezdanyagok, példaul a PMio
mérettartomanyba esd aeroszolok, finom részecskék (PM2zs) és korom részecskék
kertilnek kibocsatasra. Mara azonban koztudotta valt, hogy kiilonboz6 hulladékok nyilt
égetése jelentés mennyiségli szerves toxikus vegyliletet (policiklusos aromas
szénhidrogéneket (PAH), dioxinokat, furanokat) termel [5].

A Kormanykozi Eghajlat-valtozasi Testiilet (IPCC) 2006-ban kozolt altalanos
iranyelvei alapjan Wiedinmyer és mtsi (2014) megbecsiilték a haztartasokban és a
hulladéklerakokban elégetett hulladék mennyiségét. Szamitasaik szerint Magyarorszagon
az éves szinten elégetett hulladék mennyisége az orszdgban keletkezd 0sszes hulladék
mintegy 2%-a, Romanidban ez az érték eléri a 60%-ot. A hulladékégetés becsiilt
hozzéjarulasa a kornyezeti PM1o-hez a fentebb bemutatott sorrendben 4%, illetve 35%
[6]. Levegdkémikusok tanulmanya kimutatta, hogy a milanyag hulladék égetése
tomegalapon akar 40-szer tobb PMio-et és 800-szor tobb PAH-vegyiiletet bocsat ki, mint
a szaraz tlizifa égetése [7]. Azonban nemcsak Eurdpaban, hanem vilagméretben is
problémat 61t a milanyag égetése, ami tovabb eszkalalodhat, kiilonosen, ha figyelembe
vessziik, hogy a mlianyagtermelés varhatéan 2050-ig novekedni fog [8].

Hoffer és mtsi (2024) a PET (polietilén-tereftalat) égetésbol és a fatiizelésbol
vizsgaltak 2-BEVT  (2-(benzoiloxi)-etil-vinil-tereftalat) ¢és LGS (levoglukozan)
nyomjelzé anyagok segitségével [9]. Ot magyarorszagi mintavevd allomasrél szarmazo
aeroszolmintdk alapjan végeztek §sszehasonlito vizsgalatokat és megallapitottak, hogy az
kornyezeti PM1o koncentracidhoz lényegesen magasabb, mint az orszdg mas részein. A

tanulmanyban szerepld telepiilések koziil a leginkabb (Miskolc) és a legkevésbé
5



(Veszprém) érintett telepiilések kozott kozel 5-szords eltérés is megfigyelhetd volt.
Veszprémben a mintak tilnyomo tobbségében (80%), mig Budapesten a PM1o mintak
minddssze 66%-aban volt szamszerlsitve a 2-BEVT, ennek ellenére Budapesten a PET-
égetés relativ ardnya magasabb, mint Veszprémben. A tlizifa-fogyasztasi statisztikdk, a
fatiizelés nyomjelz6éjének (LGS) szamszeriisitett koncentracioja, valamint a 1égkori PMig
mintakban talalt PET és egyéb tipust hulladékok nyomjelzdinek tomegkoncentracioi
alapjan azt a komplex kdvetkeztetést vontak le, hogy a fiitési szezonban a haztartasokban
keletkezd 0sszes haztartasi hulladék mintegy 10%-at a haztartdsokban 1évo kalyhdkban
égették el. E helytelen gyakorlatbol szarmazo levegdszennyezés kockazatot jelent mind a
lakossag, mind pedig mas él6lények és az 6koszisztéma szamara is.

Kovats és mtsai (2022) vizsgalatai bizonyitottak, hogy a hulladékégetésbdl szarmazo
polipropilén (PP), polisztirol (PS), poliuretan (PU), polietilén (PE) és polivinil-klorid
(PVC) mianyag mintak eltéré Okotoxicitast mutattak [1]. A f6 szennyezé anyagok
tekintetében a mintakat ,,PAH-tipusti” és ,,nehézfém-tipusu” kategoriakra Iehetett osztani.
A legnagyobb oOkotoxicitast PU és PS mintak mutattak, ugyanis a PP-vel egyetemben
magas PAH-tartalommal rendelkeztek. Ugyanakkor e mintdk esetében a fitotoxicitasi
vizsgélat nem adott pozitiv eredményt. A PU, PVC, PS és PP égetésébdl szdrmazod
vegyiiletek baktériumtorzseken genotoxikusnak mindsiiltek. A genotoxicitds erds

korrelacidoban van a kimutatott PAH-vegyiiletek kvalitativ és kvantitativ jellemzdivel.

2.2.1. A hulladékégetésre vonatkozo hazai jogszabaly

A Magyarorszagon jelenleg érvényben 1év0, haztartasi hulladékok égetésére
vonatkoz6 jogszabalyt a 306/2010. (XII. 23.), a levegd védelmérdl szol6 Korm. rendelet
27. §-a tartalmazza. ,, (1) E § rendelkezéseitl jogszabaly eltéréen rendelkezhet. (2)
Hulladék nyilt téri, vagy a hulladékok égetésének feltételeit rogzité jogszabdlyban
foglaltaknak nem megfelelé berendezésben torténd égetése, a hdztartasban keletkezo
papirhulladék és veszélyesnek nem minosiilo, kezeletlen fahulladék hdztartasi
berendezésben torténo égetése kivételével tilos. Nyilt téri hulladékégetésnek mindsiil, ha

a hulladék az elemi kar kivételével barmilyen okbol kigyullad.”



2.3. Aeroszol részecskék egészségre gyakorolt hatasai

Az emberi szervezet alveolaris hamja a tidoben rendkiviil permeabilis. A karos hatas
kockazata fiigg a részecskék anyagi minds€gétdl, méretétdl, a tiidében valo tartdézkodasi
idejétol. Toxikologiai vizsgalatokhoz sejtes vizsgalatok is alkalmazhatok. Fontos
azonban tudni, hogy a sejtes vizsgalatok eredményei nem reprezentaljak a teljes szervi
miikddést, illetve az esetleges diszfunkciokat. Az allatmodellek sem tudjék utanozni a
huméan expozicidt, azonban az ezekbdl szarmazod adatokat és az azonositott
sejtmechanizmusokbdl szarmazé adatokat kombinalva megjosolhatok a belélegzett
részecskék szisztémas hatasai.

Az aeroszolok egészségre gyakorolt karos 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 tiidébe keriild mikro- és nanorészecskék méretfliggd lerakoddsat bemutato

vazlatos abral

Az aeroszol részecskék nagy része abszorbedlja a levegd nedvességtartalmat, igy
vizben oldhatd, mérgez6 anyagokat juttathatnak a tiidobe. Ennek kovetkeztében a sejtek
oxido-redukcios allapota megvaltozhat, melynek eredményeként oxidativ stressz 1ép fel.

[10,11]



2.4. A flow citometria és fluoreszcens festékek

A flow (aramlasi) citometria (FCM) egy olyan technoldgia, amely lehetové teszi a
sejtek ¢és mas mikroszkopikus részecskék szamolédsat és egyenkénti vizsgdlatat,
ugyanis a sejtek tulajdonsagai alapjan kiilonbozé sejtpopulaciok kiilonithetok el.
Aramlasi citometrias vizsgalatokat fejlesztettek ki a cellularis jellemz6k, példaul a
méret, a membranpotencial, az intracellularis pH, valamint a sejtkomponensek,
példaul a DNS, kiilonbozd fehérjék, a felszini receptorok €s a kalcium szintjének
meghatarozasara. A folyadékdramba szuszpendalt sejtek egy elektronikus észleld
rendszeren, az igynevezett aramlasi cellan haladnak at a hidrodinamikai fékuszalés
elve szerint. A cellan keresztiilhalad6 sejtet monokromatikus fény vilagitja meg, az
emittalt fényt pedig a késziilék egy optikai rendszer segitségével, fotoelektron-
sokszorozokkal detektalja (2. dbra). Az altalam hasznalt Beckman Coulter Gallios
tipust citométerben a gerjesztélézerek térben elvalasztott aramlasi metszéspontokkal
rendelkeznek. Az arambol szarmazé fluorokrom-kibocsatas kiilon optikai szalakon
keresztiil jut el a detektorsorokhoz. Ez lehetévé teszi tobb kiilonbozé fluorokrom

egyidejl kimutatasat, vagyis a sejtek multiparaméteres elemzését.

A detektorok megkiilonboztetik a sejtekrdl eldre irdnyuld fényszoras (FSC, Forward

Scatter), a 90°-ban oldalra szért (SSC, Side Scatter), illetve a kiillonb6z6 hulldmhossz

tartomanyba esd fény intenzitdsdt. A mért paraméterek tehat a fluoreszcens- és

fényszoras. A FCM automatizalt modszer, 6ridsi elonye, hogy akar tobb ezer sejtet képes

detektalni madasodpercenként, egy mérés pedig néhany percig tart, igy hatalmas

adathalmaz 4ll a mérés utan a felhasznalé rendelkezésére. E miiszerrel végzett

sejtanalitikai vizsgalatok statisztikai megbizhatosaga jelentésen nagyobb a fluoreszcens

mikroszkoppal végzett technikakénal [12].
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2. abra: Az FCM késziilék felépitésének és mikodésének vazlata [13]

A sejtanalitikai vizsgalatok szamara kivald lehetdségként szolgalnak az egyre
nagyobb valasztékban rendelkezésre allo fluoreszcens festékek. Ezek lehetdvé teszik
kiilonboz6 sejtparaméterek vizsgalatat és ezaltal specialis sejt-alcsoportok elkiilonitését.
A gerjeszté fény hatasara fluoreszkalnak, illetve szelektiven kotddnek bizonyos
sejtszervekhez, molekuldkhoz. A fluoreszcencia intenzitdsa aranyos a jelolt molekula
sejtben 1évé mennyiségével.

Amellett, hogy szdmos sejttipuson alkalmazhatok, a rendkiviil nagy
valtozatossaguknak kdszonhetéen egy idoben egyszerre tobb sejtparaméter vizsgalhato
velik. A sejt kettd, harom vagy akar 4 fluoroforral valo jeldlése esetén az egyes
fluoroférok kiilonbozd szinli (hullimhossz) emisszioi megfeleld detektor konfiguracio
mellett elkiilonithetk. Egy minta jeldléséhez jellemzéen olyan markereket kell
alkalmazni, amelyek azonos hulldmhosszon gerjeszthetdk (ami a lézer hullimhossza), de
a kiilonb6zo6 detektorokhoz tartozo hullamhosszakon emittalnak.

A fluoreszcens festékekkel vizsgalhaté paraméterek kozt szerepelnek egyebek

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



2.5. Vizsgalhat6 sejtparaméterek és gyakran alkalmazott
citotoxicitasi tesztek

Ebben az alfejezetben a fluoreszcens festékek miikodési elvét, biokémiai hatterét,
valamint a laboratoriumi munkam soran hasznalt fluoreszcens festékkombinaciokat és
mutatom be. A munkam soran olyan fluoreszcens festékekkel dolgoztam, melyekkel a
sejtek viabilitasa és a reaktiv oxigéngyokok (ROS) esetleges sejtkarositd hatasai
derithetdk fel, azonban szamos mas paraméter vizsgalatdra fejlesztettek mar ki

fluoreszcens markereket, modszereket.

2.5.1. Flow citometrias festési modszerek
2.5.1.1 Festési eljarasok elve, hattere

A fluoreszcens festési technika segitségével sejtekben vagy szovetekben 1évo
specifikus molekuldkat fluoreszcens festékkel jeloljiik, lehetdvé téve azok mikroszkopos
megjelenitését és FCM modszerrel vald tanulmanyozdsat. A kovetkezd alapelvek
biztositjak, hogy a fluoreszcens festés megbizhato és hatékony metddus legyen a sejteken
beliili struktarak, molekulak lathatova tételére:

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

Erzékenység: A  fluoreszcens festéknek a  hattér  fluoreszcenciatol — jol
megkiilonboztethetd, hatarozott jelet kell produkalnia, amely konnyen kimutathat6.
Fotostabilitas: Elvaras a markerrel szemben, hogy ellenallo legyen, azaz a fény hatasara
ne veszitse el a fluoreszcenciajat legalabb addig, amig a mérés megvaldsul.

A fluoreszcens festék legyen kompatibilis a jelolt molekulaval, azaz nem zavarhatja
annak bioldgiai funkcidjat, €s nem okozhat sejthallt.

Célszerli a mikroszkoppal is kompatibilisnek lennie, vagyis olyan hulldmhosszon fényt
kibocsatania, amely konnyen detektalhatd és vizualizalhato fluoreszcens mikroszkoppal.
Fontos, hogy a festék lehetové tegye a kisérletekben a konzisztens eredmények elérését,

az elvégzett mérések legyenek reprodukalhatoak.
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2.5.1.2 A sejtek viabilitasanak vizsgalata, Hoechst 33342-Propidium-jodid festékek
kombinacioja

A Hoechst 33342 [14] ¢és propidium-jodid [15] (H-PI) fluoreszcens
festékkombinaci6 a sejtekben 1évé DNS jelolésére és vizualizalasara hasznéalhato. A két
festék egyiittes alkalmazasa lehetdvé teszi a sejtek ¢életképességének és a sejthalalnak a
felmérését, valamint kiilonb6z6 sejtfolyamatok, példaul az apoptozis és a sejtciklus
elérehaladdsanak tanulmanyozasat.

A biszbenzimid tipusi membran permeabilis Hoechst 33342 festék a kettds szala
DNS kis barazdaihoz kot6dik, elsdsorban UV fénnyel, de kisebb mértékben a 405 nm-es
1ézerrel is gerjeszthetd. Az emisszios maximuma 455 nm hullamhosszisagon van, vagyis
kék fluoreszcenciat bocsat ki. Az emissziés maximuma nem kotott allapotban 510-540-
es értékekre tolodik el. A propidium-jodid egy membran-impermeabilis nukleinsav-
interkalator. Ez egy vords fluoreszcens festék, amely az elhalt vagy sériilt sejtek
sejtmagjaban 1évé DNS-hez kotédik, az ép sejtmembrannal rendelkezé sejtekbe nem
képes bejutni. [16]. A nukleinsavhoz kotott allapotban gerjesztési maximuma 535 nm-

nél, emisszidés maximuma pedig 617 nm-nél van (3. abra).

405 488 638
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Wavelength (nm)

w= Propidium lodide Hoechst (33342)

3. abra: Hoechst 33342 és PI festékek gerjesztési (Szaggatott vonalak) és emisszids
gorbéi a hullamhossz fliggvényében. A csticsokon 1év6 boxok az FL9 (H) és FL3 (PI)-
csatornakat jel6li, melyeken az alkalmazott Beckman Coulter Gallios citométerrel

detektalhat6 a festékek emisszioja.
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2.5.1.6 Reaktiv oxigéngyokok (ROS) és az oxidativ stressz sejtekre kifejtett hatasa,
vizsgalatuk CellROX Green fluoreszcens festékkel

A reaktiv oxigéngyokok a mitokondrialis oxidativ anyagcsere, valamint a sejtek
xenobiotikumokra, citokinekre és bakterialis tamadasra adott valaszreakcidi soran
keletkeznek. Az oxidativ stressz ROS-ok vagy oxidansok feleslegébdl eredd
egyensulytalansagra utal, amely meghaladja a sejt hatékony antioxidans vélaszreakciora
val6 képességét. Az oxidativ stressz makromolekularis kdrosodast eredményez, valamint
szerepet jatszik kiilonb6zo betegségek, mint példaul az ateroszklerdzis, cukorbetegség,
rak, neurondegeneracio vagy épp a korai 6regedés kialakulasaban [25].

A metabolikus folyamatok eredményeként 1étrejovo reaktiv oxigéngyokok egyes- €s
kettds DNS szaltorések kialakulasahoz vezethetnek [26]. A DNS fragmentacidé a
replikdcioban jelentds hibat okoz. Az oxidalo szerek modosithatjak a bazisokat, amelyek
helytelen parosodasaval az eredeti bazissorend modosulasa kovetkezik be.

A ROS vegyiiletek fehérjékben és lipidekben is a sejtek diszfunkcidjahoz vagy
sejthalalhoz vezetd kozvetlen karosodast okozhatnak [27]. A lipidperoxidacio és a
sejthalal Osszefiiggésbe hozhatd a sejtek foszfolipidjeire gyakorolt apoptdzist indukald
hatésaival, a szfingomielinaz aktivalasaval és ceramid felszabadulassal [28].

A reaktiv oxigéngyokok nagy mértékben szarmaznak sériilt mitokondriumokbol,
ezért fontos a mitokondrialis membranpotencial valtozasanak ismerete, melyet tobbek
kozott Mitotracker Deep Red és JC-1 fluoreszcens festési eljarasokkal kovethetiink

nyomon.

A CellROX Green (CRG) lehetvé teszi a reaktiv oxigénfajtak (ROS) €16 sejtekben
vald aramlasi citometrias kimutatasat, azonban a ROS-képzddés, -felhalmozodas és -
leépiilés dinamikus életciklusar6l — ami a makromolekulak oxidativ karosodasahoz,
ennek kovetkeztében pedig sejthalalhoz vezet — az oxidativ stressz adatok
félreértelmezése és a téves kovetkeztetések levonasanak elkeriilése érdekében
tobbparaméteres modszerrel készithetiink megfelelden értelmezhetd profilt [29]. Mivel
az oxidativ stressz a membranlipidek és fehérjék karosodasan keresztiil sejthalalt idézhet
el6, a membranintegritas elemzése is kiemelked6en fontossa valik. Kisérleteim soran a
membranintegritads valtozdsanak nyomon kovetése céljabol a mintdk altal eléidézett
oxidativ stressz szintjét a Hoechst 33342-propidium-jodid kombinacioval egyiittesen
mértem. A CellROX Green sejt-permeabilis, azonban redukalt allapotban nem

fluoreszkal. Oxidacidja utdn a fluorogén jel abszorpcids/emisszids maximuma
12



508/525 nm [30] (5. abra). E reagens alkalmazasa mellett negativ kontrollként

antioxidans hatasu N-acetil-cisztein (NAC), pozitiv kontrollként pedig a ROS-t indukalo
terc-butil-hidroperoxid oldat (TBHP) hasznalata javasolt.

100 . 405
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4. abra: Hoechst 33342, PI és CellROX Green festékek gerjesztési (Szaggatott vonalak)
¢s emisszios gorbéi a hulldmhossz fliggvényében. A cstiicsokon 1évo boxok az FL3, FL9
¢és az FL1-csatornakat jeloli, melyeken az alkalmazott citométer detektalja a festék

emisszidjat.
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2.6. DNS karosodas (Comet teszt)

A Comet teszt egyedi sejtekben hasznalhato, a DNS egyes és kettds szaltoréseinek
¢s azok mértékének kimutatasara. A Comet-teszt tehat a genotoxicitas értékelésére
értékes metodus. A sejteket agardz gélbe dgyazva mikroszkopos targylemezre helyezziik
¢és nagy sokoncentracio mellett egy detergenssel lizaljuk, ennek kovetkeztében
roncsolodik a sejtek plazmamembranja, a DNS széttekeredik és csak a nukleotid vaz
marad vissza. Az igy elOkészitett mintdit magas pH-n, azaz lagos kozegben
gélelektroforézissel futtatjuk. Az elektromos térben a fragmentalt, toltéssel rendelkezd
DNS darabok a megfeleld elektrod iranyaba elmozdulva csovat huaznak, melyek
istokosokre emlékeztetd alakot eredményeznek (comet = listokos). Az igy kezelt mintak
DNS tartalmat fluoreszcens reagenssel jeloljik, ami fluoreszcens mikroszkop
alkalmazaséaval valik megfigyelhetdvé (6. abra). Minél sériiltebbek, azaz minél kisebbek
a DNS fragmentumok, annél nagyobb utat tesznek meg az elektrdd irdnyaba adott 1d6
alatt. Ezért a csova kiterjedésébdl aranyosan megadhato a DNS szaltorések mennyisége.
A Comet teszt rendkiviil érzékeny, ugyanakkor gyorsan €s az eukariota sejtek széles

spektruman alkalmazhat6 a DNS karosodas mérésére [31].

Cometek vizsgalata A_dthE?-" / wdd \ e T
A fejrész ép DNS-bdl, a csovarész az sejtkultira 44 Sejenszpenzin kicalese
egyes vagy kettds széltorést szenvedett (A349) | , /i o | alacsony olvadispont
2 e A=y (37 °C-os) agardzzal

DNS fragmentumokbal &l

Sejtek
Fluoreszcens 25, b’eag}'azasa a
N Y7, 7\ | 7 dgieneen
interkaldciés ae _ S~ 1év6 magas
P ) lkel D\"._ O\ Comet fej Comet csova { 3 \ olvadaspontd
o ) (sértedlen DNS) (kirosodot: DNS) =27 atonta reeibe
szaltorések 8 8
kimutatasdra
- /
\/

Ligos elektroforézis

300 mA | A lizis oldatban
(18 V) ~1,5V/cm a sejtek plazmamembrénja
30 perc RN roncsolodik
/ I ‘
L\/

5. abra: A Comet teszt sematikus abraja
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2.7. Az A549 sejtvonal, mint tesztsejtek

Mind alapkutatdsokban, mind gydgyszerkutatdsokban a tiidészovet modellezésére
leggyakrabban hasznalt tiidorak sejtvonal az FDA altal tesztelt és jovahagyott A549, mely
aeroszol toxikologiai vizsgalatoknal is idedlis. Ezt a sejtvonalat eldszor D. J. Giard és
munkatarsai tenyésztették ki egy 58 éves kaukizusi férfi tumorabol szarmazo
tiidorakszovetbdl 1972-ben [32]. Ez a sejtvonal hipotriploid adenocarcinoma alveolaris
bazalis epitélsejtekbdl all (1. abra) és a disztalis légutakban helyezkedik el (7. abra).
Morfolégiajukat tekintve az A549 sejtek lapham jellegiiek (8. dbra). Funkciojukat illetden
szintetizalni és nagy ardnyban tartalmaznak zsirsavakat, amik a membran foszfolipidek

fenntartasaért felelések?.

ATCC Number: CCL-185
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3. Célkitiizés

A kutatast a Pannon Egyetem Bio-nanotechnologiai és Miiszaki Kémiai
Kutatoéintézet, LevegOkémia Kutatocsoportjanak egy korabbi kutatasa, mégpedig a zart
terti hulladékégetésbol szarmazo aeroszolok karakterisztikajanak megismerésére, illetve
a kornyezeti PM1o koncentraciohoz vald hozzajarulasanak szamszertisitésére tett torekvés
indikalta. Rendkiviil fontos, hogy a nagy diverzitasi szennyezoforrds tipusokat
humanegészségligyi szempontbdl is jellemezziik in vitro sejtbiolégiai modszerekkel. A
kutatasi eredmények a tarsadalom szamara hasznosak, informativ és ezaltal prevenciora
késztetd jellegliek lehetnek.

Zart terli, hagyomanyos kalyhdban elégetett tiizeldanyagok és hulladékok toxicitasarol
jelenleg kevés szakirodalom all a rendelkezésiinkre, a téma mind hazai, mind nemzetkozi
szinten alulkutatott, ezért ez a kutatas hianypotlo jelentoségii.

A Levegdkémia Kutatdcsoport munkdjaba bekapcsoldodva célom vizsgalni a zart
térben elégetett hagyomanyos szilard tiizel6anyagok (akdc, csertdlgy, lignit, német
brikett, cseh barnaszén, lengyel feketeszén), és ezekhez adagolt, haztartasokban
eléfordulé miianyag hulladékok (PP, PE, PET, PS, PU) fiistgazainak és aeroszol
frakcidinak cito- €s genotoxicitasat. A kiillonb6zd hulladéktipusok egyedileg, illetve
egyiittes elégetésébdl szarmazo részecskemintak bioldgiai hatasat is vizsgalom, valamint
célom az adott hulladéktipusra jellemzd sejtélettani elvaltozdsok megismerése és

tipizalasa in vitro modszerekkel human tiid6 sejtvonalakon.
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4. Anyag és modszer

4.1. Sejttenyésztés

A kiilonb6zd hulladéktipusok €gésébdl szarmazd vegyliletek okozta sejtélettani
elvéltozasokat human tiid6 sejtvonalon in vitro modszerekkel vizsgéljuk, 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 ora, bar néha elérheti a 40 6rét is [33]. Eletben maradasuk érdekében
az A594 sejteket 10% magzati szarvasmarhaszérummal (FBS) modositott Dulbecco’s
MEM (DMEM) tapkozegben 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 (még nem teljes) a konfluencidjuk, akkor at kell helyezniink a
sejteket (legalabbis egy kisebb populaciot) Gj flaskaba, annak érdekében, hogy az
osztodasukhoz a tér biztositva legyen (25 cm? feliiletii flaskakkal dolgoztam, a
késdbbiekben részletezett eljaras soran alkalmazott anyagi mennyiségek e flaskaméretre
vonatkoznak). Ezt a folyamatot passzalasnak nevzziik. Munkam soran a passzalasokat a
fertdzések elkeriilése végett UV ldmpéaval sterilezett lamindris fiilkében, steril oldatokkal,
eszkozokkel végeztem. A hasznalandd oldatokat a miivelet el6tt 10 perccel 37 °C-0s
vizfiirddbe helyeztem, ugyanis a sejtek érzékenyek lehetnek a hidegsokkra.

A passzalas folyamata a kovetkezd: a letapadt sejtek felszedése ugy tortént, hogy a
tenyésztd flaskabol aspirdcidés vakuumszivé rendszerrel (VACUSIP) eltdvolitottam a
(korabbi mycoplasma fertézések elkeriilése végett 10x higitasban egy széles spektrumil
aminoglikozid antibiotikumot, Gentamicin szulfatot és 100x higitasban Penicillin-
Sztreptomicin antibiotikumokat is tartalmazo) tapfolyadékot, majd haromszor atmostam
1-2 ml PBS-el. A mosas utan 0,5 ml Tripszin-EDTA oldatot adtam a tenyészt6 flaskéba,
annak érdekében, hogy a letapadt sejtek is kinyerhetdk legyenek, majd ezutan lezartam
azt, és inkubatorba helyeztem, melyben 37 °C és 5% COa tartalom van. 2 perc letelte utan
a flaskat vortexszel razattam, majd miutan mikroszképpal vald ellendrzést kovetden
meggy6zOodtem arrol, hogy a sejtek ténylegesen levaltak, 1 ml teljes DMEM oltatot
pipettaztam bele. Miutan megfelelden levaltak a sejtek a flaska falardl, a sejtszuszpenziot
eppendorf csOvekbe pipettaztam at, majd lecentrifugaltam a szuszpenziot 200G
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sebességgel. Ezt kovetden a sejtekrdl lepipettdztam a feliiluszo folyadékot és 1ml
DMEM-t juttattam a csOvekbe. A vortex-szel reszuszpendalt sejtekbdl végeztem a

sejtszamlalast, valamint a toxicitasi teszteket.

4.2. Mintavétel és Mintaelokészités

A kutatdcsoport illetékes tagjai a Servant S114 tipusu, 5 kW fiitdteljesitményti
ontottvas kalyhaba helyezett egységnyi mennyiségli szilard tiizel6anyag- és
hulladéktipusokat kontrollalt koriilmények kozott elégették tigy, hogy az egyes mintdk
égetése kozott a kalyhat 10 percig 700 °C f6lé melegitették a keresztszennyezddések
elkeriilése érdekében. A kémény egy mintavevOpontjabdl a keletkezett gazokat és PM1o
mérettartomanyba esé aeroszol részecskéket harom, 1-1 dl desztillalt vizet tartalmazo
gazmosoOn vezették at. Ezeket a frakciokat elegyitették. A vizben elnyel6dott frakceio
Osszetevoit 0,4 pm-es szrén sziirték. A minta dsszes széntartalmat (TC = Total Carbon)
meghataroztdk (1. tablazat), melynek ismeretében kiszdmoltam az expozicidkhoz
mintakat antibiotikum mentes tapkdzeggel keverve 5, 25 és 50 mg teljes szantartalom/1

koncentraciora allitottam be.

1. tablazat: A kontrollalt koriilmények kozott elégetett hagyoményos szilard
tiizel6anyagok és milanyag hulladékok szirt €s nem sziirt flistgdzfrakcioinak teljes

széntartalma (TC)

A minta neve TC (mg/1) sziirt TC (mg/l) nem sziirt
Akéc 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 (polipropilén) mix 154,6 203,3
PE (polietilén) mix 115,9 132,5
fnli'(l' (polietilén-tereftalat) 170.1 208.8
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PS (polisztirol) mix 220,4 276,3

PU (poliuretan) mix 93,6 90,3

A mérések soran a 24 welles plate-ben 1év6 lyukakba azonos mennyiségii, 40.000-
100.000 kozotti sejtet juttattam 1-1 ml DMEM-be wellenként. A sejteket az aeroszolokat
¢s a fiistgazfrakciot tartalmazo, 5 mg/l, 25 mg/l és 50 mg/l-es oldatokkal 24 oras
expozicidnak tettem ki.

Az expoziciés id0 lejarta utdn az egyes wellekbdl a feliil Usz6 sejteket eppendorf
csovekbe juttattam, a letapadt sejteket pedig 2 percig tartd 100 ul tripszin-EDTA oldattal
valo inkubalast kovetden szuszpendaltam. Ezutan 400 ul DMEM téapoldatot pipettaztam
a wellekbe. A sejteket felszedtem, az egész 500 pl elegyet atpipettaztam a mar meglévo
1 ml sejtszuszpenzot tartalmazéd csovekbe. A mintakat 300G fordulatszamon 10 percig
centrifugéltam, 1 ml PBS-el mostam, majd ugyanilyen paraméterekkel megismételtem a
centrifugalast, végiil reszuszpendaltam a sejteket 500 pl PBS-ben. Az 1 ml mintakhoz
2 ul (1 pg/ml) Hoechst 33342 és 2,5 ul, 1.5 mM-os PI fluoreszcens festéket adtam, masik
esetben ugyanezeket a festékeket a 2 ul, 2,5 mM-os, DMSO oldattal stabilizalt CellROX
Green festékkel valo festés és a sejtszuszpenzio 30 percig 37 °C-on 95 % CO: tartalom
mellett vald inkubalasa utan adtam. A harmadik modszer estében pedig 5 ul JC-1-et
adtam 0,5 ml sejtszuszpenziohoz. A megfestett sejteket (tovabbi) 10 percig 37 °C-0s

termosztatban inkubaltam, végiil flow citométerrel mértem.

4.3. Flow citometria

Munkam soran a fluoreszcens festékekkel festett mintak vizsgalatat egy Beckman
Coulter Gallios tipusu flow citométerrel végeztem. A késziilékben egy 405 nm-es, egy
488 nm-es és egy 633 nm-es gerjesztélézer van. Amikor egy lézersor megvilagit egy
sejtet, a sejtben 1évd fluoreszcens molekulakat gerjeszti. A kiilonboz6 fluorokromok
emisszidjanak észlelésére kiillonbozd detektorok alkalmazhatok, ezzel lehetdvé valik a
multiparaméteres elemzés. A fluorokromok altal kibocsatott fluoreszcencia detektalasara
az altalam hasznalt késziilékben 10 detektor szolgal. Az FL9 — FL10 detektorok az
ibolyaszin gerjesztd 1ézerhez, az FL6 — FL8 detektorok a voroshoz, az FL1 — FL5
detektorok pedig a kék gerjesztd 1ézerekhez tartoznak kiilon optikai utakhoz tartozva. A
fluoreszcens festékek altal emittélt jeleket azokkal a detektorokkal rogzitettem, melyek

megfelelnek az adott festék emisszios spektrumanak.
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Miutan meggydzddtem rola, hogy a citométer hordozofolyadék tankja megfelelden
fel van toltve, illetve miutan megtortént a detektorok kalibrald gyongyokkel valo
bekalibralasa, megkezdtem a mintak mérését. A mintakrol valo adatgytjtés 3-5 percig
vagy 20000 detektalt esemény eléréséig tartott. A citométerhez tartozé Gallios szoftver
segitségével rogzitettem az adatokat, melyeket LMD (List Mode File) fajlként ment el a

szoftver. Ezeket a fajlokat a Flowing Software 2.5.1-es verzioji programmal értékeltem.

4.3.1. Hoechst 33342- propidium-jodid festés és kapuzasi stratégia

A viabilitas vizsgalatot el6szor a sejtmembran atereszté és a DNS AT-gazdag
régioihoz kotédé Hoechst 33342, valamint a sejtpopulacioban 1€v6 elhalt sejtek szelektiv
festésére hasznalhatd propidium-jodid festékkombinacioval végeztem. A Hoechst-tel
jelolt sejtek fluoreszcencia intenzitasat az FL9 log (kék) detektor, mig a propidium-
jodiddal jelodltek fluoreszcencia intenzitasat az FL3 log (vords/narancs) detektor érzékeli.
A két detektor jelét egy pontdiagramon abrazolva megkaphatok az é16 és elpusztult sejtek
populacidi (9. abra). Az eredményeket az €16 és elhalt sejtek szdzalékos aranyaval

jellemeztem.
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9. abra: Példa egy (rendre) negativ kontroll (DMEM), egy pozitiv kontroll (0,5 mM Ag

crer

kezelt sejtek populacioinak kapuzasara FL3log/FL9log pontdiagramokon.
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Hasznélhato tovabba egy masik kiértékelési modszer, amelyben a sejtpopulacio

detektor altal érzékelt eseményeit hisztogramon abrazoljuk (10. abra).
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10. abra: A festett €16 és elhalt sejtek populacidinak FL3 fluoreszcencia intenzitdsanak
abrazoléasa egydimenzids hisztogramon. Rendre: negativ kontroll (DMEM), pozitiv

kontroll (0,5 MM Ag nanorészecske), az 5 mg/l, a 25 mg/1 és az 50 mg/1 koncentracioj,

PE-vel terhelt tiizel6anyag égésébdl szarmazo fiistgazfrakcidval kezelt minta

Ekkor a jelolt sejtek fluoreszcencia intenzitdsdnak fiiggvényében dabrazolt
eseményszam ad képet az ¢l ¢€s elhalt sejtek mennyiségi valtozasarol. A populaciok
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 és a szamolast.

A mintakat fluoreszcens mikroszkoppal is vizsgaltam. A kék és a voOros
fluoreszcencia gerjesztésére ¢s kimutatdsara alkalmas szlir0kockakat alkalmazva

detektaltam a sejteket.
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11. abra: Hoechst33342-vel (a) és Propidium-jodiddal (b) festett A549 sejtek

(azonos sejtpopulacio lathato a képeken)

4.3.2. Hoechst 33342- propidium-jodid és CellROX Green festés, kapuzas

A fentebb bemutatott két reagens-kombinaciot a CellROX Green (CRG) jel6léssel
egészitettem ki annak érdekében, hogy az apoptotikus sejthalal folyamataban
meghataroz6 szerepet jatszo reaktiv oxigén specieszek képddési mechanizmusarol és
mennyiségérol is atfogod képet kapjak. A H-PI egyiittese az FL9-FL3-csatorna jeleibdl
vizualizalhat6, a CRG pedig az FL1-csatorndn mutat megndvekedett fluoreszcenciat. A
sejtpopulaciok kapuzasat FL1/FL3, valamint FL3/FL9 pontdiagramok alapjan végeztem.
E16bbi kiértékelése soran (12. abra felsé blokk) megadtam az é16 sejtek és az emelkedett
fluoreszcenciat mutatod jelek aranyat, utobbin (12. abra als6 blokk) pedig egymastol

megkiilonboztetve rogzitettem az €16, a haldokldé (moribund), valamint az elpusztult

sejtek populaciojat.
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12. abra: A PE-vel terhelt tiizeldanyag égésébdl szarmazo fiistgazfrakcidval kezelt
sejtek populacioi az FL1log/FL3log (fent) és az FL3log/FL9log (lent) detektor jelei
alapjan Rendre: negativ kontroll (DMEM), pozitiv kontroll (0,5 mM Ag

tiizeldanyag égésébdl szarmazo fiistgazfrakcidval kezelt minta
A Hoechst 33342 — Propidium-jodid — CellROX Green festékkombinacioval jelolt

sejteket is vizsgaltam fluoreszcens mikroszkoppal, a késziilt felvételeket az alabbi abran

tiintettem fel (13. &bra).

13. abra: Hoechst33342-vel (a) Propidium-jodiddal (b) és CellROX Green-nel (c)
egyiittesen festett A549 sejtek kiilonb6z6 sziirékockak alkalmazasa mellett

megfigyelve.
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4.4. Alkalikus Comet teszt

A dezoxiribonukleinsav  karosodasanak mérésére hasznalatos az egysejtes
gélelektroforézis. A sejtek agardz gélbe agyazéasat kdvetden magas s6 és detergens
koncentracio mellett azok citoplazméjanak ligos kozegben vald emésztése valosul meg.
Az emésztés utan visszamaradd sejtmag DNS tartalmanak kettdés hélix szerkezete
alkalikus kozegben felbomlik, igy lehetdvé valik az egyszeres szaltorések, st a magas

pH-n egyszeres szaltoréssé alakulo luglabilis sériilések kimutatasa, analizalasa is.

A 0,5 ml PBS-ben szuszpendalt sejtek mennyiségét Biirker-kamra segitségével
szamszerlsitettem. Ennek alapjan egy detergenssel zsirtalanitott, majd 1%-0s NMPA
(normal olvadaspontu) agarozzal elOrétegezett mikroszkop targylemezre felvittem a
sejtszuszpenziot ugy, hogy a sejtszuszpenzid 100 ul-¢bol és az 1%-0s LMPA (alacsony
olvadaspontt agaroz) 65 ul-ébol allé elegyébdl 75 ul-t juttattam a mar lemezen 1évo
agardz gélbe. Végiil pedig 1%-os NMPA oldatbol feddréteget képeztem a beagyazott
sejtekre. A targylemezeket ezt kovetéen a 2,5 M NaCl-t, 100 mM tetranatrium-EDTA-t,
10 mM Tris bazist, N-lauril-szarkozint (1 tomeg/térf.) tartalmazo, 10 térfogatszazalék
dimetil-szulfoxiddal (DMSO) kiegészitett 10-es pH-ju hideg lizis oldatba helyeztem
minimalisan 1 o6ratol akar tobb napig terjedé intervallumig (A protokollok szerint
kortilbeliil egy hétig nem befolydsold tényezd a kisérlet ezen pontjdn az alkalmazott
iddintervallum). A lizis oldatbol kivett lemezeket ezt kdvetden mostam a 0,3 M NaOH-
bol, 10 mM tetranatrium-EDTA-bOI, és 2 térfogatszazalék DMSO-bol 4llo, 13,1-es pH-
ju oldattal, majd ugyanilyen oldattal feltoltott elektroforézis kadba helyeztem a
lemezeket. 30 perc varakozasi id6 eltelte utan allando aramerésség ((300 mA, ~1,5 V/cm)
mellett 30 percig futtattam. A lemezeket desztillalt vizzel haromszor 5-5 percig mostam,
majd etanollal fixaltam. A megfuttatott és fixalt sejteket SO ul 1x VistaGreen fluoreszcens
festékkel kezeltem, végiil 25 perc sotét helyen vald szaradast kovetéen fluoreszcens
mikroszkoppal vizsgaltam, fényképeket készitettem (20. abra), majd a cometeket TriTek

e

késziilt parhuzamosokat 0sszevontan értékeltem (pool testing).
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4.5. Statisztika
A kiilonbozoéség vizsgalatara kétmintas t-probat végeztem, mely azt mutatja meg,
hogy két, egymastdl fiiggetlen mintdban egy-egy valdszinliségi valtozo atlagai egymastol

szignifikansan kiilonbéznek-e. A kovetkezo képlettel szamoltam:

o (mp—my)
t proba =
(s0)? + (52)?
ny Ny

ahol: m az egyik val6szinliségi valtozo atlaga a mintaban; s a valoszinliségi 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 valosziniiséggel lehet a véletlen miive.

A proba alkalmazhatésaganak feltétele az, hogy a szorasok egyezzenek, ezt kiillon
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 moddon, hogy figyelembe vettem a
szorasok kozti kiilonbséget a probak szabadsagfokai alapjan. A programmal futtatott

eredményeket szovegesen k6zlom az Eredmények és értékelésiik cimi fejezetben.

2
s? +522
n, n

(), G)

n+1 n,+1

Welch — féle t proba =

ahol: s a valosziniiségi valtoz6 szordsa; n pedig a minta elemszama.

Nullhipotézisem az volt, hogy a két vizsgalt valtozo, azaz a negativ kontroll é16

crer

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 H-PI festésnél a pozitiv kontrollt az AgNP oldattal kivantam eldallitani.
Ennek bizonyitasara 0,01mM, 0,1 mM ¢és 1 mM-os higitasok mellett kezeltem a sejteket,
e mintak mellé természetesen negativ €s pozitiv kontrollt is készitettem. Utdbbit a sejtek

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

c sy

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 (9-10.

abra).

5.2. Az egyes hagyomanyos tiizeléanyagok elégetésébdl szarmazo

aeroszolok citotoxikus hatasa a human tiidésejtekre.

A flow citométeres viabilitas (H-PI) vizsgalatok soran a higitott oldatokkal 3-3
parhuzamos mérést hajtottam végre. A kapott eredményekbdl az €16 és elhalt sejtek
szazalékos aranyat atlagoltam, valamint meghatdroztam a harom mérés szorasat is.

Eredményeimet oszlopdiagrammon (16. abra) fogaltam Ossze.
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ElS és elpusztult sejtpopulacidk ardnya (24 h, H-PI)
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16. abra: El6 és elhalt sejtpopulaciok aranya a sejtek hagyomanyos tiizeléanyagok

flistgazfrakcioival torténd 24 Oras expozicidja utan.

Elészor a hagyomdényos tlizeldanyagok égésébdl szarmazd aeroszolok 24 orés
expozicidinak potencialis toxikus hatasait (16. abra) elemzem. Elbzetes elvarasaink
szerint a legtdoményebb mintdnak kellene a legtobb elhalt sejtet eredményeznie, ez a
német brikett és a barna szén kivételével igazolddott. Az akéc, a tolgy és a lengyel
feketeszén mintai jol reprezentaljak azt a forditott aranyossagot, ami a minta toménysége
¢s az ¢l6 sejtek aranya koOzott van, azaz minél toményebb mintaval végezziik az
expozicidt, annal inkabb csokken az ¢él6 sejtek szdma. A cseh barnaszén mintanak a
kiilonb6z6 koncentracioi sem egymashoz, sem a negativ kontrollhoz képest nem mutattak
szignifikans kiillonbséget a sejtek életképességének csokkentésében.

A német brikett mintak esetében azt tapasztaltam, hogy a 24 6ras expozicio utan az
¢l6-elhalt arany nem a vart tendencidt mutatja, hanem azt, hogy a fiistgazfrakcio
koncentraciojanak novekedésével az elhalt sejtek ardnya csokken. A tdpanyaghatds nevii
jelenség miatt - miszerint minél nagyobb az alkalmazott koncentracio, annal tobb
tapanyagot kapnak a sejtek - valoszinlisithetd, hogy a forditott tendencia a mérés
megismétlését kovetden is fennall majd.
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5.3. Miianyagokkal terhelt tiizeléanyagok elégetésébol szarmazo

aeroszolok hatasa a human tiidosejtekre.

El§ és elpusztult sejtpopulacidk arénya (24 h, H-PI)
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17. abra: El6 és elhalt sejtpopulaciok ardnya a sejtek miianyagokkal terhelt

hagyomanyos tiizel6anyagok ¢gésébdl szarmazo fiistgazfrakcidival torténd 24 oras

crer

A fa -, illetve szénmintakhoz viszonyitva szembetiin a kiilonbség, miszerint a
milanyagok égésébdl szarmazd aeroszolokat tartalmazd mintak (17. abra) a human
tiildosejtekre nézve toxikusabbak. A jellemzO tendencia ez esetben is megfigyelhetd,
vagyis a toményebb minta nagyobb aranyt sejtpusztulast okoz. Az EN I1SO 10993-5, 8.5
szakasza [34] alapjan "A sejtek életképességének tobb mint 30%-kal valo csokkentése
citotoxikus hatasnak szamit.” Ennek értelmében citotoxikusnak mondhat6 a PP 25 mg/L,
tovabba a PP, PE, PET és PS 50 mg/L koncentracioban. Kiugréan toxikusnak mondhat6
a PP és PS minta, el6bbi mar 25 mg/l koncentracidban is nagy aranyu sejtpusztuldst
eredményez. A PU minta viszont 50 mg/L-es koncentracioban sem eredményez 30%,

vagy annal nagyobb sejtpusztuldst, azonban emelkedett az elhalt sejtek aranya.
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Annak eldontésére, hogy a negativ kontroll és a kezelt sejtpopulaciod 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 valdszintiséggel eléforduld kiillonb6zoség mar nem a
véletlen miive. Szamitdsaimat a hagyomanyos tiizeldanyagok égetése soran keletkezett
aeroszolok, a mlianyaggal terhelt tiizelanyagokbodl szarmazé aeroszolok (PP, PE, PET,
PS, PU) és a kezeletlen A549 sejtek ¢letképességét jelzé mutatoik dsszehasonlitasaval
végeztem. A szignifikancidk meghatarozasara minden esetben az adott méréshez €s adott
expozicidés id6hoz tartozd negativ kontrollok €16 sejtjeinek aranyat hasonlitottam az
legfobb kovetkeztetés pedig az, hogy a hagyomanyos tiizeldanyagok égésébdl szarmazod
aeroszolok a vizsgalt koncentraciokban nem, mig a milanyagok égésébdl létrejott
aeroszolok a legtoményebb alkalmazott koncentracioban a PU kivételével toxikusak a

sejtekre nézve.

A H-PI-CRG mérés értékelése soran az FL1log/FL3log detektorok jelei alapjan az
alacsony (12. 4bra, felsé sor, bal als6 régid) és emelkedett (12. abra, feslo sor, jobb also
régid) FL1-FL3 fluoreszcencia intenzitdsi eseményszamok egymashoz viszonyitott
aranyat adtam meg (19. abra). Azt mutattam ki, hogy a mintak dézisfiiggé mértékben
indukaltak a reaktiv oxigéngyokoket. Tehat a koncentraciok novekedésével nagyobb
mértékli a ROS-ok altal eldidézett oxidativ stressz, ezaltal a CellROX Green marker a
sejten beliil tobb gyokhoz tud kapcsolodni, ami a sejtben nagyobb zold jelintenzitdst
general. Danielsen és mtsi (2011) kimutattak, hogy a kornyezeti levegd és a fafiist
részecskék szervesanyag-tartalma meghatarozo hatasti a DNS-karosodas indukcidjaban a
human A549 és a THP-1 sejtvonalakban. Kutatasukban az oxi-PAH és kinon vegyiiletek
jelentdsen hozzajarultak az oxidativ stressz hatdsahoz; azt a glutation csokkenéseként
értékelték a THP-1 makrofag sejtekben [35]. A megndvekedett oxidativ stressz szintjét a
DNS karosodas értékelésérdl szold fejezetben (5.4.) fogom korreldltatni a mintdk

genetikai 4llomanyra kifejtett toxikus hatasainak mértékével.
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Az intracelluléris reaktiv oxigéngyokok ardnyanak valtozasa
100 -

953 62.8 26.4 93.6 34.3 4 30.2 152 13.7 96.3 53.324.4 921901 388

NP\ AN Z NP\ AN NN AN NN\ 2 NS
P O I I T I C P M MRGCAR
A A N A A AN A NCAN

R < A V9 57 V9T

mm Emelkedett Normalis ¥ Szbras

19. abra: A H-PI-CRG festés soran tapasztalt fluoreszcencia valtozasok az

alkalmazott miianyag égetésébdl szarmazo aeroszol mintakoncentraciok fliggvényében

5.4. A DNS karosodas mértékének kimutatasa — Comet teszt

A kovetkezOkben a DNS karosodas feltarasara vonatkozod kisérleti eredményeket

mutatom be (20. és 21. abra).

20. abra: Fluoreszcens mikroszkop segitségével vizsgalt mintak

rendre: negativ kontroll, pozitiv kontroll, feketeszén 50 mg/L, PET 50 mg/L
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A DNS karosodas mértéke
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21. abra: A DNS karosodas mértékének szamszerisitése

Az eredmények alapjan a milanyaggal terhelt aeroszol mintdk genotoxikus hatasa
jelentésebb a hagyomanyos tiizeldanyagok elégetésébdl szdrmazd aeroszolokénal.
Irodalmi emlitések szerint egy minta pozitivnak tekinthetd, amennyiben a parhuzamosok
csova DNS% medianjanak atlaga 5-10% tartomanyba esik. A JACVAM VMT ¢és az
OECD 489-¢s iranyelvek altal meghatarozott adatelfogadhatdsagi kritériumok alapjan
negativnak tekintettem azt a mintat, amelynek a csova DNS % értéke a 6%-ot nem haladja
meg [36]. Harom parhuzamos mérés dsszevont (Isd. 4.4. fejezet) eredményei tiikrében az
PE, PET, PP mintak fokozottan okoztak genetikai karosodast a human AS549
tesztsejtekben, mig a brikett, akac, és poliuretannal terhelt tiizeldanyagokbol szarmazo
aeroszolok nem mutattak karositd hatast a sejtek genetikai allomanyara nézve.

A genotoxicitas eredmények néhany kivétellel korrelacioban vannak a citotoxicitas
vizsgélatban kapott eredményekkel. Mindkét vizsgalati modszerben egyértelmilen a
legtoxikusabbnak a polipropilén aeroszolokat tartalmazo6 fiistgdzfrakcid bizonyult.
JelentOs karosito hatasu tovabba a PE és PET aeroszolokat tartalmazd minta is, mind a
sejtek életképességére, mind genetikai allomanyukra nézve.

A H-PI-CRG kombinacié alkalmazasaval az FL1-FL3 detektorok jelei alapjan a

fuoreszcencia intenzitasok dozisfiiggd emelkedését allapitottam meg, ami a ROS-ok altal
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indikalt oxidativ stressz szintjének ndvekedését, ezaltal a DNS karosodast foglalja
magaban. Ezt az altalam elvégzett Comet teszt eredményei is igazoljak. A PP, PE, PET
¢s PS minték a leginkabb genotoxikusak, és ezekben a mintdkban legnagyobb az FLI1-
FL3 fluoreszcencia intenzitas novekedése. A PU Kisebb mértékben okoz oxidativ stresszt,
igy a DNS kérosito hatasa is kisebb.

Az altalam vizsgalt mintak eredményeit Gsszevetve Kovats et al hasonlé mintakon,
mas tesztekkel mért eredményeivel (a genotox SOS Chromotesttel, a Vibrio fischeri
baktériumt6zson és a Daphnia manga vizibolhan vizsgalt 6kotox tesztekkel), analdgiat
figyeltem meg [1]. A Chromotest szamszertsitésére szolgaldo SOSIF értékek kiugroan
magasak voltak a PS, PP, valamint a PU mintak esetében is. Utdbbi a Comet tesztben
nem mutatott szignifikdns genotoxikus hatast. Masik kiilonbség, hogy a PE SOSIF értéke
nem érte el a pozitivnak tekinthetd 1,5 feletti hatarértéket, azonban a csova DNS %-a
kiugrdéan magas volt.

A Chromotest egy baktérium alapu teszt. Az ezzel kapott eredmények jo indikatorai
lehetnek annak, hogy egy mintanak lehet genotoxikus hatasa, de nem minden esetben
extrapolalhat6 a baktériummal mért eredmény egy magasabb rendii szervezettel kapott
eredményhez. Metabolikus aktivitas imitalasara alkalmazhaté az S9 méjenzim frakcio,
amit patkanymajbol vonnak ki. Az S9 frakcid olyan enzimek keverékét tartalmazza, mint
a citokrom P450-ek, flavintartalmiT monooxigendzok ¢és mds, a gydgyszer-
metabolizmusban részt vevé enzimek. Ezt a keveréket gyakran hasznaljak in vitro
genotoxicitasi vizsgalatokban, hogy szimulaljak a genotoxikussaghoz biotranszformaciot

igényl6 vegyi anyagok metabolikus aktivalodasat [37].

A milanyaggal terhelt tiizel6anyagok égetése soran PAH-vegyiiletek (néhanyat
kiemelve: naftalin, 2-metil-naftalin, fluorén, fenantrén, antracén, benzantracén, pirén)
szabadulnak fel, melyek szignifikdns hozzajarulast mutattak a genotoxicitdshoz. Emellett
a mintakban jelenlévé fém- ¢és nehézfém (Cr, Cd, Mo, Ni, Sb, Zn) részecskék
koncentracioja is 0sszefiiggésben van a karos hatdssal. A mintakban jelenlévé PAH és
nehézfém koncentracid, valamint a SOSIF értékek kozott jelentds korrelaciot figyeltek

meg, mely vonatkoztathatd a Comet tesztben megfigyelt hatasokra is.
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6. Osszefoglalas

Munkéam soran hagyomanyos szilard tiizel6anyagok és haztartasi hulladékok egyéni
¢és egylittes elégetésébdl keletkezd aeroszolok potencidlis toxicitasat vizsgaltam meg.
Ehhez Hoechst 33342 - propidium-jodid fluoreszcens festékkombinacioval Kivitelezett
viabilitas vizsgalatot, a reaktiv oxigénvegyiiletek a sejtek életképességét befolyasolod
szerepének tanulmanyozasara pedig Hoechst — Propidium-jodid — CellROX Green
markerekkel torténd fluoreszcens festést végeztem. A genetikai karosodds mértékét
Comet teszttel szadmszerlsitettem.

A vizsgalt mintdk kozott akac, tolgy, német brikett, cseh barnaszén, lengyel
feketeszén, illetve fahoz adagolt PE, PP, PET PS és PU szerepeltek. Az elvégzett mérések
alapjan a PU kivételével az Osszes mllanyag, azaz PE, PP, PET és PS égésébdl eredd
szignifikans toxicitast a negativ kontrollokhoz képest, tehat az EN ISO 10993-5, 8.5
szabvany tekintetében citotoxikus hatassal voltak a human A549 sejtekre, vagyis az
elpusztult sejtek aranya meghaladta a 30%-ot. A H-PI-CRG fluoreszcens festés alapjan a
mintak dozisfiiggé mértékben indukaltdk a reaktiv oxigéngyokoket. Tehat a
koncentraciok novekedésével a CellROX Green marker tobb RO gyokhoz konjugalodik,
ennek kovetkeztében az oxidativ stressz mértékét jelzé zold fluoreszcencia intenzitasa
megnott.

A genotoxicitas (Comet teszt) eredmények néhany kivétellel korrelacioban vannak a
citotoxicitds vizsgalatban kapott eredményekkel. Hairom parhuzamos mérés eredményei
tovabba a PS, PE, PET, PP mintdkbdl szdrmaz6 aeroszolok fokozzdk a sejtekben az
oxidativ stresszt, ami hozzéjarulhat a A549 tesztsejtekben tapasztalt genotoxicitashoz. A
brikett, az akac, és a poliuretannal terhelt tiizeldanyagokbol szarmazo aeroszolok viszont
nem mutattak karositd hatast a sejtek genetikai allomanyaban. Ezen informaciok
Osszefliggésbe hozhatok a ROS-ok oxidativ stresszt, ezaltal a genetikai allomany
karosodasat okozé tulajdonsagaival.

Habar az emberek egyre inkabb felismerik a haztartasi hulladékok elégetésének mind
a kornyezetre, mind az egészségre kifejtett karos hatasait, az eredményeim tiikrében is
fontos tudatositani a lakossag korében, hogy e tevékenység szamos egészségiigyi veszElyt

¢és kockazatot rejt magaban.
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