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1 Irodalmi attekintés

1.1 Hormonhaztartast megzavard anyagok, csoportositaguemberre és
allatokra gyakorolt hatasuk:

A hormonhaztartdst megzavaré vegyuletek (Endocinsrupting Compounds) olyan
exogén vegylletek, amelyek megzavarjak a testbemmeosztazis fenntartdsaért, a reprodukcidért,
fejlodésért és/vagy viselkedésért fékel természetes hormonok szintézisét, szekréciojat,
transzportjat, k@déseét, mkodéesét vagy eliminaciojat. (USEPA 1997)

Az EDC-ket a kdvetkasképpen csoportosithatjuk (Burkhardt-Holm 2010):

» Természetes hormonok €s metabolitjaik (pl. 173rédil, 6sztron, 6sztriol)

» Szintetikus hormonok (pl. dietilsztilbdsztrol, d-#tinilésztradiol és mas hormonalis
fogamzéasgatlok)

* Fito- és mikoosztrogének (pl. izoflavonok, lignanolkcoumestanok, sztilbének,
zearalenone)

» Hormonalis mellékhatassal rendelkegyogyszerek (pl. klofibrat)

» Ipari és haztartasi vegyi anyagok (pl. poliklérazmotenilek, égésgatlok, festékek, lagyitok
(pl. biszfenol-A, ftalatok), alkilfenol-etoxilat dergensek, UV-9r6k)

» Peszticidek és metabolitjaik (pl. DDT (diklér-difetrikloretan), methoxychlor, kepone,
dieldrin, lindan, endoszulfan, toxaphene)

» Ipari és haztartasi tevékenységek melléktermékep@biciklusos aromas szénhidrogének,
dioxinok)

* Fémek (pl. kadmium, 6lom)

Az EDC-k kulénb6d maddon fejthetik ki hatasukat: utdnozhatjak endogérmonok, mint
példaul 6sztrogének és androgének hatasat; antradfostiak a normal, endogén hormonokat,
megvaltoztathatjak a természetes hormonok szidtéels és metabolizmusanak folyamatéat, vagy
modosithatjak a hormonok hatdsat receptor szint8onrienschein & Soto 1998). A
rendellenességek kialakulasahoz sokszor nagyorélyseiennyiségy EDC is elegendl Erdekes
modon, e vegyuletekkel kapcsolatban azt tapaskiditigy kisebb koncentracioban karosabb hatast
fejtenek ki, mint nagyobb koncentracioban. (Diam#atndarakis et al., 2009)

Az EDC-knek val6 kitettség szamos forrasbdl eredBekerilhetnek a szervezetiinkbe e
vegylletekkel szennyezett viz vagy taplalék elfegy@saval, szennyezett ledehelélegzésével,

szennyezett talajjal valo érintkezéssel, illetwegyiletekkel valo munkafolyamatok soran.



1.2 Szteroid hormonok (6sztrogének, androgének)

A szteroidok alapvaza harom hattagu és egy ottagingsiribsl all, melyhez szamos
funkcids csoport, illetve oldalldnc kapcsol6dhatsZeroidok bioszintézisének kiindulo vegyllete a
koleszterin (1. abra). A héaromd ftermészetes Osztrogén (Osztradiol, 6sztron ésid@i¥zi8
szénatomot tartalmaz (1. abra). Az androgének Ihatambdl allnak, és a férfi jellegek

szabalyozasaban van szerepuk. (Streck, 2009)
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1. abra: A koleszterin és 3 § természetes 0sztrogén szerkezeti képlete

1.2.1 Kornyezeti effordulas

Szadmos szteroid hormon kerll alkalmazasra a gyagyden, legfképpen hormondlis
fogamzasgatlo tablettdk hatéanyagaként. Az allpétertés soran az allatok ndvekedésének
elésegitésére is alkalmazzak. Az emberek és allattMd &iUritett természetes és szintetikus
hormonok a felszini vizekbe keriilhetnek kdzvetlemiihgy befolyd szennyvizek vagy
mezgazdasagi tertletedrvald lefolyds kovetkeztében (Trinh et al., 20143.androgének tovabbi
forrdsa a papirgyartas, illetve a természetesztiénslok degradacidja soran is keletkeznek (Streck,
2009). Mivel a legtobb szennyviztisztitd nem alkatnaz EDC-k eliminalasara, igy e szenikez
és metabolitjaik akadaly nélkil juthatnak ki a Kedlen szennyvizzel az@lizekbe (Bolong et al.,
2009). A szennyviziszap mégazdasagi terlleteken valé alkalmazdsa hozzajarsitteroidok
talajokba és felszin alatti vizekbe val6 bejutagaliorinh et al., 2011)

A kommunalis szennyvizekben jelendévermészetes hormonol$ fforrasa az emberi
vizelet. A természetes hormonok vizeletben valtfoetiulasanak vizsgalata sordn 15 6sztrogén
vegylletet tudtak kimutatni,6ként konjugatum formaban. A6k naponta atlagosan néhany
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mikrogramm mennyiségben Uritenek vizelettel 1-lrogen vegyulletet, azonban ez az értek terhes
nok esetében tdbb nagysagrenddel magasabb lehetakr@itf az androgének vizelettel vald
uritésének meértéke atlagosan néhany 10 vagy nés@ay mikrogramm naponta 1-1 vegyulet
esetében. A DHT-nal ez az érték 14id/nap, azonban e vegyillet magas androgén aktigitass
rendelkezik, igy jobban hozzjarul a teljes andnolgétashoz, mint azok az androgén vegytiletek,
melyek nagyobb mértékben drulnek, de kisebb azogédr aktivitasuk. (Liu et al., 2009)

Liu és munkatarsai (2011) Kinaban 2 szennyviztiadl és a Danshui-folydbol szarmazo
mintakbdl hataroztdk meg 28 szteroid koncentratidfindkét szennyviztisztitdo befolyd vizében
az androgének kdzul a DHT forduled legnagyobb koncentracioban (621 ng/L és 326)ngt
egyik szennyviztisztité kifolyd vizében a DHT 77,3 ng/Lkoncentraciot ért el, mig a masik
szennyviztisztito kifolyé vizében nem volt kimutath. A szennyviziszapban a DHT szintén nem
volt kimutathat6. ADHT a viztelenitett szennyviziszapban 94 ng/goncentraciéban volt jelen.
Mindkét szennyviztisztitbban a viztelenitett szetinigzap tartalmazott 300 ng/g feletti
koncentraciéban androgén vegyuletetDAnshui-folyéban a DHT koncentracioja 38,6 ng/L és
55,3 ng/L kdz6tt valtozotta feld, illetve alsé szakasz kdzott. E felszini vizbeimteén a DHT érte
el a legmagasabb koncentraciot az androgének kozl.

Bellet és munkatarsai (2012) Franciaorszagban engxéztisztitdo befolyo vizét vizsgaltak.
A mintédk jelenés Osztrogén aktivitast mutattak. Az 6sztron és aztribl voltak a jellemé&
vegylletek. Az androgén aktivitds valtozo volt ages mintak kdzott, azonban nagyobb volt a
kisebb kapacitasu szennyviztisztitbkban az 6sztredéivitdsnal. A legnagyobb koncentracidéban a
tesztoszteron, DHT és epiandroszteron forddlt el

1.2.2 Dihidrotesztroszteron

1.2.2.1Bioszintézise és élettani funkcidi a szervezetben

Az 5a-androsztan-17R-ol-3-ont (dihidrotesztoszteron) §Bra) — mely a tesztoszteron
androszteronna alakulasa soran egy kozti lépésblatkkzik — 1967-ben fedezték fel. 1 évvel
késsbb igazoltak, hogy a DHT szamos, korabban a testsmmnak tulajdonitott hatas mediatora.
10%-a, a legtébb férfiban 50-65 ng/dL mennyiségfmedul elb. Azonban a DHT koncentracidja
magasabb azokban az androgén célszovetekben, &nbelyreduktaz aktivitast mutatnak. Mind a
tesztoszteron, mind a DHT hatasét ugyanaz a proéeeptor kdzvetiti. (Bruchovsky & Wilson
1999)
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2. abra: A tesztoszteron és azebdihidrotesztoszteron szerkezeti képlete

A tesztoszteron himndm egyedekben &f szerepet jatszik a luteinizald6 hormon
szekrécidjdnak szabalyozasdban, a Wolff csovek alkighsaban és a spermatogenezis
szabalyozasaban (Bruchovsky & Wilson 1999). A DHieai szervek széveteiben, de kilondsen a
bérben és a prosztataban jatszik szerepet az andhagésok kifeje@désében. Fontos szerepe van
a prosztata fefldésében és a masodlagos nemi jellegek megjelemé@ébeaon 1992). A him kis
nemi szervek kialakuldsaban is szerepet jatszikalioa modositja felittkorban a prosztata
funkcidjat. Felidttekben a DHT és mas androgének hozzajarulnak szfataban a sejtproliferacio
és sejthalal kozotti homeosztazis fenntartasahoDHY noévekedési faktorok terntelésének
szabalyozasaval indirekt befolyasolja azoknak a ekg@ek az expressziojat, melyek a
sejtproliferacio és sejtpusztulas ebberéséért felelnek. Emberekben a DHT feltélegt ndvekedési
faktorok termelését és kivalasztasat serkenti, npétdaul hamnovekedési faktor (EGF),
keratinocita ndvekedési faktor (KGF) és inzulinrizedvekedési faktorok (IGFs) — melyek mind a
sejtproliferaciot segitik 6l A DHT feltehebtleg a transzformalé ndvekedési faktor-3 (TGF-R)
aktivitasat is befolyasolja, mely az apoptozis shativasdért felés faktor. A DHT szerepe
azonban a prosztata- és hdmszoéveten kivil mégaatian. A DHT-nak nem talaltak még olyan
elényds funkciojat, mely ne jellemezné a tesztosztermnigy feltételezik, hogy a DHT alapvet
szerepe az, hogy a tesztoszteron gyengébb hormdmétiisat felésitse. (Carson & Rittmaster
2003)

A DHT prekurzora a tesztoszteron, mely legnagyolkelnmyiségben a here Leydig sejtjeiben
szintetizalodik a hipotalamuszbdl és hipofidiskerkezy hormonalis jel hatasara. A DHT a
tesztoszteronbdl cereduktaz hatasara ké&juik. Az 5So-reduktaz egy ésen lipofil enzim, mely
intracellularis membranokban talalhatd meg (pl. tnsegmembran). Keét izoenzimet
kulénboztethetiink meg. A 2-es tipus tllnyomoérésptasztataban és a nemi szévetekben, mig az
1-es tipus az egész testben megtalalhatd, ahat-ezdbktaz szintetizalddik, beleértve a prosztatat
és a brt is. Mindkét izoenzim megtalalhaté a majban. A iz&enzim kozott kilénbség van a pH
optimumukban, eltér kromoszoman helyezkednek el a kédolé génjeik éa maeonos modon

reagalnak azdreduktdz géatlo vegylletekre. (Carson & Rittmag(@03)



A DHT az androgén receptorhoz kapcsolodva valikioliiiailag aktivwva. A
leghatékonyabb endogén androgén hormon a DHT, mleljglenésen nagyobb az affinitasa az
androgén receptorhoz, mint a tesztoszteronnak. Aepterhoz valé kédés utan egy
kaszkadrendszer aktivalddik, melynek eredményeképpejtnbvekedést szabalyozo faktorok
termebdnek. A sejtmagban 2 DHT receptor dimert képezvgavaffinitasi DNS szekvenciakhoz

kapcsolodik, igy modositva a gének expresszidiargon & Rittmaster 2003)

1.2.2.2 A normal élettani koncentraciotol eltérdihidrotesztoszteron szint hatasai:
Human:

Jéindulatu prosztata megnagyobbodasMivel a DHT a sejt proliferacio és a sejtpuszsula
kozotti egyensuly fenntartaséért fékela normal mikodési prosztataban, igy fontos szerepe van a
jéindulaty prosztata megnagyobbodas kialakulasaasejtproliferacio emelésével, illetve az
apoptozis csokkentésével. A homeosztazis felbaaudas androgén szint vagy funkcié zavarabol
eredhet (példaul megvaltozik az androgén recepiskénysége DHT stimulacié hatasara), illetve
a DHT hataséra létrejéwmovekedési faktorok mennyiségének vagy funkcidjamagvaltozasabol
(Carson & Rittmaster 2003). Joéindulati prosztatagmagyobbodasban szenvedbetegeknél
mindkét tipusu &-reduktaz enzim mennyisége névekedett, és az a@dnageptor jeladas mértéke
is nott. A joindulatu prosztata megnagyobbodas kovetkemaként alsé hugyuti tinetek is
jelentkezhetnek. (Welén & Damber 2011)

Prosztata rak E betegség kialakuldsa a joindulatu prosztata naggpbbodashoz
hasonloan tébb tényézfliggvénye, viszont szintén androgénfiggdz androgén hormonok
mennyiségének csokkentése, killondsen a tesztosdddd-va alakulasanak megakadalyozasa az
5a-reduktaz enzim gatlasaval a klinikai gyakorlatb@ltalanosan hasznalt, 6elyds maodszer,
azonban a prosztatarak végleges megsziintetése &ogyppdgymaodot igényel, mely nem teljesen
tisztazott még. (Welén & Damber 2011)

Hajhullas: A hajndvekedés, a szemérem-, honalj és érezez ndvekedése androgénfiigg
folyamat. Szamos androgén célszévet, mint peldaptosztata vagy a fejipon €6 hajtiisdk
férfiakban sokkal érzékenyebben reagalnak a DHTwiat a tesztoszteronra. Az androgéntipusu
hajhullas kialakulasaban a DHT-nak és a 2-es tipasteduktaz enzimnek is szerepe van. A 2-es

tipusu ®-reduktaz enzim géatlasaval csokkenthetajhullas mértéke. (Drake et al., 1999)

Elévilag:
A DHT a kornyezetbe kikertlve valtozasokat idézb&t a mikrobak nikodésében. A
baktériumok rendelkeznek olyan receptorokkal, mdige embsokksl szarmazo hormonok

képesek kapcsolodni és valaszt indukalni. A DHT obyos baktériumok szaporodasat
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felgyorsitja (példauEscherichia col, mig mas baktériumokét (pelddeseudomonas aerugingsa
lelassitja. A szaporodas mellett a DHT befolyas@a antibiotikum érzékenységetis. A
baktériumok érzékenysége bizonyos antibiotikumokragrohet, mig mas antibiotikumokkal
szemben dhet a rezisztencia. Példaul Rseudomonas aeruginosarzekenysége novekedett a
tobramycinnel és imipenemmel szemben, mig a cefepamovekedett a rezisztencigja. (Plotkin et
al., 2003). A DHT egye®nzimek mennyiségétis befolyasolhatja, halakban pl. a vitellogenin
szintézist. A dstény tilapia Qreochromis mossambiquéepatocitainak vitellogenin szintézise
novekedett DHT hatasara. Az inzulin-dzerdvekedési faktor-1 szintézisét @stény tilapiaban
gatolta, mig a him tilapidban serkentette a DHTIefRiet al.,, 2004). Szivarvanyos pisztrang
esetében mind a himek, mind étények vitellogenin szintjét, illetve a majbandé&sszes P450
enzim mennyiségét csdkkentette a DHT. (Shilling &lims 2000)

A him japan flurjek Coturnix japonica hangaddviselkedégt nagymertékben androgeén
hormonok szabalyozzak. Egy kisérlet soran azt rpiék, hogy a DHT hatasara szignifikansan
csokkent a kontrollhoz képest azon madarak sz&aaldlelyek vészhangot adtak ki, illetve
csokkent a kiadott vészhang szdma is. A vészhaag mdpokkal kordbban sz meg, mint a
kontroll csoportban. A DHT felteh@leg a kodzéepagyban elhelyezkedhangadast szabalyozo
terlletre volt hatadssal. Az agresszivitds vizsgéilat viszont azt tapasztaltdk, hogy a madarak
kevésbé voltak agresszivek, mint a kontroll csdyort Iéwk. A herék témegének
0sszehasonlitdsakor a kezelt csoportban szigngd@ralacsonyabb heretomeget kaptak, mint a
kontroll csoportban. (Chiba & Hosokawa 2006)

Patkanyokkal végzett kisérletekben bebizonyosodaityy a DHT befolyasolja aéstény
patkanyoknemi érést (McDonald & Doughty 1972). Petefészkiket eltéoti patkanyoknal
testtémeg gyarapodast, a csontok asvanyi anyagnemak novekedését és csonttomeg ndvekedeést
is ebidézett. 17R-6sztradiollal egylutt és 6nmagaban iss@ntok teljes kalcium tartalmanak
novekedését és csontndvekedeést okozott (Coxam,etl6). A DHT nagymértékben gatolja a
luteinizalé hormon szekrécibjat és csokkenti a progeszteron hatasat (Turgeon &ngydr999).
Him patkanyokat tobb héten keresztil DHT-val kegelyrosztata megnagyobbodasat tapasztaltak
(Leav et al., 1988). Egér T-sejtekkel végzett imovkisérletben 10 mol/L DHT csokkentette a T-
sejtek gammae-interferon, interleukin-4 és interlatk termelését. Hasonlé eredményt kaptak a

kisérlet in vivo elvégzésével. (Araneo et al., 1991

1.3 Szerves szennyék detektalasara alkalmas maddszerek:

1.3.1 Kémiai analitika
Az EDC-k mérését és detektalasat megneheziti elletgk sokfélesége, az elidiizikai-

kémiai tulajdonsagaik. Azonositasuk a kulonbd@rnyezeti matrixokban igazi kihivast jelent.
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Vizbél, illetve szennyvizbl valé kimutatasuk esetén problémat jelent, hogyszennyeék

legtbbbszér csak nyomokban fordulnak @g/L vagy ng/L). A legtobb analitikai modszer nem
képes e vegylletek ilyen kis mennyiségének dirgkukatasara. Tovabbi problémat jelent, hogy a
vegylletek elté fizikai-kémiai tulajdonsagai nem teszik letwd egy standard, altaldnosan
hasznalhaté modszer alkalmazasat az EDC-k monéeémél, hanem mindegyik vegyulet egyedi
technikat igényel. Az olyan 6sszetett kbrnyezetirmak, mint a szennyviz, illetve szennyviziszap

sz

extrakciojat. (Bolong et al., 2009)

Extrakcid és tisztitas:

Vizes fazisu, szteroidot tartalmaz6 mintak eseté&dmrést koveben leggyakrabban szilard
fazisu extrakciot alkalmaznak. Szteroidok extrabé@a a Strata-X és Strata C18-E toltetek
alkalmasnak bizonyultak. Tovabbi tisztitasra legg#dr nincs sziukség. (Streck, 2009)

A szilard mintakat altalaban olddszerrel extrah@ljaltrahang alkalmazasa mellett. Az
extrakcidt kdvaten sziikség van tovabbi tisztitasi 1épésekre, medyobbszor etiként szilard
fazisu extrakcio alkalmazasét jelenti. Masodikttissi Iépésként alkalmazhato a szilikagéllel tbItd
kromatografias oszlop. (Streck, 2009)

A szteroidok kulénbdx csoportjainak (6sztrogének, androgének, progesmtg és
glukokortikoidok) egyuttes extrakciojara eddig kevaddszer all rendelkezésre. Szennyviziszapok
esetén erre ultrahangos extrakcio alkalmazasawdiehetség. (Liu et al., 2011)

Kromatografidas modszerek:

A kromatografias elvalasztas soran a mintat alkkddponensek két, egymassal nem
elegyed fluid fazis kozoétt oszlanak meg. A vizsgalt mirkia részletét a mozgoéfazisba juttatjuk,
amely a kromatografias oszlopon ugy halad &t, laggszlopba toltott szilard, szemcsés hordozora
felvitt alléfazissal allandd érintkezésben van. Alt6fazis folyadék, a mozgofazis gaz vagy
folyadék halmazallapotu lehet. A minta komponehksddnb6z mértékben oszlanak meg a fazisok
kozott, az eltgr vandorlasi sebességik kovetkeztében az oszlopémeazétvalnak, majd kulon-
kulon detektalasra kertlnek. (Kristof 2000)

Gazkromatografia:

A géazkromatografidban mozgoéfazisként gazt, alléléamt szilard adszorbenst vagy nem
illékony folyadékot alkalmazunk. Az injektor egy&&gadagolt 0,1-1QL térfogatu folyadékminta
g6zzé alakul, és a szabalyozott aramlasi sebéssdggazzal dugészéen az oszlopra jut. A

gazkromatografias oszlopok lehetnek toltott oszkopagy kapillaris kolonnak. Az injektor és az
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oszlop ldmérsékletét legaldbb FC-kal magasabbdmérsékletre kell beallitani, mint a legkevésbé
ill6 komponens forraspontja. (Kristof 2000)

Egy szilard fazisu extrakciot kovetn a gazkromatografia-tomegspektrometria (GC-MS)
alkalmazasa megfeteimédszer a szteroid hormonok kimutatasara, mivelfkex matrixokban is
alacsony detektalasi limittel rendelkezik. A deédks érzékenysége tovabb novelheha a
gazkromatogréafot tandem tomegspektrométerekkel Sk 6ssze (GC-MS/MS) (Trinh et al.,
2011). A GC-MS moddszereknek azonban vannak koklaisi A vizsgalanddé komponensek
illéekonnya tételéhez szarmazékképzésre van sziksély 1 vagy tobb I|épééb allhat, és a
kulonbo® szteroidok esetén eltélehet, mely bonyolultta teszi a folyamatot. Egyeseroidok

esetében maga a szarmazekképzeés is nehezen \atsitey. (Liu et al., 2011)

1.3.2 Bioldgiai hatasméd tesztek

A bioriporterek olyan prokariota (baktérium) vagykariota (gomba, alga, allat) sejtek,
melyek éb szenzorként jelzik a szennyeanyagokat, vegyi- és toxikus anyagokat. Olyan dgye
genetikai tulajdonsagokkal rendelkeznek, melyek itségével képesek adaptalodni a
kornyezetikben éfordulé vegyi anyagokhoz, és igy letwed valik szamukra a tulélés és
szaporodas, kiulénbé2lhelyek benépesitése. (Xu et al., 2012)

Az alacsony szervédési szinten |&v bioriporter éblényeket alkalmazd modszerek szadmos
elénnyel birnak: gyorsak, pontosak, jol reprodukalka&®s a kémiai analitikahoz viszonyitva
olcsébbak is. Mindezek mellett a kisérletek nemnedkt fel etikai problémat. A vizsgalati
modszerekre jellendz hogy minél bonyolultabb a mdédszer, annal nagywkbrnyezeti realizmusa,
de ezzel egyitt egyre inkdbld m hely- és idigénye, valamint a koltsége (Calow 1993). A
bioriporter rendszerek tovabbiéelye, hogy a tényleges hatasrdl adnak informacidz a vegyi
anyag biologiailag eléerh@&mmennyiségének hatasarol. Figyelembe kell vennnlaaio azt is, hogy
ami egy bakterialis bioriporter szamara hozzaféshat nem feltétlenil hozzaférbetgy néveny
vagy egy entls szadmdra, igy a kapott adatokat nem lehet tel@gsékben az emberre, illetve mas
élélényekre is vonatkoztatni (Xu et al., 2012). Azcalany szervedési szinten 1&v élslények
alkalmazasanak hatranya tovabba, hogy sokszor arblab kapott eredmények nem
vonatkoztathatok ténylegesen a kornyezetben l&désiolyamatokra, igy alkalmazasuk csak az

analitikai médszerekkel egyittesen vezetnek célBatow 1993).

A biolégiai hatasmérés elvi hattere

A genetikai hattér megértését kasat barmely nukleinsav alapd manipulaciés technikava
ellendrizhetbvé tehetjik egy adott sejt vegylletek, illetve vilgiek egy csoportjdnak hatasara
tortérd fénykibocsatasat. Az eredeti sejtben a promémgd rézabalyozza azokat a géneket, melyek
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a vegyi anyagokra, toxinokra valo valaszeért fellkln® bioriporter sejtben a promoter régio és az
adott gének kozotti kapcsolatot megszintetik, dgelte egy riporter gént iktatnak kdzbe. A
bioriporter éblények egyik & csoportjanal, ha a sejtet kéileatasok érik, akkor a prométer régio
aktivalodik és a riporter gén atirodik egy olyarporter fehérjere, mely fluoreszkalo,

biolumineszkald vagy kolorimetrias jel kibocsataségelés. (Xu et al., 2012)

A biolumineszcencia esetében, azokndl a bioripekte¥l, melyeknél a promaéter régié és
riporter gén specifikusan egy adott vegyuletre vaggyuletcsoportra ad valaszt, a fénykibocsatas
azonositja az adott vegyuletet vagy vegyilet cdopoa fényintenzitds névekedése pedig azok
koncentraci6javal aranyos. Nem specifikus bioriportéblényeknél a kibocsatott fény
intenzitdsanak novekedése Aaltalanos stresszhatagna DNS karosodasra utal. A bioriporter
élolények masik & csoportjaba azok a sejtek tartoznak, melyeketafobtos fénykibocsatasra
terveztek. Jelen esetben a fényintenzitas cstkkaméta vegyi anyag okozta sejtkarosodasra vagy

a metabolizmus karosodasara. (Xu et al., 2012)

A toxicitas indikatorai:

- Biolumineszcencia A biolumineszcencia az @ény altal, kémiai folyamat révén
generalt fény, melyet széleskén alkalmaznak a kdrnyezeti biomonitoring soran. A
bakteridlis Yibrio, Photorhabdus és Photobacteriumemzetségek) luciferin egy
reduk@lt riboflavin-foszfat (FMNE), melyet a luciferaz enzim oxidal egy hosszulancu
aldehiddel egyitt, molekularis oxigén jelenlétéb&nmeakcio genetikailag egy 5 gé&itb
(luxA, luxB, luxC, luxD és IuxEll6 operon szabalyozasa alatt allluXA ésluxB gének
(luxAB) termékei a luciferaz enzimet alkotjak, mituaC, luxD és luxEluxCDE) gének
termékei a hosszulancu aldehid utanpotlasaértgenesaciojaért felelnek. A folyamat
vegeredményeként 490 nm hullamhosszu fény bocsatidiA szentjanosbogarbal
(Photinus pyrali} szarmazduc gén esetében e gén altal kodolt Luc protein kathdi a
redukalt luciferin oxidaciéjat ATP-MJ és oxigén jelenlétében. A reakci6
eredmeényeképpen 562 nm hullamhosszu fény keletk@aiket al., 2012)

- Fluoreszcencia A zolden fluoreszkald protein fluorofér részénd¥ vagy kék féennyel
valb gerjesztését kouvign zold fluoreszkald fény bocsatodik ki. (Ehrigakt 1995)

- Kolorimetria: A lacZ gén az Escherichia coli baktériumbdl szarmazik és a R3-
galaktozidaz (3-gal) enzimet kddolja, mely katdjez@ [3-galaktozid kotést tartalmazo
diszacharidok monoszacharidokka valé hidrolizis®t.R-galaktozidaz enzim amb-
nitrofenil-3-D-galaktozid szubsztratbol (melyet &ilég adunk a rendszerhez) szines

terméket hoz létre, mely kdnnyen detektalhato. éKal., 2012)
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Prokari6ta bioriporter gének alkalmazasa:

Bakterialis lux gének:

A legegyszeibb lux-alapu bioriporterben csak laxAB gének talalhatbak meg, melynek
eredményeképpen a bioriporter csak a luciferagataiallitani, igy az aldehidet — mely altalaban
n-dekanal — kuksleg kell a reakciohoz adni. Habarésebb és kénnyebben detektalhatd jelet
kapunk a szubsztrat telitettség miatt, a jelzés jefmgese az aktivald komponens Kils
hozzaadasanak ddontjatol fog fiiggeni. Az allandd, szubsztratfidgetbiolumineszkal6 jelhez
olyan bioriporter rendszereket kell [étrehozni, ye&l a teljeduxCDABE génkazettat tartalmazzak.
A luxCDABEgének széleskten alkalmazhatdak a hatékony génexpresszio réXeret(al., 2012)

A BLYAS (Bioluminescent Yeast Androgen System) teservezet a human androgén
receptort kodolé gént tartalmazza, rendelkezik IppsduxCDABE génekkel, melyek androgén
valasz elemek ellémzése alatt allnak. Onall6 fénykibocsatasra képeaz nem igényel kibs
szubsztratot vagy masodlagos gerjesztést. Tovdbbyes hogy mar par ora elteltével eredményt
kaphatunk, a biolumineszcencia 6 Ora elteltéveli ed¢ maximumot (Eldridge et al., 2007).
Sanseverino és munkatarsai 68 vegyiletet vizsgat&8t YAS torzzsel annak érdekében, hogy
felderitsék e vegyuletek androgén hatasanak mért&kézsgalatban a DHT standardként szolgalt,
ECso értékként 1.1 + 0.5 x T0omol/dnT koncentracioét allapitottak meg (Sanseverino e2a8)

A lacZ gén:

A Yeast Estrogen Screen (YES) vizsgélat olyan dgleasiéig modositottSaccharomyces
cerevisiaeéleszé sejteket alkalmaz, melyek plazmidja tartalmazzZaueman 6sztrogén receptort
koédolo geéent, és olyan Osztrogén valasz elemet, radfcZ riporter génhez van kapcsolva. Az
Osztrogén hatasu vegyllet bejutva a sejtbe hozeakbjmlik az 6sztrogén receptorhoz, mely
dimerizacié utan az 6sztrogén valasz elemhe®ddikt amely viszont beinditja a riporter gén
atirodasat. A keletkézR-galaktozidaz enzim a rendszerhez adott szubsizeloontja, és szines
termék keletkezik. Az Osztogén hatas meértéke airdenrzitdssal aranyos. A Yeast Androgen
Screen (YAS) vizsgalat esetében az élidsathuman androgén receptort kddold gént tartaldlazz
(Streck, 2009). E mdbdszerek éByei, hogy viszonylag olcsék, migégi és mennyiséqi
meghatarozasra is alkalmasak, tovabba a szinitdésnaltalanosa hasznalt spektrofotométerrel
meérhet (Eldridge et al., 2011). A 3-5 napos inkubacio$ miatt viszont kevésbé alkalmas
modszerek nagyszamu szennyezegyllet vizsgalatahoz. AacZ-alapu bioriporter rendszerek
tovabbi hatranya, hogy a [3-galaktozidaz enzim temet&sen is jelen van koérnyezeti matrixokban,
igy magasabb hattéraktivitassal kell szamolni (Xuak, 2012). A DHT esetében a YAS
vizsgalatban kapott Eg érték hasonlé volt a BLYAS tesztben meghataro&idt, értékhez
(Eldridge et al., 2007).
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Eukari6ta bioriporter gének alkalmazasa:

Szentjanosbogailuc gén:

A luc gén népszér mint riporter gén a magas, igy jol detektalh@dykibocsatas és a gyors
valaszadas kovetkeztében. A Luc protein nem igépgskt-transzlacios modositast és azonnal
rendelkezésre all, amint megtortént az atirédasucAriporter rendszereknél viszont a luciferint
kiulsdleg kell a rendszerhez adni, igy a folyamatos, itkirdd monitorozast nem teszi leldgé.
Mindazonaltal nagyon érzékeny detektalasi rendsmety szamos szerves vegyllet, nehézfém és
hormonhaztartast megzavaré vegyilet esetében akabio. (Xu et al., 2012)

A gfp gén:

A zolden fluoreszkalé protein (GFP) egy fotoproteinelyet azAequorea victorianewvi
meduzabdl szarmazgfp gén kddol. A fénykibocsatdshoz nincs szikség sadis, viszont kits
fényforrast igényel a fluoreszkalo fény kibocsatesaaktivalasahoz. A GFP és valtozatai kvazi-
folytonosan nikods, kozel valds idéj szenzorok, melyeket jOlI lehet alkalmazni a kormyiez
monitoring soran. Kiulonb&z szini fénykibocsatasuk révén, két fotoproteint egyltiess
alkalmazhatunk, ahol egy-egy szin kulonbdmtasokat jelez. A prokaridtakkal szemben a GFP
eukariotdkban valo alkalmazasat neheziti, hogyukargta sejtben éfordulhatnak termeészetes,
fluoreszkalé vegyuletek, melyek révén magasabb debattérfluoreszcencia. Ezaltal csokken a jel
detektalhatésaga, kiléndsen alacsony populaciéméette gyenge indukcio esetén. (Xu et al.,
2012)

Human sejtvonalak, mint bioriporterek:

A human sejt-alapu bioriporter rendszereknek lelggsiab detektalasi célpontja az
Osztrogeén, illetve androgén hatasu vegyuletek (Xal.e2012). A CALUX (Chemically Activated
Luciferase) vizsgalat — mely human mellrdk sejttanhalkalmaz (T47D), és e sejtek a luciferaz
enzimet kodoldé gént tartalmazzak — 0Osztrogénekm@ptatt valtozata az ER-CALUX, mig az
androgénekre az AR-CALUX. Az E-Screen vizsgalasmszintén human mellrak sejteket (MCF-
7) alkalmaznak, azonban itt a sejtproliferacié apaht. Osztrogén hatasu vegyiilet esetében
novekszik a sejtproliferacié. Androgén hatasu végppknél az A-Screen vizsgalatot végzik. A
mellrak sejtek ebben az esetben androgén recdpttatmaznak, és a sejtproliferacié csokkenése

utal az androgén hatasra. (Streck, 2009)
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1.4 Az endokrin rendszert zavaré anyagok eliminalasaralkalmazhato

modszerek

1.4.1 Fizikai-kémiai modszerek

A poritott aktiv szén az EDC-k nagy részét képeizbdl adszorpcid utjan eltavolitani. Az
oxidacio szintén igéretes modszer, kulonosen akhkarklort vagy 6zont alkalmaznak oxidaléd
szerként, azonban a modszer hatranya, hogy gyakyan reakciotermékek keletkeznek, melyek
toxikusabbak a kiindulasi vegyiletnél. Az ultrajmlfotolizis és az ioncsere membranok habar
hatékonyan tavolitjak el az EDC-ket, megvalOsitbagik a szennyviztisztitasban korlatozott. A
membran filtracios modszerek - mint példaul a fmitliozmdzis és a nanofiltracio — igéretes
alternativak lehetnek e vegyuletek karmentesitégeferditott ozmozis technika majdnem teljesen
képes eltavolitani a szennyezést, viszont a nagygaigénye koltségessé teszi, igy kevésbé
alkalmazott mddszer. A nanofiltracié soran tébbfélechanizmus is szerepet jatszik az EDC-k
eltavolitasaban. E5bb folyamatok az adszorpcid, a méretszelekcio ésstaszitas. (Bolong et al.,
2009)

1.4.2 Biodegradacio

A biodegradacié szerves vegylletek, szerves szebtaggagok komplexitdsanak
csokkentése vagy teljes lebontasa, mineralizadidg#ogiai hatasra. A biodegradacié torténhet
aerob vagy anaerob uton. Azlények kozvetlenidl vagy kdzvetett modon fejtik kodbegradalo
hatasukat. Kozvetlen biologiai bontas soran a lgoatkhlhatd szerves (szenn§myag
szubsztratként szolgal az 6iny szamara, ilyenkor az 6ények enzimjeik segitségével
leggyakrabban energiat termelnek (katabolizmus)athaté vegylleid vagy kometabolizmus
soran bontjak le azokat. A kometabolizmus soranilraorganizmus szamara tapanyagul nem
szolgalo koszubsztrat biotranszformacidja, modasyldebontasa torténik, gyakorta egy masik,
tapanyagul szolgald szubsztrat atalakulasaval égybe. A koszubsztratbol kometabolizmussal
nyert terméket a mikroorganizmus nem hasznositj@rnyezetink & szervezetei a
biodegradaland6 szubsztratok nagy résziérit a nagyobb méidetmolekulakat a kérnyezetbe
kibocsatott exoenzimjeik segitségével bontjak. fbge kibocsatott vagy a sejt pusztulasaval a
koérnyezetbe kerdl enzimek hosszabb-rovidebb ideigikidoképesek maradnak azoEnyek
jelenléte nélkul is és katalizaljak a biodegradacidolyamatokat. A xenobiotikumok
biodegradalhatosaga fligg a mikrobakdzosség gendtilkgdonsagaitol, fizioldgiai allapotatél, a
xenobiotikum biolégiai hozzaférhiégébl, mozgékonysagatdél, vizoldhatésagatél, polaritdsat
mas szennyéanyagokkal és a szennyezett kdrnyezeti elem faakaialo kdlcsonhatasatol. A
természetes biodegradaciot koérnyezetvédelmi biotddlgiakban hasznositjuk, mindéknyek

kozosségeinek alkalmazasaval, mind pedig enzimtdébidkban. In situ remediaciés technoldgia

14



alkalmazasa esetén foglalkozni kell a bontatlanahéikok mennyiségével és rig@gével, hiszen

az eredeti vegyiletnél toxikusabb vegytulet is kelghet a biodegradacio soran. (Gruiz et al., 2001)

A biodegradaciés célra alkalmazni kivant mikroseeetek, biologiai készitmények
felhasznalasi feltételeit a 16/2002. (IV. 10.) El®hdelet szabalyozza. Ennek értelmében az
alkalmazott mikroszervezet nem lehet patogén, &gl faji szinten meghatarozott,
torzsgyijteményben megtalalhatd és ismert bontasi spektalmendelkezik.

1.4.2.1Androgének bontdsara képes mikroszervezetek

A tesztoszteron atalakitasara szakirodalmi adalagjan a kovetkez mikroorganizmusok
képesek: Mucor griseocyanus Thamnostylum piriforme Nectria haematococg¢aFusarium
culmorum Cephalosporium aphidicojaFusarium oxysporunvar. cubensg Curvularia lunata
Pleurotus oestreatysBotrytis cinerea Bacillus stearothermophilusA bontds soran olyan
metabolitok keletkeztek, melyek még androgén diébgal rendelkeztek, igy e szervezetek nem
tudjak a hormonhaztartas megzavarasanak kockatadjgs mertékben megszintetni (Bhatti &
Khera 2012). A tesztoszteron bontasat viszo@toamamonas testostergniletve aRhodococcus
restrictusmar hatékonyan véghez tudta vinni (Horinouchile2812).

Az androszténdion metabolizmusaMucor piriformis Thamnostylum piriforme
Rhodococcus sp., Cephalosporium aphidicolg Curvularia lunata és Beauveria bassiana
mikrobakkal vizsgéaltak, azonban ebben az esetbandsogén aktiv metabolitokat kaptak. (Bhatti
& Khera 2012)

Az androszt-4-én-3-on részleges bontasafausarium culmorumés aCephalosporium
aphidicolavolt képes. (Bhatti & Khera 2012)

A dehidroepiandroszterontMucor piriformis és aRhizopus stolonifealakitotta at. (Bhatti
& Khera 2012)

A gyogyaszatban jeletw szteroidok kézll az adrenoszterof@ephalosporium aphidicola
a Fusarium liniés aTrichothecium roseummig a meszterolont azéblbi kettn kivil aRhizopus
stoloniferbontotta. (Bhatti & Khera 2012)

1.4.2.2Szteroid bonté enzimek

A szteroidok katabolizmusaban szerepet jatszo erkatihjelenleg még kevés ismeretiink
van, annak ellenére, hogy a szterol borR@ilodococcusk irant mind az ipar, mind a
nagy jelenisége, hogy egyes koztitermékek felhasznalhatéalyt rgydgyszerkészitmények

hatdanyagai (De las Heras et al., 2012). A szteboidtd enzimek és a metabolikus Utvonalak
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megismerése a kornyezetvédelem szempontjabol iss§daenne, hiszen édel ezen enzimek akar

szennyviztisztitokban is felhasznélhat6ak lehetskteroidok hatékony eltavolitaséara.

A hidroxiszteroid-dehidrogenazok (HSD-k) a rovidtardehidrogenazok/reduktazok
vagy aldo-keto reduktdzok szupercsaladjaba tar@adimek, melyeknek fontos
szerepik van a szteroid hormonok metabolizmusabanSD-k a szteranvaz 3-as,
7-es, 12-es, 17-es és 20-as szénatomjdnhiroxil- vagy ketocsoportjan mutatnak
aktivitast (Kisiela et al., 2012).

A 3-ketoszteroidA’-dehidrogenaz (KstD) enzimek (melyek tulajdonképpen
flavoproteinek) szintén kulcsszerepet jatszanak zermidok mikrobialis
metabolizmusaban. Az egyes KstD izoenzimek @lt&zubsztratspektrummal és
funkcioval rendelkeznek. A KstD1 és KstD2 enzimeK3-&keto-4-én szerkeZet
szteroid szubsztratokat részesitikngbben, mig a KstD3 enzim a telitett Adgipvel
rendelked 3-ketoszteroidokat részesitbelben. A KstD enzimek a szteran vaz 1-es
szénatomjan aa, mig a 2-es szénatomjan a B Aallasu hidrogén drrdjat
katalizaljak, és a 3-ketoszteroid-@idroxilaz (Ksh) enzimmel egyutt a szteranvaz B
gyirijének felnyilasat okozzak (De las Heras et al. 2201

A Ksh-ok valéjaban 2 komponeinsenzimrendszerek, melyek egy terminalis
oxigenazbol (KshA) és egy ferredoxin reduktazb@HR) allnak. Az enzimrendszer
e két tagjat kddold géneketkahAt és akshBt eloszdr aRhodococcus erythropolis
SQ1 torzsben fedezték fel, mely torzs legaldbtksBA homologot tartalmaz.
(Petrusma et al., 2011)

A szteroidok bontasaban dioxigenaz enzimek is nészznek, melyek aromasigii
felnyithsaban jatszanak szerepet (Skowasch et 2002). A szteran vaz
megnyitasaval olyan metabolitok keletkeznek, melymintadsa mar egyszdab
enzimatikus folyamatokat igényel, azonban a teljestasi ut még nem teljesen
feltart (Horinouchi et al., 2012).

1.5 A biodegradaciora alkalmasRhodococcugsCupriavidusnemzetseg
jellemzeése

1.5.1 Rhodococcus nemzetség

A Rhodococcus nemzetségbe tartozé baktériumok a&ctinomycetalesrenden és

Nocardiaceaecsaladon belil helyezkednek el. Nagyon valtozesoportot képviselnek és szamos

Ve

toxikus és nehezen bomlé vegylletek is megtalakhatd Rhodococcusbaktériumok képesek

lebontani rovid és hosszu szénlancu alkanokat,géalezett és nitro csoportot tartalmaz6 aromas
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vegyuleteket, heterociklusos és policiklusos aromagyylleteket. Az aromas vegylletek
degradaciojat az teszi lebeé e baktériumok szamara, hogy szdmos dioxigen&merel
rendelkeznek. A széles bontasi spektrumhoz hozdapég, hogy aRhodococcusaktériumok
tobbféle monooxigenaz enzimmel is jelleme#b&t A bontasban résztvéenzimjeik sokféleségét
nagymeérdi genomjuk teszi lehévé. A bontasért felés genek linearis plazmidokon helyezkednek
el, melyek szerepet jatszanak a géntranszferbanrélsombinacioban is. Hatékony biodegradacios
képességuk fiziologiai tulajdonsagaiknak is kosaffihmint példaul a kilonféle szubsztratokkal,
illetve olddszerekkel szembeni tolerancia (Larkinaé, 2005). A toxikus hatasokkal szembeni
ellenall6 képességik annak tulajdonithatd, hogy eanbranjuk zsirsav 6sszetételét meg tudjak
valtoztatni. A hidroféb szubsztratok metabolizagiz hozzajarul, hogy sejtfaluk mikolsavat
tartalmaz, mely a hidrofob vegyuletek felvételégiteel6. Fellletaktiv anyagok termelésével e
baktériumok képesek hidrofob fellletekhez kapcsuld@s a hidroféb vegyuleteket diszpergalni.
Biofilm képzb tulajdonsaguk éhyosseé teszi alkalmazasukat biotechnolégiai célakedve noveli

a toxikus hatasokkal szembeni tolerancigjukat.RAodococcusbaktériumok tapanyagszegény
kortlmeények kozott is fennmaradnak, tovabba a sgdanyagok degradaciojat nem mérséklik
akkor sem, ha kornyezetikben konnyebben bonth@df@mzasok is éfordulnak. (Martinkova et
al., 2009)

1.5.2 Cupriavidus nemzetség
A Betaproteobacteriaosztalyba ésCupriavidus nemzetségbe tartozd baktériumok aerob,

Gram-negativ, palcika alaku baktériumok. Fenololokbo® alifas alkoholok, az etanol és a

V4

mutatnak. (Friman et al., 2012)
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2 Celkitizes

Munkank soran célunk volt egy olyan vizsgalati reret kialakitasa, amellyel
megbizhatban mérhieta DHT-val terhelt rendszerben az androgén hatasele érdekében egy
biolumineszcencia alapu, a hormon- és citotoxikudd® mérésére alkalmas élésalapu
bioriporter rendszert alkalmaztunk, amely tesztszed aSaccharomyces cerevisigenetikailag
modositott torzseit alkalmazza tesztszervezetlamyrészél az androgén hatas mérésére alkalmas
BLYAS torzset, valamint a citotoxicitas meérésétkabmas BLYR torzset. Mindezek alapjan a
fénykibocsatas valtozasbdl kovetkeztethetlink aztadimta hormon-, illetve citotoxikus hatasara.
E vizsgalatokat parhuzamosan kémiai analitikai sekkel egészitettik ki.

Tovabbi célunk volt a DHT biodegradaciojara alkadnmaikroorganizmusok kivalasztasa
céljabdl egy megléy szénhidrogén bontasi potenciallal rendetkéirzsgyijtemeny vizsgalata.
Célkitiizéseink kozott szerepelt a j6 bontasi potenciéatielkes torzsek kozul azok szelekcidja,
amelyek toxikus metabolitok nélkul képesek a DHgrddaciojara.

Célkitiizéseink alapjan az alabbi hipotéziseket vizsgaltuk:
* HO: A bontasi kisérletben felhasznalt torzsek kagjilik sem képes a DHT bontasara a 72
Oras vizsgalat alatt.
 H1: A bontasi kisérletben felhasznalt torzsek kolegalabb egy képes lesz a DHT

bontasara a 72 oras vizsgalat alatt.

Ellenhipotézisiink alapjat Rhodococcugs Cupriavidusnemzetségbe tartozé baktériumok
gyiris szerkezét vegyuleteket bonté képességjértovabba e baktériumokban jelen déva
szteroidok (DHT) bontasaban részt §esmzimekél szold szakcikkek képezik. (Cserhati et al.,
2012; De las Heras et al., 2012; Friman et al. 22@lsiela et al., 2012; Kriszt et al., 2012; Larki
et al., 2005; Martinkova et al., 2009; Petrusma.eR011; Yoshimoto et al., 2004).
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3 Maoaddszerek

A kisérletekhez a DHT-t a Sigma-Aldrich Kftitt szereztik be, és acetonban oldva

0,1 pg/ml-es koncentracioju térzsoldatot késziketti

3.1 A hormonhatéas és a citotoxikus hatas kimutatasaralkalmazott
biolumineszcens éles#talapu bioriporter rendszerek

A Saccharomyces cerevisi@.YAS olyan genetikailag modositott éle$zaesztszervezet,
mely sajat biolumineszcenciaval rendelkezik és @géin hatasu vegylletek detektalasara
alkalmazhat6. A biolumineszcencia keletkezésébersep kromoszomajan taldlhatd, human
androgeén receptort (hAR) kodolb gén, illetve a pUYUK és pUTK420 plazmidokon elhelyezked
gének vesznek részt (3. és 4. abra). A pUTK404 npldan a Photorhabdus luminescens
baktériumbdl szarmazo, a FMMdt kodoldluxC, luxD és luxkgének helyezkednek el, valamint a
Vibrio harveyi baktériumbdl szarmazérp gén, mely a flavin oxidoreduktaz enzimet kodolja
(Eldridge et al., 2007). AuxC és luxE gének egyiddj, kétiranyu atirasat az ADH1 és GPD
divergens (szétagazd) promoterek biztositjakluXD és frp géneknek az é&bbi génekkel vald
egyuttes atirdsat laxC ésluxD, valamint aluxE ésfrp gének kdzé inszertélt kozbénsboszoma
belépési hely (IRES) teszi leldgé (Gupta et al., 2003). A pUTK420 plazmidon — me¢la
pUTK401 plazmid modositasaval hoztak létre — 4 agéin valasz elem (ARE) talalhato. A
pUTK401 plazmid tartalmazzalaxA ésluxB géneket, melyek atirasat az ADH1 és GPD divergens
prométerek szabalyozzak. Az androgén valasz elemekd&ét promoéter kozé inszertaltak,
létrehozva igy a pUTK420 plazmidot. Ha androgérasiatvegyuletek jutnak be a sejtbe, akkor
0sszekapcsoldédnak a hAR-ral. Ezutan e komplex &ilwatasba Iép az androgén valasz elemekkel,
melyek beinditjak a plazmid atirodasat. (Eldridgale 2007)

GPD
luxC ADH1

IRES : IuxE

pUTK404 |

12,1 Kb \)

luxD 4
IRES

Jrp

3. dbra: A pUTK404 plazmid felépitése Sanseverind al. (2005) alapjan
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Ampr,

pUTK420  —Pgpd

8698 bp

URA3

luxB
4. dbra: A pUTK420 plazmid felépitése Eldridge et la (2007) alapjan

A BLYR (Bioluminescent Yeast Reporter) teszt semjés/el a szennyézvegyiletek
citotoxikus hatasat meérhetjik. E tesztrendszerlzeéleszék allandd féenykibocsatasra képesek, a

citotoxikus hatast a biolumineszcencia gatlasa. j@dridge et al., 2007)

3.1.1 Elgkisérlet, a teszt standardizalasa

Az éleszbk szaporitasahoz uracil és leucin szelektiv tapotdd MM yra- 1eu) alkalmaztunk,
amelyet 5 tovabbi oldattal egészitettiink ki: vitarnidat (mely tiamint, piridoxint, pantoténsavat,
inozitolt és biotin oldatot tartalmaz), 20%-os ghidkoldat, L-aszparaginsav oldat, L-treonin oldat és
réz-szulfat oldat (lasd fiiggelék). Minden 6sszétewtoklavban sterileztik (121°C, 1,2 bar, illetve
a glukoz oldat esetében PO) 1 bar) a vitamin oldat és a réz-szulfat oldattelével, amelyeket
pedig 0,2um porusatméijic membransirén sZirtiink at. Az 6sszeallitast laminaris boxban, steril
eszkdzoOkkel végeztik a befexbdés elkerllése végett. Miutan tapoldatunk elkésziH80°C-on
tarolt BLYAS és BLYR inokulumot 300 ml-es Erlenmey®ombikban szaporitottuk 30 ml
tapoldatban, majd termosztatban razattuk (28°C, g0f). A torzsszuszpenziot egy éjszakan
keresztll szaporitottuk, majd séjisségét 600 nm-en (Qky) 1-re allitottuk be (Sanseverino,
2008).

A kisérletek soran a mintakat fehér microtiter leeten vizsgaltuk. A DHT-bal higitasi sort
készitettliink, 2 parhuzamosban. A higitasi soriaisxalomban megadott Eg£értékhez igazitva
(Sanseverino et al., 2008) 3,44E-07 mofldi®,1 pg/ml) koncentraciordl inditottuk, melyet 1:2
higitassal 1,68E-10 mol/dn,8E-05ug/ml) koncentracidig higitottunk.

Két negativ kontroll hasznélata is szikséges \ijt:a higitashoz hasznalt oldészert és a

tesztszervezetet tartalmazo kontroll, valamininfapéat a tesztszervezetet tartalmazo kontroll.
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A higitasi sor elkészitése, illetve a mintadk ésldbszer kiadagolasa (20/microwell) utan
a bedllitott sejigriisédi tesztszervezet 200l-ét adagoltuk a microplate megfdietészeibe és a
microlemezt 30°C-on inkubdltuk 5 6éran keresztilleldriztik a kezd fénykibocsatast, majd

oranként mértuk VictorX Multilabel Plate Reader i@ EImer Inc.) segitségével.

Az eredmények értékelése sorandelg@pésként kiszamitottuk a negativ kontrollok
szazalékos aranyat, hogy meg@gidjunk értekeink hitelessédgdr Ez az arany hatarozta meg azt,
hogy a mérés soran kapott eredmények hitelesdkdlleifogadhatoak-e. Amennyiben ez az érték
meghaladja a 150%-ot, akkor a higitd oldat nagyosmhiség szerint tartalmaz valamilyen
szervezetre hat6 anyagot, igy a mérést meg keitedm. (Sanseverino et al., 2008)

A BLYAS tesztszervezet értékelése soran agole@eéket hataroztuk meg. Az X tengelyen a
koncentracidé értékek logaritmuséat, mig az Y tengelg biolumineszcencia értékeket abrazoltuk,
igy a gorbénk szabalyos szigmoid alakot mutatott. @xgorbe egyenes szakaszara linearis
fuggveényt illesztettiink, melynek egyenlete alapjaptuk meg a minta fénykibocsatasanak a

kontrollhoz viszonyitott 50%-0s ndvekedését eredragnkoncentraciot.

3.2 Bontasi kisérlet

A DHT-nal végzett vizsgalataink soran szénhidrogénrszennyezett terlleteir
(Rhodococcusés szennyezetlen talajbdCypriavidug izolalt, mar megléy torzsgyijteménybe
tartozd mikroszervezetekkel dolgoztunk. Tovabbalataztunk egy nem bonto térzses¢herichia
coli) tartalmazo és egy mikrobamentes kontrollt (vak) A fenti mikroszervezeteket bontéasi
kisérletbe allitottuk, a bontasi rendszekdkbzarmazo6 feliliszé mintakat pedig egy komplex
vizsgalati rendszerrel vizsgaltuk, amely magabdaftay a biologiai (BLYAS, BLYR) és kémiai
analitikai (GC-MS) modszereket.

A bontasi kisérletbe vont mikroszervezetek:
* Rhodococcus erythropolsK35
* Rhodococcus globerulusK36
* Rhodococcus pyridinivoransK37
* Rhodococcus gordonia&K38
* Rhodococcus rubekk41

« Rhodococcus aetherivorad44
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* Rhodococcus coprophilié774

* Rhodococcus pyridinivorans402
* Cupriavidus basilensiBRB6A

« Cupriavidus basilensi®R16

Az inokulum eléallitasa:

A bontasi kisérletre valasztott, -80°C-on taroliztieket LB agarra szélesztve inkubaltuk
(28°C) 72 oran keresztll. A telepek tisztasagatiekdzése utan 50 ml LB tapoldatot oltottunk be
egyetlen tiszta telegb szarmazo inokulummal és razattuk (28°C, 200 rghpran keresztil. Az
inokulumok sejtériiségét bedllitottuk OD600 = 0,6-ra.

Kisérleti rendszerek:

A biodegradacios kisérletek Erlenmeyer lombikba0(Bl) folytak, 3 parhuzamos rendszer
bedllitasaval. A bontési kisérletek kdzege g0nl DHT-val (50ul) kontaminalt LB tapoldat (45
ml) volt, amelyet 5 ml inokulummal oltottunk be. Bontas soran alkalmazott mikrobamentes
kontroll szintén 10@ug/ml DHT-val (5Qul) kontaminalt LB tapoldatot (50 ml) tartalmazott.

A parhuzamos bontasi rendszereket 3 napon keres#tibaltuk (28°C, 200 rpm) és
naponta mintaztuk (1. kép). A mintakat lecentrifiagia (15000 rpm, 4°C, 20 min.), a feltluszét
dekantaltuk és a pelléttkulon taroltuk -20°C-on a tovabbi vizsgalatokig.

A degradacios kisérlet feltiliszd mintéit biolodiaitaselemzés ala vontuk, amely soran két
biolumineszcens éleszalapu bioriporter tesztszervezetet — a BLYAS harhatast vizsgalo és a

BLYR citotoxikus hatast vizsgal6 tesztorganizmusikalmaztunk.

1. kép: A bontési rendszerek a termosztatban
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3.2.1 A bontasi kisérletek biolégiai hataselemzése

Az éleszd tesztszervezetek ddészitése az ékisérletben is alkalmazott eljards szerint
tortént. A vizsgalandd feliliszokbol 20l-t adagoltunk a microplate megfelelrészeibe. A
vizsgalatok soran pozitiv kontrollként a bontasisékietl®l szarmazé pozitiv kontrollokat
(mikrobamentes kontroll, illetv&. coli) hasznaltuk. Negativ kontrollként metanolt, LB dkgatot
és éles#zt tesztszervezetet tartalmazo, illetve csak a tesmtszetet tartalmazo kontrollt
hasznaltunk. Ezutan a beallitott s#jtisédi tesztszervezet 20Ql-ét adagoltuk a microplate
megfeleb részeibe és a microlemezt 30°C-on inkubaltuk % d&exesztil (2. kép). Elléniztik a
kezd fénykibocséatast, majd 6ranként mértik VictorX Maliel Plate Reader (Perkin Elmer Inc.)
segitségével.

- “-\‘.‘\l.'\:r“'*."“-"'\-'
BOOCO OO
)

2. kép: A vizsgalatra ebkészitett microplate az inkubaci6 soran

A bontasi kisérlet felllisz6 mintdi esetében, adr@gén hatds értékelése soran egy
lumineszcencia intenzitasi értéket hataroztunk nt@gehner és munkatarsai (2002) altal
kidolgozott, de modositott egyenlet alapjan. Azesdgt altal kapott eredmény reciprok ertékének
alkalmazaséval nem biolumineszcencia gatlasi, hainéenzitasi értékben adtuk meg széazalékos
aranyban a kontrollhoz viszonyitott fénykibocsataksozast.

K-M
K

Intenzitasi értek (%) :{( j*loo}* (-0

ahol a K a teszt sordn alkalmazott negativ konbiollumineszcencia értekét, M pedig a minta

fénykibocsatasi értékét jelenti.

A citotoxikus hatas szams#eitésére szintén a Froehner és munkatarsai attalgkizott
egyenletet hasznaltuk, de mddositas nélkul, iglutsimeszcencia gatlasi értékben kaptuk meg a

kontrollhoz viszonyitott szazalékos fénykibocsaalsozast.
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3.2.2 A bontési kisérlet értékelése kémiai analitikai nééekkel

A kémiai analitikai méréseket a Wessling Nemzetkiziatd és Oktatdo Kézpont Kézhasznu
Nonprofit Kft. (WIREC) végezte. A fellliszok esetdh a mintaélkészités soran a mintakat
eredeti mintatartd edényikben deuteralt epitestdomz kiséfstandarddal adalékoltak 2&)/L-es
koncentraciészinten é€s homogenizaltak. A pelletsktaben 25 ng deuteralt epitesztoszteron
kiséstandardot adagoltak a mintdkhoz. Mindkét mintatifx1 ml ciklohexannal extrahéltak. A
ciklohexanos fazisokat nitrogénaramu beparlévarazza paroltdk, és a beparlasi maradékokat
szarmazeékoltak. A szarmazeékolt célvegyilletek meégbadsa GC-MS technikaval tortént. A
modszer a fellliszé esetében 0-1@0L koncentraciétartomanyban linearis, az als6 megbzasi
hatar 1ug/L. A pellet esetében 0-1Q@/L koncentricidtartomanyban lineéris a modszeralaga

meghatarozasi hatar 0,f6/L, mivel az eredményeket a kezdeti 1,5 ml inokula vonatkoztattak.

3.3 Statisztika

Munkank soran a statisztikai értékelést STATISTICAStatSoft Hungary Kft.), PAST
(Hammer et al.,, 2001) eés Microsoft EXCEL (Microsdfic., 135 Redmond, USA) szoftverrel
végeztik.

Elsoként az egyes mintakra kapott biologiai és analitéredmények kdzotti 6sszeflggest
allapitottuk meg pontfeth diagram segitségével. E diagram nemcsak az oggEefijellegé,
hanem a kiugro értékalris ad informacioét. (Reiczigel et al., 2010)

Masodik |épésként, az Osszefliggés ismeretében,aesdPeféle korrelacios egyutthatét
szamitottuk ki az értékek kozotti korrelacié meggitasara. A Pearson-féle korrelacios egyitthato
akkor alkalmazhat6, ha a valtozoink kozoétti kapasahonoton és linearis. Az egyitthato értéke -1
es +1 kozé esik. A nulla korali ertékek gyenged & €s -1 kozotti értékek &g negativ, mig a +0,6
es +1 kozotti érték 8s pozitiv korrelacios kapcsolatokat jeleznek. (Rigiel et al., 2010)

A fentieken kivil, az eredmények kiértékeléséhez aéabbi Okotoxikoldgiai méresi
végpontokat alkalmaztuk:

» Hatasos koncentracio érték (Effect concentratidnjninta azon koncentracidja, amely a
vizsgalati végpont 50%-0s valtozasat okozza.

» Karos hatdst még nem mutatd vegyi anyag koncedtrgblo Observed Effect
Concentration; NOEC): Az a legnagyobb koncentracemelynek még nincs
megfigyelhed hatasa.

* 1Cy (Inhibitory Concentration): A minta azon koncewita, mely a vizsgalati vegpont

20%-0s csokkenését okozza a kontrollhoz képest.
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4 Eredmeények és értékelésik

4.1 Az elékisérlet eredményei

A biolégiai hataselemzés kivitelezésekor a vizdpileeld részeként a DHT androgén
hatéasat ellefriztik a tesztszervezetinkre.

A negativ kontrollok sz4zalékos aranya mindegysztezervezet esetében 150% alatt volt.
A BLYAS torzsnél 60,3 %-ot, mig a BLYR torzsnél 81%-ot kaptunk, igy eredményeinek
hitelesnek tekinthék

4.1.1 Dihidrotesztoszteron
A DHT mérése soran az 5 6ras inkubacid fijyelembe véve, sajat eredményeink az 5.
abran lathaté gorbét adtak. Az &@rtékre 5,52 ng/ml (1,90E-08 mol/dnkoncentréciét kaptunk,
mely megfelel a szakirodalomban leirt koncentraako(Ganseverino et al., 2008). A NOEC érték

1,62E-03ug/ml (5,58E-09 mol/dr)) a grafikon alapjan. A bontasi kisérletben figyete véve a
kapott EGo és NOEC értékeket, Opig/ml kiindulasi végkoncentraciot allitottunk be.

1.00E+06
5
g
= 1, 00E+05 4
=
E
g
=3
1.00E+04 - - - -
1.00E-10 1.00E-09 1.00E-08 1.00E-07 1.00E-06
Koncentracié (mol/din®)

5. dbra: A BLYAS tesztszervezet biolumineszcenciaaltozasa dihidrotesztoszteron hatasara a standarditas
soran

A higitasi sor kezél koncentraciéjanak megvalasztasanal figyelmet fotwink arra is,
hogy a DHT ne legyen citotoxikus hatassal a tespt&zeteinkre. A 6. abran lathatd, hogy a DHT
az adott koncentraciokban nem okozott a kontrollkégest biolumineszcencia gatlast, azaz nem

volt citotoxikus hatassal a BLYR tesztszervezetre.
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6. abra: A dihidrotesztoszteron higitasi sorhoz tanz6é biolumineszcencia értékek BLYR tesztszervezett

4.2 A bontasi kisérlet eredményei

A DHT bontésa soran, a 72 oOra alatt nem keletkecitekoxikus bomlastermékek a BLYR
tesztszervezetre alapozott vizsgalatok alapjanehaibiolumineszcencia gatlas egyik vizsgalt térzs
esetében sem érte el a 20%-ot. Magasabb sZel®sizszintekre extrapolalva ezen eredményeket,
azt feltételezhetjik, hogy nincs karos sejtndvekedgatld hatdsa a bomlastermékeknek.
Mindemellett az eredmények azt is jelzik, hogy aTDBs bomlastermékei az androgén hatas
vizsgalatara alkalmazott BLYAS tesztszervezetre seitak gatlo hatassal, azaz a BLYAS torzs
megbizhatdan fogja a hormonhatast jelezni.

A bontasi kisérletl szarmazé fellliszd mintak eredményei lathatok abran. A bontasi
kisérletbe vont torzsek — @upriavidus basilensi®©)R16 kivételével — mar 24 6ra alatt szinte
tellesen megsziintették a hormonhatasiCupriavidus basilensi®R16 térzs esetében habéar az
egymast kovét napokon 20%-ot meghaladdé meértékben csokkent aurhiokszcencia

intenzifik&cio, a 72. 6raban még jelésebb hormonhatast észleltiink.
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7. abra: A dihidrotesztoszteron bontasi kisérlethil szarmaz6 feltllisz6 mintakban tapasztalt hormonhats
valtozas BLYAS tesztszervezettel

Az analitikai vizsgalatok eredményei a bontasi #été végpontjanak mintaibol all
rendelkezéstinkre (1. tablazat). Az 6sszes vizsgatsinknél a felliliszoban és a pelletben
kimutatasi hatarérték alatt volt a DHT koncentrfcioAz analitikai vizsgélatok azt is
mege#bsitették, hogy a kontrollokban a 72. éraban is nmaeguit a kiindulasi DHT végkoncentracio,

azaz a DHT mennyiségének csokkenése csak a vitdgaeknek tulajdonithato (1. tablazat).

A biologiai vizsgalat 72. 6rdban kapott eredméngkipjan 3 csoportba sorolhatjuk a
vizsgalt torzseket:
1. csoport: kivalo biodetoxifikdlo potanciallal diked torzsek, melyeknél a
biolumineszcencia intenzifikacié 40% alatti.
e 2. csoport: j6 biodetoxifikald potenciallal rendels torzsek, melyeknél a
biolumineszcencia intenzifikacié 40-50% kozotti.
» 3. csoport: elégtelen biodetoxifikalé potenciallgndelked torzsek, melyeknél a

biolumineszcencia intenzifikacido 50% feletti.
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1. tAblazat: A bontas 72. érajanak hiolégiai és kémai analitikai eredményei

GC-AIS BLY AS teszt BLYR teszt
DHT }'[;fl':r'_:f']”ré':i'j Bi?,il:::jii::;;;:;ia Biolu n:lgi;j;;cen cia
- [%0] [%a
Baldérinm faj Mintajel Feliilaszo Pellet* F eliilaszo Feliilaszo

R, gordimiae AK3S | =1 66 245 02

R. coprophuius N774 =1 < ).66 307 -14.1

C. basilensis BREBE6A o | =< .66 318 .2

R, globerulus AK36 <1 <) 66 4172 -11.5

R. envtiropolis AK33 =1 = () 66 417 107

R. pyridimivorans  AK37 =] < ) .66 A3 2 8.2

R, getherivorans AK44 <1 <) 66 46.7 0.8

R pmvvidinivoras K402 i | = () 66 515 T

R ruber AKk4l <1 = {),66 63,7 -18.6
Chasilensis OR16 =1 =) 66 198.3 5.1

E coli E. coli 70 104 484 6 5.5

= Kontroll 117 na 3503 -10.5
Jelmagyarazat:

% 1.5 mL mintara vonatkoztatva

kival o biodetoxifikacios ulajdonsizgal rendelkezd thrzsek

jobiodetoxifikicos tulajdonsaggal rendelkezo tirzsek

elégtelen biodetoxifilktidds tulajdonsagal rendellezd thrzsek

Bontas potenciallal nem rendelkezo és a mikrobamentes kontroll mintak

Kivalo biodetoxifikalé potanciéllal rendelkézdrzsek: ARhodococcus gordoniadK38,
Rhodococcus coprophilud774 ésCupriavidus basilensiBRB6A torzsek a DHT bontdsa soran
nem hoztak Iétre olyan metabolitokat, melyek detiletdé androgén potenciallal rendelkeztek. A 3
torzs kozul a Rhodococcus gordoniaegAK38 emelhed ki, mely torzsnél csak 24,5%-0s
biolumineszcencia intenzifikacio volt tapasztalhahdg a masik két torzsnél ez az érték elérte a 30-
31%-ot is (1. tablazat). A vizsgalt mikrobaink kbal 3 torzs feltehéteg olyan bonté enzim
készlettel rendelkezik, mellyel hatékonyan képeselOHT bontasara, raadasul a keletkezett
bomlastermékek citotoxikus hatassal sem rendelkezne
A DHT magas androgén potencialjahoz szamos tényarul hozz4. Az androgén

aktivitasban a szteranvaz 17-es szénatomjard, |8/ helyzei OH-csoportnak esszencialis
jelentbsége van, mivel az androgén receptorhoz valédésben jatszik szerepet. Az androgén
aktivitast az 5-06s szénatomon déwnidrogén téerallasa is befolyasolja. Az helyzet nagyobb
androgén aktivitassal jar, mint a 3 helyzet, maak térallas miatt a molekula hatékonyabban tud a
receptorhoz kddni. Az androgén aktivitast csokkenti, ha a 3-a@natomon Ié¥ keto-csoport OH-
csoportta alakul, illetve ha a 3-as szénatomoé @M-csoport B helyett térallasba kerll (Bovee et

al., 2008). Ezek alapjan a DHT androgén potenciaacstkkentésehez tébb olyan enzim is
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sziikséges, melyek a molekula androgén hatasétodel@észén mutatnak aktivitast. A DHT
kornyezeti eliminalasahoz e harom térzs lenne alkedgmasabb, hiszen ezek képesek a legkisebb

kockézattal megszintetni a szennyezést.

JO biodetoxifikaldo potenciallal rendelke® torzsek Ebbe a csoportba sorolhaté a
Rhodococcus erythropolisl K35, Rhodococcus globeruluAK36, Rhodococcus pyridinivorans
AK37 és Rhodococcus aetherivoramsk44. A 3 ebbbi torzshtz 41-42%-0s biolumineszcencia
intenzifikacios érték tartozik, mig Rhodococcus aetherivoramsK44-hez majdnem 47%, mely
ertékkel mar az elégtelen biodetoxifikacios potélhai rendelkedk csoportjahoz kozelit (1.
tablazat). Ezek a torzsek feltebleg mar kevesebb bontd enzimmel rendelkeznek, @untl.
csoportba tartozok. A metabolikus Gtvonalak és atdcenzimek tisztdzasa céljabol azonban

alkalmasak lehetnek tovabbi vizsgalatokra.

Elégtelen biodetoxifikalé potenciallal rendelke# torzsek A Rhodococcus pyridinivorans
K402, Cupriavidus basilensi®R16 ésRhodococcus rubehK41 térzsek habar nem alakitottak ki
citotoxikus metabolitokat a bontas soran, a 72 GirZsgalat végén meg jelentékeny androgén hatast
tapasztaltunk, igy a DHT kornyezeti eliminaciojaram alkalmasak. E harom térzs kozul a
Rhodococcus pyridinivorans402 volt a leghatékonyabb 51%-0s bioluminesz@mtenzifikacids
értékével, ezt &khodococcus rubeAK41 koveti kozel 64%-o0s értékkel, viszontCupriavidus
basilensisOR16 torzs a legeredménytelenebbnek bizonyult a dlieedben magas 198%-0s
értékkel (1. tablazat).

Torzseink bont6 enzim készletének nagy valtozagggd@ltételezhetjik az alapjan is, hogy
olyan szoros rokonsagot mutaté mikrobak, melyek é&mpa, de kilon térzsbe tartoznak, a
biodetoxifikacidés potenciéljuk alapjan eléécsoportba keriltek. ARhodococcus pyridinivorans
AK37 a j6 bontasi potenciallal rendelkdzcsoportjaba kertlt, mig Rhodococcus pyridinivorans
K402 az elégtelen bontok csoportjaba sorolhat@ufsriavidus basilensiBRB6A kivald bonténak

bizonyult, viszont &Cupriavidus basilensi®R16 elégtelen bonto volt.

A BLYAS torzzsel kapott eredmények azt mutatjakgyhonég jelenis biolumineszcencia
intenzifikaciot okoz aCupriavidus basilensi®)R16 torzshoz tartozo feliillisz6. Az analitikai
vizsgalat eredménye alapjan azonban a fellliszé Réticentracidja kimutatasi hatarérték alatt
volt (1. tablazat). Ez azzal magyarazhatd, hogiefieibleg a Cupriavidus basilensi®R16 torzs
magasabb androgén potenciallal rendalkebomlastermékeket hozott I|étre. Ez alapjan
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valészirisithet, hogy e torzs nem rendelkezik az 6sszes, a tibbgait torzsben meglévbonto

enzimmel.

A fenti eredményt statisztikai elemzéssel is al@satottuk. Az atlagos biolumineszcencia
intenzifikacido és az analitikai eredmények kozdszefliggést a 8. abran lathatjuk. A grafikon
alapjan elmondhaté, hogy ahol a DHT koncentracldjautatasi hatarérték ald csokkent, ott a
BLYAS tesztszervezettel is alacsony biolumineszizenatenzifikacidt detektaltunk, kivéve egy

kiugré értéket, mely &upriavidus basilensi®R16 torzshoz tartozik.
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A Pearson-féle korrelaciés egyuitthatd meghataévadsallapitottuk meg a fenti valtozok
kozotti korrelacids viszonyt. Az egyltthatd érték®6 lett, ami a BLYAS tesztszervezettel és az
analitikai mérésekkel kapott eredmények kozottirezp egyenes aranyu osszefiggésre utal. A
statisztikai eredmények megsitik, hogy a BLYAS tesztszervezettel megbizhatdgomon

kovethebk biodetoxifikacios folyamatok.

Bontasi kisérletiinkkel megvalositottuk célkiéseinket. Olyan komplex mérési rendszert

hoztunk létre, mellyel megbizhatban mééhatz androgén és a citotoxikus hatas jelenléte vagy
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hianya. A kilénb6& orszagok szennyviztisztitéiban és felszini vizeilmeért androgén, illetve
DHT koncentraciok nagy eltéréseket mutatnak. Altatha néhany ng/lst a tobb szaz ng/L-ig
tartd koncentracio tartomanyban fordulnak elvegytletek. A BLYAS tesztszervezettel mar jéval
e koncentracio tartomany alatt, a szubnanogrammfAlardomanyban is képesek vagyunk detektalni
az androgén hatast. E modszer érzékenysége sokszghaladja mas, analitikai modszerek
detektélasi hatérait.

Nullhipotézisiink szerint a bontasi kisérletben dslinalt torzsek kdzul egyik sem képes a
DHT bontasara a 72 oras vizsgalat alatt. A fergderényeink alapjan a nullhipotézistinket el kell
vetnink és az alternativ hipotézisiinket kell eltbgank, mivel a 72 6ras bontasi kisérlet soran volt
legaldbb 1 t6rzs, mely képes volt a DHT bontas#tisérletiinkben 3 olyan kivalé bontasi
képességgel rendelkeztorzset kilonithettiink el, melyek bontasuk sordm nalakitottak ki
citotoxikus és jelerisebb androgén hatasu bomlastermékeket. E torzBélodococcus gordoniae
AK38, a Rhodococcus coprophilud774 és aCupriavidus basilensiBRB6A, melyek kozul is a
Rhodococcus gordonia&K38 volt a legsikeresebb bontd torzs.

A Cupriavidus basilensi®R16 torzs eredményei ramutatnak arra a tényre, kogyzor az
analitikai vizsgalatok 6nmagukban nem eled®kd biologiai folyamatok nyomonkdvetésére,
hiszen olyan metabolitok is keletkezhetnek a bostéan, amelyekre nem szamitunk, igy analitikai

modszerekkel nem is vizsgéljdket.
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5 Kitekintés, javaslatok

Elokisérletinkben meghataroztuk az androgén hatasu [BHYAS tesztszervezetre

mutatott hatasat. Eredményként teljes dézis-valgshaét kaptunk és az Bgerték (5,52 ng/ml) is

megegyezett a szakirodalmi adattal. A fenti eredrenalapjan a DHT-t bontasi kisérletbe

allitottuk, ahol a kapott analitikai és biologiaedmények szoros dsszefliggése alapjan javasolhato

a tesztszervezetink screening modszerként valdrekasa biodegradacios kisérletekben.

A DHT bontasért feléls enzimeket kddoldé génszakaszok jelerttarhaza talalhaté meg a

RhodococcugsCupriavidusnemzetség tagjai kozott:

A Comamonas testosterobaktériumbdl izolalt 3-HSD az androgének metabolizmusanak
egyik kulcsenzime, mivel szamos szteroid, mint gidrosztandion, DHT, androszteron
oxidoredukcidjaban vesz részt (Kisiela et al., 2012 DHT-bol 3u-HSD segitségével
androsztan-8 173-diol keletkezik (httpl). AC. testosteronbdl izolalt 3:-HSD enzimmel
homolog enzimeket toébb baktériumban is kimutattékként az Actinobacteriatérzsbe,
illetve kisebb mértékben Rroteobacteriatérzsbe tartozé baktériumoknal talaltak homoldg
enzimeket (pl. Rhodococcus opacusB4, Rhodococcus jostiiRHALl, Cupriavidus
taiwanensiy (Kisiela et al., 2012)

A KstD3 enzim a legnagyobb aktivitast azo-&drosztan-3,17-dion, illetve DHT
vegylleteken mutatja. A KstD3 enzim génjei konzdwagénszakaszok kozott
helyezkednek el, mely génszakaszokon szintén aogttkatabolizmusban szerepet jatszé
gének talalhatok. A KstD enzimek széleskdrben ni@gtadak azActinobacteriatérzsbe
tartozd mikrobakban, kilénésképpBmodococcusgajokban (De las Heras et al., 2012). A
KstD enzimmel homol6g enzimet Rroteobacteriatérzshdz tartozé baktériumoknél (pl.
Cupriavidus taiwanensjss talaltak (Kisiela et al., 2012).

A Rhodococcus rhodochroud3SM43269 toérzsben 5 kilonb®ikshA homoldgot kshAL
kshA azonositottak. E gének altal kodolt enzimek szarBeketoszteroidon aktivitast
mutatnak, a szterdnvaz 9-es szénatomjanelyzeti hidroxil-csoportot alakitanak ki. A
KshA5 enzim rendelkezik a legszélesebb szubszim&kdviszont nincs olyan szubsztrat,
melyet kiléndsebben d@lyben részesitene. Egyedulallé tulajdonsaga vishogly a KshA
enzimek kozul a KshA5 az egyetlen, mely a DHT-t &< 1R-hidrokortizont &t tudja

alakitani. (Petrusma et al., 2011)
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Az altalam vizsgalt torzsek kézil Rhodococcus pyridinivoran8K37 és aCupriavidus
basilensisOR16 genomjanak feltérképezése készillt elRBodococcus pyridinivoran&K37
torzsben olyan enzimeket kdédol6 géneket is talaltalelyek alapjan a torzs szteroid bontd
képessége feltételezliet llyen enzimek a 3-ketoszteroid-®idroxilaz, 3-ketoszteroid-
dehidrogenaz, 3-ketoszteroid-1-dehidrogenaz esrosdid-izomeraz (Kriszt et al., 2012). A
Cupriavidus basilensi©)R16 habar j6 szénhidrogén és mikotoxin bonté tdazsbizonyult, és
szamos médon képes aromasdirgyfelnyitdsara (Cserhati et al., 2012), mégsem tiedi olyan
enzimekkel, melyek a bontas soran az androgénitd@igivnegszinését eredményeznék. A fenti
szakirodalmi adatok és sajat eredményeink alagéntan feltételezhetjik, hogy a tébbi vizsgalt
torzstuink rendelkezik @&hodococcus pyridinivoran®\K37 torzsben megtalalhaté, a szteroid
bontasban szerepet jatsz6 enzimekkel.

A szteroidok bontasaban résztéesnzimek é€s a metabolikus Utvonal megismerése gonto
lenne a tovabbiakban ahhoz, hogy mas baktériunsakrazteroid bonté képességéireltudjuk
jelezni azzal, ha a bontasban résztvenzimeket kédold géneket ki tudjuk mutatni az tdot
torzsdl. A DHT bontasért feléls gének beazonositasaban segitséget nydjthat egy
transzpozonmutagenezis-konyvtar létrehozasa. Aszporon-mutagenezisselbéllitott konyvtar
kénnyedén screenellfeta DHT bontasra a dolgozatomban bemutatott biolobataselemi
rendszerrel (BLYAS/BLYR teszt), kivalaszthaték allmutansok, és beazonosithatok a DHT
bontasért feléls enzimeket kodolé génszakaszok.

A szteroidok bioldgiai kérnyezeti karmentesitéséigyfelembe kell venniink azt is, hogy
azok az enzimek, melyek hatasosak voltak egy adt#toid bontdsanal, még nem biztos, hogy egy
masik szteroid bontasat is hatékonyan el tudjalexéig A DHT-t kival6éan bonté térzseink adk7
etinilésztradiolt mar nem tudtak elbontani, még @ak&em, ha az inkubaciosétdrtamot 7 napra
noveltik. A vizsgalatba tovabBlhodococcusdrzseket vontunk be, azonban szintén sikertetdin v

a bontas.
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6 Osszefoglalas

Egyre tobb kérnyezetbe kibocsatott vegyidleimazolodik be napjainkban hormonhaztartast
megzavaré hatasa, valamint az EDC vegyuletek gitais, karcinogén, mutagén, immuntoxikus,
illetve allergén hatassal is rendelkezhetnek. AZCHOKOrnyezeti eliminaciojara alkalmas fizikai-
kémiai mdédszereken kiviul hatékony alternativatmjdetnek a bioldgiai eljarasok, amelyek alapja a

mikroorganizmusok biodegradacios képessége.

Célkitizéseink kozott szerepelt kulonkdozkornyezeti mikroszennyék kimutatdsara
alkalmas biol6giai hataselemzésen alapulé rendszemr androgén hatasu dihidrotesztoszteron
(DHT) vizsgalata. Ennek érdekébenSaccharomyces cerevisigenetikailag modositott torzseit
alkalmaztuk tesztszervezetként. Az androgén hatagsére a BLYAS, mig a konstitutiv kontroll
torzsként alkalmazott BLYR a citotoxicitds mérédeéiratott.

Tovabbi célkéntiiztik ki egy a Kornyezetvédelmi és KornyezetbiztgnsBanszék altal
kialakitott bizonyitottan szénhidrogén bontasi poiéllal rendelke& torzsgyjtemény screening
vizsgalatat. A DHT biodegradéaciéjara alkalmas mikganizmusok kodzul azok kivalasztasa az
optimalis, amelyek karos metabolitok nélkil képesekDHT lebontdsara. Ennek érdekében
adaptéltuk a BLYAS/BLYR tesztrendszert biodegradackisérletekhez, hogy a bontas utani
maradék karos (androgén, citotoxikus) hatast d&ljekt A bioldgiai vizsgalatokat analitikai

meérésekkel egészitettik ki.

Az elokisérletek sordn a tesztszervezetek érzékenységstrteliitk a DHT-ra.
Megallapitottuk, hogy 5,52 ng/ml DHT okoz 50%-os\fkibocsatas novekedést a BLYAS torzs
lumineszcencigjaban, mig a BLYR tbrzs esetében tepasztaltunk a vizsgalt koncentracio
tartomanyban fénykibocsatas valtozast.

A BLYAS/BLYR tesztrendszert adaptéltuk biodegrad&dkisérletekhez, és kivalasztottuk a
legmegfelebbb mikrobakat, amelyek maradék karos hatas nélkgkzik a DHT bontasat. Ezen
toérzsek Rhodococcusés Cupriavidus nemzetséghl kertltek ki. Mindemellett vizsgalataink
ramutattak, hogy kivalé DHT bontas mellett is la@ges maradék androgén hatas, amely

hangsulyozza a biotesztek fontossagat a biodegtedégarasok soran.

A kialakitott komplex rendszerrel megbizhatdéan lasathatdak a legmagasabb bontasi
potencialu biztonsagos torzsek akar tébb szaz &gyato torzsgyijtemeny esetén is. Ezen felll Uj
lehetiséget nyit a metabolizmuskutatas teriletén, hisegitségével konnyedén screendiregy

mutagenezis konyvtar, majd beazonosithatok a DHifasért felgls kulcsenzimek.
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9 Filggelék

1.: Alkalmazott tapoldatok

YMM (leu-, ura-): leucin- és uracil szelektiv alapmédium
« 13,61 g KHPO,
* 1,989 (NH).,SO,
* 4,2 gKOH (lemezes)
* 0,29 MgSQ
* 1 ml FeSQoldat (40 mg/50 ml viz)
* 50 mg L-hisztidin
* 50 mg adenin
e 20 mg L-arginin-HCI
e 20 mg L-metionin
* 30 mg L-tirozin
* 30 mg L-izoleucin
* 30 mg L-lizin-HCI
* 25 mg L-fenilalanin
e 100 mg L-glutaminsav
e 150 mg L-valin
* 375 mg L-szerin
1 liter desztilldlt vizben oldottuk a fenti anyagbk majd autoklavban sterileztiik. Tarolasa

szobaldmérsékleten tortént.

Growth Medium

1 literhez sziikséges mennyiség:
e 854,5ml YMM alapmédium
* 10 ml vitamin oldat
* 100 ml gliikoz oldat
* 25 ml L-aszparaginsav oldat
e 8 ml L-treonin oldat
* 2,5ml CuSQoldat

Tarolasa titében, 4C-on tortént.
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Vitamin oldat
e 20 mg tiamin
* 20 mg piridoxin
* 20 mg pantoténsav
* 100 mg inozitol
* 50 ml biotin oldat (2 mg/100 ml)
Az dsszetefket 500 ml desztillalt vizben oldottuk fel, maj®@m poérusatmeiji szirén ats#irve

sterileztik. 4°C-on taroltuk.

D-(+)-glukoéz oldat

20%-o0s glukoz oldatot készitettiink, majd autoklawb@ percig sterilezttik. 4°C-on taroltuk.

L-aszparaginsav oldat
4 mg/ml-es térzsoldatot készitettiink desztillafthein oldva. Sterilezés utan szobaiérsekleten

taroltuk.

L-treonin oldat
Desztillalt vizben oldva 24 mg/ml-es oldatot alitmk ©ssze. Sterilezés utan, szintén

szobalbmérsékleten taroltuk.

CuSQO, oldat
20 mM-os oldatot készitettlink desztillalt vizbedval. 0,2um porusatméjt szirén ats#irtik, és

szobalbmérsékleten taroltuk.

LB t4poldat
* 10 g pepton
* 5 g éleszikivonat
* 9gNaCl

Az osszetebket 1 liter desztillalt vizben oldottuk, majd aut@kban sterileztik.

LB agar

Az 1 liter LB tapoldatot 18 g agarral egészitettiik
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10 Nyilatkozat

Alulirott Balazs Adrienn, a Szent Istvan Egyetemzlitgazdasag- és Kérnyezettudomanyi Kar 2012
decemberében vegzett hallgatoja nyilatkozom, hogyXl. Orszagos Tudomanyos Diakkari
Konferenciara (OTDK) benyuijtott dolgozat sajat mémk melynek elkészitése soran a felhasznalt
irodalmat korrekt médon, a jogi és etikai szabalpekartasaval kezeltem. Jelen dolgozat a végzés
félevében bemutatott TDK-palyamunka egy korabbangkerdett, folyamatos tudomanyos
mithelymunka eredménye.
A dolgozatban leirt munkafolyamatok kozul:

» az ebkisérletet, a teszt standardizalasat

a bontasi kisérletet

a bontasi kisérlet bioldgiai hataselemzését

a statisztikai kiértékelést

végeztem el.

Az OTDK dolgozat allam- vagy szolgalati titkot &@rhaz: igen _nem

Godolls, 2013, januar 8.

hallgato alairasa

A dolgozat készfjének konzulense nyilatkozom arrdl, hogy az OTDHKgdaatot attekintettem, a
hallgatot az irodalmak korrekt kezelésének kovedelyeitl, jogi és etikai szabalyairol
tajékoztattam.

Az OTDK dolgozat allam- vagy szolgalati titkot &@rhaz: igen _nem

Godolls, 2013, januar 8.

konzulens alairasa
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