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1. Bevezetés
1.1. Bevezetés és célkitiizés

A viz a foldi 1ét alapja, az emberiség fejlodésének mozgatérugdja. Talan pont a
nagymértékli fejlédésnek, iparosodasnak koszonhetéen egyre nehezebb megfeleld mindségl
¢s mennyiségli ivovizhez jutni. Szamos, a mezdgazdasagbol, az iparbol és a haztartasokbol
szarmazo6 szennyezdanyag talalhaté meg ivoviz bazisunkban. Egy résziikrdl bebizonyosodott,
hogy hormonrendszert zavard, mutagén vagy éppen karcinogén hatdsuak. Az ivovizben
talalhato, napjainkban még kevéssé vizsgalt szennyezdk a viztisztitasi melléktermékek. Ezen
vegyliletek az ivoviz fertdtlenitése soran keletkeznek, egyes publikaciok tobb szdzra becsiilik
a szamukat. Mivel egyre tobb szennyezd 1étére deriil fény, ezért egyre fontosabba valik a
vizek mindségének ellendrzése. Csupan kémiai vizsgalatokkal nem lehet felmérni az egyes
vegyliletek hatdsat, igy egyre jobban eldtérbe keriilnek a biologiai tesztek. A bioldgiai
tesztekben kiilonboz6 modellszervezeteket hasznalnak, melyek koziil a halak, mint az
egyetlen kizarolag vizben €16 gerinces csoport, kedvelt modellszervezetei a toxikologiai
vizsgalatoknak. Az egyik leggyakrabban hasznalt modellfaj a zebradani6é (Danio rerio), mely
konnyen tarthatdo laboratoriumi koriilmények kozott. Az embriok fejlédése atlatszo
ikrahéjuknak koszonhetden jol nyomon kovethetd, ez fontos szempont volt szamunkra az
embriokra gyakorolt toxicitds vizsgalatahoz.

Célkitlizésiink az volt, hogy informéciot kapjunk egy viztisztitasi melléktermék vegyiilet,
a 4-etil-benzaldehid halembriokra gyakorolt hatasardl. Ezen vizsgalat eredményeire alapozva
tovabbi célunk volt két, a genotoxicitas kimutatasara alkalmas modszer, a Comet assay és a
RAPD alkalmazhatosaganak, érzékenységének Osszehasonlitdsa, valamint rutinszer
alkalmazasuk lehetéségének feltérképezése.
1.2. Az ivéviz és ivoviztisztitasi technologiak
1.2.1. Az ivéviz

Ivoviznek azt a vizet tekintjiik, amely mindségileg alkalmas a szervezet szamdara, azaz
veszélytelen és kellemes izli. Ezeket az ENSZ altal elfogadott kritériumokat az orszagok
lehetdségeikhez mérten alkalmazzak (httpl). Az eldirdsok szerint tehat az ivoviznek a
kovetkezd tulajdonsdgokkal kell rendelkeznie: szintelen, szagtalan, kellemes izli, kellemes
héfoka (10-14 °C), ne legyen sem tul lagy, sem tal kemény, tovabba ne tartalmazzon az
egészségre karos szennyezd, fert6zd anyagokat. Magyarorszdgon az OKI (Orszagos
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fiirdésre szolgdld vizre ugyanazok az eldirasok vonatkoznak, mint az ivovizre (http2). Az
édesvizek sokféle oldott anyagot tartalmaznak, foleg sokat, gazokat, szerves anyagokat,
valamint mikroorganizmusokat (httpl). A j6 ivoviz tartalmaz valamennyi oldott kalciumot,
magnéziumot és mas sokat. Az oldott magnézium és kalcium mennyisége hatarozza meg a viz

keménységét, melyet hazankban német keménységi fokokban (nko) mérnek (http3).

1.2.2. Ivoviztisztitasi technologiak

A j6 mindségli, karos szennyezéanyagokt6l, mikroorganizmusoktél mentes ivoviz
biztositasa vilagszerte fontos feladat. Az ivovizek kezelésénél alkalmazott technologiak
tobbféle folyamat Osszességét jelentik: fizikai, fizikai-kémiai, kolloid-kémiai, biokémiai,
mikrobiologiai folyamatokét. Ahhoz, hogy a vizben jelenlévé bizonyos anyagokat
eltavolitsunk vagy a mikroorganizmusok mennyiségét csokkentsiik, olyan megfeleld
technologiak alkalmazasa sziikséges, amelyeket hat alapfolyamat (oxidacié-redukcio, pH és
pufferkapacitas szabalyozasa, kémiai kicsapas, fazisszétvalasztas, adszorpcid, egyéb
folyamatok példaul membranfolyamatok) adott sorrendii Osszekapcsolasaval, vagy
ismétlésével végeznek el (http4).

Az ivoviz kezelése soran a legfontosabb 1épés a fertOtlenités. Célja adott hatarérték ala
csOkkenteni a mikroorganizmusok szamat. A fertdtlenitdszerekkel szembeni kdvetelmények:
kis mennyiségben is legyen hatékony a koérokozok elpusztitasaban, hosszi tavon
érvényesiiljon a hatasa, lehetdleg ne képzddjon a vizmindségre karosan hatdé melléktermék,
csak a mikroorganizmusokkal Iépjen kémiai reakcioba. A fertdtlenitési modszerek kozé
tartozik a klorozas, klor-dioxidos, kloraminos, 6zonos és UV-fénnyel torténd fertotlenités. A
kezelést tehat valamilyen fert6tlenitszerrel, illetve oxidacio alkalmazasaval hajtjak végre
(kivéve az UV-fényes fertbtlenitést, ahol fizikai Gton zajlik a hatastalanitas) (http4).
Hagyomanyos kezelésekkel kombindlva, mint példaul a koagulacid, flokkulacio,
szedimentacid és filtracid, j6 eredményeket értek el. Az 6zonozas és a klorozas okozhatja az
A fert6tlenités hatékonysagat indikator szervezetek (coliform baktériumok) elemzésével lehet
megitélni. Ez a szervezet artalmatlannak tekinthetd, de jelenléte jelzi, hogy maradhattak
korokozok. A fertStlenitésnek két 1épése van: az elsddleges fertdtlenités sordn a
mikroorganizmusokat a megengedett szamlra szoritjak vissza vagy teljes mértékben
inaktivaljak, mig a masodlagos fertdtlenités sordn a fertdtlenitdszer bizonyos szintjét még
fenntartjak a kezelt vizben, hogy megakadalyozzdk a mikroorganizmusok Ujrandvekedését

(http5). A legelterjedtebb fertotlenitési modszer a klorozas, amelyet mar a 20. szazad eleje ota



haszndlnak. Alkalmazéasa egyszerli és viszonylag olcs6, a klor hatékony fertétlenitoszer a
baktériumok, virusok és mas korokozo organizmusok széles korével szemben (Paull & Barron
2004). A moédszer f6 hatranya tobbek kozott a toxikus melléktermékek keletkezése, a szigoru
biztonsagi elirasok miatt a fert6tlenitési koltségek 20-30%-kal is novekedhetnek. A klor-
dioxid alkalmazhat6 a klor alternativdjaként. A sporakat és a cisztakat jol inaktivalja. Fontos
tényez6, hogy csiradld hatékonysagat az ammonia jelenléte nem befolydsolja, igy nagy
haszndlhat6 (Lazarova et al. 1999). A kloramin kevésbé hatékony a mikroorganizmusok
elpusztitdsaban, viszont megfeleld arra, hogy az egyedszamukat alacsony szinten tartsa, mivel
fertOtlenitd képességét sokaig megdrzi. Hatranyaként emlithetd, hogy kellemetlen szagot
kolcsondz a viznek (http4). Az 6zon egy igen erés oxidaldszer, igy az 6zonozas nagy elénye,
hogy igen magas fertOtlenitd hatassal rendelkezik mindenféle korokozoval (baktériumok,
virusok) szemben (Lazarova et al. 1999). Tovabba hatékonyan oxidalja a vasat, mangant,
arzént, szerves anyagokat. Hatranya viszont, hogy gyorsan bomlik a vizben, ezért
alkalmazasat kovetden masodlagos fertdtlenitést is kell végezni. Az ultraibolya sugérzassal
torténd fertOtlenités igen hatékony, konnyen elérhetd moédszer, nem termel ismert toxikus
maradékokat, rovid kontaktidd esetén is jol mikodik, konnyli a berendezés kezelése és
karbantartasa (http5). Fert6tlenité hatasat azonban csak par centiméteres vizrétegben képes
megfelelden kifejteni. Alkalmazasa soran csak a sugarzas ideje alatt fejti ki a hatasat, igy a
mikroorganizmusok elszaporodasat késébb nem tudja meggatolni. Ezért ivoviz
fertotlenitésére mas szerekkel kombinalva alkalmazhaté, hasonléan az 6zonhoz és a
kloraminhoz (http4). A membrantechnologiak biztositjak a kivald vizmindséget és nagy
megbizhatosaggal a teljes fertOtlenitést is, amely fizikai Gton torténik (Lazarova et al. 1999).
Léteznek még egyéb eljarasok is, ilyen példaul az eziistionok vagy a kalium-permanganat

hasznalata fert6tlenitésre (http4).

1.3. Tisztitas utin megmarado melléktermékek
1.3.1. A melléktermékek bemutatasa

Az ivoviz fertbtlenitése jelentGs javulast jelentett a lakossag egészségi allapotaban, miota
bevezették a fejlett orszagokban a 20. szdzad elsd felében. Lassan 40 éve, hogy Rook és
munkatérsai (1974) felfedezték, hogy a klorozasi folyamat részeként kis mennyiségben
melléktermékek képzédnek. Ezek a fertétlenitési melléktermékek (DBPs: Disinfection by-
products) a vizfert6tlenités soran akkor jonnek létre, amikor a természetes szerves anyagok, a

bromidok és jodidok a vizben reagalnak a klorral, klor-dioxiddal, kloraminokkal és/vagy az



6zonnal. Kialakulasuk és eléfordulasuk szamos tényez6tdl fiigg, beleértve a fert6tlenitészer
tipusokat és dozisokat, a kezelés tipusait, a pH-t, a hémérsékletet, a fertdtlenitészer
kontaktidejét, a vizforrast, illetve a természetes szerves anyagok, bromid és jodid szintek
mennyiségét és jellegét (Nieuwenhuijsen et al. 2009). A szakirodalomban mar tobb mint 700
fert6tlenitési mellékterméket irtak le (Racz et al. 2012). Ezek az anyagok fizikai és kémiali
tulajdonsagaikban jelentésen eltérnek. A melléktermékek kiilonb6zo keverékek formajaban is
eléfordulhatnak a korabban emlitett tényezoktdl fiiggden (Nieuwenhuijsen et al. 2009). A
trihalometanok (THM), mint példdul a bromoform, a brém-diklormetan vagy a klor-
dibrommetan, a melléktermékek klorozas soran kialakulo leggyakoribb csoportja (Boorman et
al. 1999). Ezek az illékony melléktermékek nem csupan a lenyelés utjan keriilhetnek a
szervezetbe, hanem belégzés és boéron at torténd felszivodas tjan is, zuhanyzast, uszast vagy
fiirdést kovetden. A nem illékony DBP-k, mint példaul a haloecetsavak (HAAs), esetében gy
gondoljak, a lenyelés a f6 expoziciés Gt. Ezen DBP-k boron at torténd adszorpcidjat is
vizsgaltak mar (Nieuwenhuijsen et al. 2009). Egy epidemiologiai tanulmanyban Villanueva és
munkatarsai (2007) azt talaltak, hogy a DBP-k a zuhanyzas, fiirdés €s uszas soran bejutva
novelik a hugyhdlyagrak kialakulasanak esélyét (Villanueva et al. 2007). A haloecetsavak
szintén a klorozas soran keletkez6 melléktermékek, ide tartozik példaul a dikloracetat, a
trikloracetat, a dibromacetat is. Tovabba a klorozas soran keletkeznek még haloketonok és
egyéb melléktermékek, mint példdul a klorat, brom-cian. Az 6zonozas, klor-dioxid ¢és a
kléramin alkalmazasakor képz6dé melléktermékek koz¢ tartoznak tobbek kozott az aldehidek,
brémozott termékek (példaul bromat, bromoform), klorit, klorat, klorcian és brom-cian

(Boorman et al. 1999).

1.3.2. Egészségiigyi hatasok, veszélyek

A DBP-k jelenléte az ivovizben ¢és annak egészségiigyi hatdsai mar az 1970-es évek oOta
ismertek. A klorozasi melléktermékek és a hugyholyagrak relativ kockazatanak novekedése
kozti 0sszefliggést epidemiologiai bizonyitékok tdmasztjak ala, azonban a kockézat eltérd
lehet példaul a dohanyzok és nemdohanyzok, férfiak és nék korében, illetve alacsony vagy
magas vizfogyasztas esetén. Mas rakos megbetegedések (példaul végbélrak, tiidorak) esetében
kevés bizonyiték és tanulméany all rendelkezésre az Gsszefliggésrél. A legtobb tanulméany
altalaban a teljes trihalometanokkal (TTHM) foglalkozik, mikdzben egyes DBP-K,
toxikusabbnak tiinnek a trihalometanoknal (Nieuwenhuijsen et al. 2009).

Plewa és munkatarsai (2008) megallapitottak, hogy altalanossagban a brémozott DBP-k

erdsebb genotoxikus és karcinogén hatéssal rendelkeznek, mint a klorozott vegyiiletek, illetve



a jodozott DBP-k bizonyultak a leginkdbb genotoxikusnak. Tovabba azt talaltdk, hogy
bizonyos nitrogéntartalmi DBP-k genotoxikusabbak, mint a szabalyozas ala es6, széntartalmi
DBP-k (példaul a trihalometanok és a haloecetsavak) (Plewa et al. 2008). Toxikologiai
vizsgalatok tobb DBP esetében (példaul: 3-klor-4-(diklor-metil)-5-hidroxi-2-(5H)-furanon
(MX) és a formaldehid) is kimutattak, hogy potencialis rakkeltok (Richardson et al. 2007).

A szakirodalom bdségesen foglalkozik azzal, hogy az anyaban =zajlé oxidativ
stresszfolyamatok a terhesség alatt fontos szerepet jatszhatnak a magzat koros fejlédésében.
Egyes tanulmanyok bizonyitottak, hogy a DBP-k oxidativ stresszt okozhatnak az emberi
sejtekben (Nieuwenhuijsen et al. 2009). Beddowes és munkatarsai (2003) egy in vitro
vizsgalatban megallapitottdk, hogy human méajkarcindma sejtvonalban (HepG2) a novekvo
kloroform dozis a glutation szint csokkenését eredményezte, amely oxidativ stresszt idéz eld
(Beddowes et al. 2003).

Racz és munkatarsai (2004) az egyik budapesti vizmiib6l kapott fert6tlenitési
melléktermékek hatasat vizsgaltak, emberi periférias limfocita sejtek talélésére in vitro
koriilmények kozott. A szakirodalomban kevés adat all rendelkezésre a DBP-k apoptdzist
indukalo hatasarol. A vizsgalatok azt mutattak, hogy a vizkoncentratumok a fert6tlenités utan
¢s érdekes modon elbtte is koncentraciofliggo, jelentds apoptozist indukalod hatést valtottak ki
emberi periférias vérlimfocita tenyészetben. Felmeriil a kérdés, hogy a mutagén és az
apoptozist indukaldé hatds a koncentratumokban jelenlévé ugyanazon komponenseknek
tulajdonithat6-e? A vizkoncentratum lehetséges karcinogén potencidljat, mutagén ¢és

apoptozist indukald hatasat még nem vizsgaltak (Racz et al. 2004).

1.3.3. A 4-etil-benzaldehid, mint vizfert6tlenitési melléktermék vizsgalata

A Fovarosi Vizmiivek altal eléallitott ivovizbdl eludlt anyagok keverékének mutagén €s
apoptozist indukald hatasait in vitro tesztekkel (Ames-teszt, human limfocita tenyészet) mar
vizsgaltak (Sujbert et al. 2006; Racz et al. 2004). A kromatografias elemzés feltarta, hogy a
keveréket tobb mint 200 j6l meghatarozott kémiai vegyiilet alkotja, amelyek koziil
valoszinlileg szamos anyag a szakirodalomban azonositott tobb mint 700 DBP ko6zott van.
Szamitogépes analizis segitségével meghataroztak ezeknek a vegyiileteknek a szerkezetét, a
szakirodalombol kapott adatokbol pedig kideriilt, hogy 12 ilyen vegyiiletnek mutagén,
karcinogén vagy mas toxikus hatasa lehet in vitro. Ezek koziil két, kereskedelemben is
beszerezhet vegyiiletet, a 2,4-difluoranilint (2,4-DFA) és a 4-etil-benzaldehidet (4-EBA)
valasztottak az in vivo vizsgalatok inditasahoz, tesztszervezetként a zebradaniot (Danio rerio)
alkalmazva (Récz et al. 2012).



A benzaldehidek a legegyszeribb ¢és legfontosabb aromdas aldehidek, jellegzetes
kesertimandula szagu, szintelen folyadékok. Vizi szervezetekre toxikus hatasuak (http6). A 4-
etil-benzaldehid (4-EBA) a benzaldehidek egyik szarmazéka, szintelen folyadék. Biztonsagi
adatlapja (Sigma-Aldrich) alapjan fizikai, kémiai és toxikologiai tulajdonsagait még nem
vizsgaltak mélyrehatoan (http7).

Racz és munkatarsai (2012) vizsgalatukban megallapitottak, hogy a 3 honapos kezelés
alatt (2 dozissal az akut toxicitas teszt alapjan valasztva) a 4-EBA nem okozott majsejt
megalocitdzist, megvaltozott hepatocitdkbol allo gocokat, adenofibrozist vagy egyéb a
karcinogén expoziciora jellemz6 elvaltozasokat a zebradanidé majaban. Azonban a 4-EBA
hatasara a maj parenchyma sejtekben elvaltozasokat figyeltek meg a relativ zsirtartalomban és
zsireloszlasban. A zsirsejtek valtozé méretiiek, de a kisérlet idOtartama alatt majdnem az
egész citoplazmat kitoltotték. Tovabba a kontrollhoz viszonyitva a parenchyma sejtek
glikogén tartalma csokkent. A ndstény €s him egyedekben egyarant megfigyelhetdek voltak
ezek az elvaltozasok. Eredményeik alapjan ugy tinik, hogy a 4-EBA nem okoz
karcinogenitasra utald prenecoplasztikus 1éziokat. Azonban hosszantartd expozicid soran
elképzelhetd, hogy a vegyiiletek karcinogén hatassal is rendelkeznek (folyamatban 1évo
kisérletek). A 4-EBA a vesében, a majban és a kiiltakaron id6-és dozisfiiggé modon
sorvadasokat (disztrofias elvaltozasokat) okozott. Ezek az elvaltozasok nem specifikusak a
vizsgalt vegyliletekre, de felhivtdk a figyelmet a lehetséges toxicitasra. A 4-EBA a
szénhidratok és zsirok anyagcseréjében is elvaltozasokat 0kozott. A vizsgalat 3 honapja alatt a
halak letargikusak voltak mindkét 4-EBA-val kezelt csoportban, illetve batrabbak voltak, nem
keriilték az elfogast. A halak egyensulyaban vagy a fliggéleges orientacioban nem volt
megfigyelhetd elvaltozas. Az akut toxicitasi tesztben a kifejlett zebradani6 4-EBA-ra
meghatarozott LCsp értéke (lasd 1.4. fejezet) a kezelés 96. 6rajaban 23,49 mg/l volt (Racz et
al. 2012).

1.4. Toxikologiai vizsgalatok

A toxikoldgia a kémiai, fizikai vagy bioldgiai agensek €16 szervezetekre, illetve
Okoszisztémara gyakorolt karos hatasaival foglalkozé tudomény, amely a kémiai anyagok
toxicitasat, veszélyességét, a mérgezések klinikai, korbonctani és terapiai jellemzdit is
vizsgalja (Lehel & Laczay 2011). Szabalyozasok gyakran irjak eld toxikologiai vizsgalatok
rendszerét a kiilonbozd kémiai anyagok, élelmiszer adalékanyagok, ndvényveédo szerek, ipari
vegyl anyagok vagy éppen ismeretlen hatdsu anyagok esetében a potencidlis toxikologiai

veszély megallapitasara. A kapott informaciok lehetové teszik a kormanyzati szervek szamara



annak megallapitasat, hogy adott anyag eldnyei meghaladjak-e az emberi egészségre és/ vagy
kornyezetre gyakorolt karos hatasat (http8).

A toxikologiai vizsgalatokat ugy tervezik és végzik, hogy adatokat szolgaltassanak az
egyes anyagok emberi vagy allati egészségre, vagy kornyezetre gyakorolt karos hatasaival
kapcsolatban. Szamos toxicitasi teszt kifejezetten egy adott hatds vizsgalatara alkalmazhato,
mint példaul a szem ¢és bOr irritacid, mutagenitds vizsgalatok. Mas vizsgalatok inkabb
altalanos jellegtiek, céljuk széles korben felismerni a szervekre vagy szervrendszerekre hato
kevésbeé specifikus hatasokat, valamint azt a dozistartomanyt, amely felett a hatas kialakul.
Vizsgélatsorozatok célja lehet az emberre hatd veszélyek azonositdsa, melyeket altalaban
,biztonsagi” vagy ,.egeészségligyi hatas” vizsgalatként emlitenek (http8; http9).

Ahhoz, hogy egy ismeretlen kémiai anyag kornyezetre, egészségre gyakorolt hatasarol
minél pontosabb képet kapjunk, kiilonb6z6 modellszervezetekre van sziikség. A fontosabb
modellszervezetek kozé tartoznak a baktériumok, algak, békalencse, vizibolha fajok, halak,
kétéltiiek, hiillok, emlésok. Baktériumokat alkalmazd tesztek kozé tartozik példaul a
genotoxicitas kimutatasara igen gyakran hasznalt Ames-teszt (httpl0, OECD TG 471), de
végeznek egyéb toxikologiai vizsgalatokat is, ahol a tesztszervezet (Aliivibrio fischerii)
biolumineszcencidjanak csokkenése Osszefliggésben van a vizsgdlt anyag toxikussagaval
(Thouand 2011). A kémiai anyagok ndvényekre gyakorolt hatasanak vizsgalatahoz gyakran
alkalmazzak az alga novekedésgatlasi tesztet (httpl1, OECD 201) vagy a békalencse (Lemna
sp.) tesztet (httpl2, OECD221). Az alsobbrendii allatok esetében végzett vizsgalatok igen
fontosak, hiszen taplalékul szolgalnak mas fajok szamara. A leggyakrabban hasznalt teszt a
Daphnia sp. akut immobilizacios teszt (http 13, OECD 202). Ezen tesztek alkalmazasa
lehet6vé teszi, hogy felmérjiik adott anyag hatasait az alsobbrendi ¢161ényekre.

A halak, mint az egyetlen kizarolag vizben él6 gerinces csoport tagjai, a toxikologiai
vizsgalatok kedvelt modelldllatai. A halak rendelkeznek a legtobb, emldsdkben is
megtaldlhaté szovettipussal, kivéve a mell-, prosztata- és tiidoészovet. Az egyik legjobb
szervezetek a vizi kdrnyezetet érint6 veszélyek, terhelések vizsgalatahoz. A halak koziil is az
egyik leggyakrabban hasznalt modellallat a zebradani6 (Danio rerio) (bévebben 1.6.2.
fejezet), mely szamtalan elonnyel rendelkezik, beleértve az alacsonyabb tartasi koltségeket az
eml6sokhoz viszonyitva (Spitsbergen 2003).

A halakon végezhetd OECD szabvanyok koz¢ tartozik az hal akut toxicitési teszt (http14,
OECD 203). A teszt soran a halak 96 oran keresztiil vannak kitéve a vizsgalt anyagnak.
Rogzitik a mortalitast a 24., 48., 72. és 96. draban, majd meghatarozzak az LCs értékeket is.



Az LCsy érték az a koncentracid, amely a vizsgalt egyedek felének elhullasahoz vezet.
Koncentracionként legalabb 7 egyedet sziikséges vizsgalni a tesztben (http14, OECD 203).

A halembrié akut toxicitasi tesztben (http 15, OECD 236) a cél a vizsgalt anyag akut
toxicitasanak meghatarozasa az embrionalis fejlodési szakaszban zebradanion (Danio rerio).
Egy 24 lyuku szovettenyésztd plate-be 20 embriot helyeznek (1 embrio/lyuk). A teszt
idOtartama 96 ora. Ennek soran 24 oranként rogzitik a mortalitast, a megtermékenyitett ikrak
koagulaci6jat, a szomita képzOodés hianyat, a farok szikrél vald levaldsanak hianyat, a
szivverés hianyat, tovabba meghatarozzak az LCsg értéket is tesztben (http 15, OECD 236).

A korai ¢letszakasz toxicitas vizsgalat (httpl6, OECD 210) célja a kémiai anyagok letalis
¢s szubletalis hatasainak meghatarozasa a tesztelt halfaj korai életszakaszdban. Ezeket a
hatasokat értékelik, Osszehasonlitjdk a kontrollal, meghatarozzak a legkisebb megfigyelhetd
hatast okoz6 koncentraciot (LOEC), a megfigyelhetd hatdst nem okozd koncentraciot
(NOEC) és az effektiv koncentraciokat (ECx) egy regressziés modell segitségével (httpl6,
OECD 210).

Az embrion végzett rovid hatasideji vizsgalat (http17, OECD 212) soran halembriokat és
hallarvakat kezelnek a vizben oldott tesztanyag kiilonb6zé koncentracidival. Letalis és
szubletalis hatasokat értékelnek 6sszehasonlitva a kontroll értékekkel, hogy meghatarozzak a
legkisebb megfigyelhetd hatast okozo koncentraciot (LOEC), tovabba a megfigyelhetd hatast
nem okozd koncentraciot (NOEC) (http17, OECD 212).

1.5. Genotoxicitas tesztek
1.5.1. Genotoxikolégia, genotoxicitas

A genotoxikologia a toxikologia egyik aga, a vegyi anyagok DNS-re gyakorolt karositd
hatasat vizsgalja, tovabba feladata az emberrel kozvetleniil kapcsolatba keriild mutagén
anyagok hatasanak felderitése is. A genotoxikus anyagok olyan vegyliletek, amelyek tartosan
megvaltoztatjdk a DNS-ben tarolt genetikai informaciot, igy az Orokolt tulajdonsdgok
megvaltozasat idézhetik eld. Ide tartoznak még azok az anyagok, amelyek a javitd
mechanizmusokra hatnak, azokat gatoljak (Szilagyi 2005). A genotoxicitas haromféle tipust
elvaltozast eredményezhet az oOrdkitbanyagban. Az Ugynevezett pontmuticidk a DNS
szekvencia egy nukleotidot érintd megvaltozasai, amelyek soran bazisok kicserélédnek,
szamuk megvaltozik. A kromoszémak strukturalis megvaltozasa soran a kromoszomak torése
révén atrendezddik a genetikai informdcid, példaul delécio, inverzid vagy transzlokacié révén.
A harmadik tipus a kromoszomak szambeli valtozasa (aneuploid, poliploid mutaciok).

Szdmos kémiai anyag valthat ki karcinogén hatast genetikai elvaltozasok indukalasan



keresztiil. A karcinogéneket két csoportra oszthatjuk: genotoxikus karcinogének a DNS-t
kozvetleniil karositjak (példaul alkilezd szerek, nehézfémek, policiklikus aromas
szénhidrogének), az epigenetikus karcinogének pedig kozvetett uton idézik elé a DNS-ben az

elvaltozasokat, példaul immunszupresszié révén hatnak (Mohanty et al. 2011).

1.5.2. A genotoxikologiai vizsgalatok eszkozei

Ha egy anyagrdol mar rendelkezésre allnak altalanos toxikologiai informaciok, akkor a
specifikusabb vizsgalatok fel¢ lehet fordulni. A genotoxikus hatas pontos felderitéséhez
vizsgalatok sorat kell elvégezni (egymasra €piild tesztek, kiilonbdzd végpontok, kiilonbdzd
modellek). A genotoxicitas tesztek in vivo és in vitro is végezhetdek. A genotoxicitas
mérésére tobbféle, nemzetkozileg is elfogadott tesztrendszer létezik: bakterialis tesztek
(Salmonella typhimurium, Esherichia coli), eukariota egysejtiiek (példaul Saccharomyces
cerevisiae, Aspergillus nidulans), rovarok (agascsapu rakok: Daphnia sp., ecetmuslica:
Drosophila melanogaster), gerinces sejtvonalak (human és egyéb emlds sejtvonalak),

novények (lobab, arpa, voroshagyma), in vivo (karmosbéka, halak, egér, horcség, patkany).

1.5.3. Néhany fontosabb genotoxicitas teszt bemutatasa

A bakterialis reverz mutacios teszt (httpl0, OECD TG 471) vagyis az Ames-teszt igen
népszeriinek mondhat6. Indukalt mutacids hatasok kimutatasara irdnyuld vizsgalat, amelyben
hagyomanyosan Salmonella typhimurium torzseket hasznalnak, de Escherichia coli torzseket
is alkalmazhatnak tesztszervezetként. A moédszer elve, hogy a hisztidin auxotr6f baktérium
torzsek nem képesek szaporodni olyan taptalajon, ami hisztidin hianyos. Ha a vizsgalt anyag
mutagén, akkor mutacido johet létre a hisztidin szintéziséért felelés génben, igy a reverz
génmutacié révén a sejtek képesek lesznek novekedni a minimal taptalajon. Minél tobb sejt
mutalodik vissza, annal erésebb mutagén hatassal rendelkezik a vizsgalt anyag. A modszer a
vegyliletek mutagén tulajdonsdganak kimutatasa mellett az esetleges karcinogén hatéasrdl is
informaciot ad. (http10, OECD TG 471; Lehel & Laczay 2011).

Az in vitro eml6s kromoszoma aberracios tesztben (httpl8, OECD TG 473) a vizsgalat
célja azon anyagok meghatarozasa, amelyek szerkezeti kromoszoéma aberraciét okoznak
emlds szomatikus sejttenyészetben. Az ilyen tipusu vizsgalatokban leggyakrabban human
limfocitdkat vagy adott 4llati sejtvonalakat (gyakran aranyhorcsogbdl szarmazik)
alkalmaznak. A sejtosztodas serkentését kovetden a tenyészetet kezelik a vizsgalt anyaggal
(esetenként metabolikus aktivaciot is alkalmazva), amely korilbelil 1,5 sejtciklus
hosszusagu. Ezt kovetéen meghatarozott idépontban blokkoljak (példaul Kkolhicinnel) a

metafazist, majd preparatumot készitenek, megfestik, végiil a metafazisos sejtekben



mikroszkép segitségével vizsgaljdk a kromoszoma aberraciokat (példaul torések,
transzlokaciok) (http18, OECD TG 473).

Az in vitro génmutacio vizsgalat emlds sejteken (httpl9, OECD TG 476) hasznalhat6 a
kémiai anyagok altal eldidézett génmutaciok vizsgalatara, a lehetséges emlds mutagének és
karcinogének szlirésére. A vizsgalando vegyiilettel kezelt sejttenyészetet az inkubaciot, illetve
a sejtosztodas felfliggesztését kovetden (vagy nélkiile) megfestik, majd mikroszkoppal
vizsgaljak, hogy a kromoszoma-rendellenességek milyen gyakorisaggal fordulnak el6 (httpl9,
OECD TG 476; Lehel & Laczay 2011).

Az emlés vordsvértest (eritrocita) mikronukleusz teszt (http 20, OECD TG 474) a
vizsgalt anyag kromoszomajat vagy az eritroblasztok mitotikus apparatusat karositd hatasanak
kimutatasara alkalmazhato. A mintak leginkabb csontvel6bdl vagy periférias allati
vérsejtekbol, rendszerint ragesalokbol (egér vagy patkany) szarmaznak. A vizsgalat célja azon
anyagok azonositdsa, amelyek citogenetikai karosodast okoznak, ennek eredményeként
mikronukleuszok képz6édnek. A mikronukleuszok szamfeletti kromoszomabdl vagy
kromoszomalis tortvégekbdl szarmaznak. Sejtmagként festédnek, mag mellett elkiiloniilten
helyezkednek el, osztodaskor egyik utddsejtmagba sem integralddnak. A kezelt allatokban a
mikronuklealt polikromatikus eritrocitdk szamanak novekedése jelzi a vizsgalt anyag altal
indukalt kromoszdémakarosodast (http 20, OECD TG 474).

Az egér limfoma timidin-kinaz (TK) vizsgalat része az in vitro vizsgalatok egy
csoportjanak, melyek célja a kockazatbecslés elOrejelzése az in vivo vizsgalatokat
megelézéen. Az eljards soran a timidin-kinaz a timidin timidin-trifoszfatta alakulasat
katalizalja. A TK mutans sejtek rezisztensek a pirimidin analégokra. A TK+/- sejtek
tesztanyaggal torténd kezelése utan, ha mutagén hatas jelentkezik, akkor a toxikus pirimidin
analogot tartalmazd médiumban egyre tobb sejt €l tal (TK-/-). Alkalmazhatd szubsztittcio,
transzlokacio, delécio, génkonverzio detektalasara (Lloyd & Kidd 2012).

A genotoxicitast vizsgalo tesztek kozé tartoznak még tobbek kozott: in vitro SCE (Sister
Chromatid Exchange-testvérkromatida kicserélodés) vizsgalat emlds sejteken (http21, OECD
TG 479), Saccharomyces cerevisiae génmutacios vizsgalat (http22, OECD 480), in vitro
emlés mikronukleusz teszt (http23, OECD 487), illetve alkalmazhatdo a genotoxicitas
vizsgalatokban a Comet Assay (lasd 1.7. fejezet) és a RAPD PCR (lasd 1.8. fejezet) modszer

is.
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1.6. A zebradanio
1.6.1. A faj jellemzése

A zebradanié fajt Francis Hamilton-Buchanan 1822-ben Cyprinus rerio néven irta le,
majd késébb a Danio nemzetségbe keriilt at. Rendszertani besorolasa: allatok orszaga
(Animalia), gerinchtrosok torzse (Chordata), sugarastiszoji halak osztalya (Actinopterygii),
pontyalkataak rendje (Cypriniformes), pontyfélék csaladja (Cyprinidae), Danio nem,
zebradani6 faj (Danio rerio).

Széles korben elterjedt, Indiaban, Bangladesben, Nepalban is Gshonos. (http24).
Olajbarna hat, sargasfehér has és oldalak jellemzik. Sotét acélkék savok hiizédnak a farok
alatti Giszon illetve a kopoltytfedotdl egészen a farokaszo végéig. Sargasbarna kék szegélyes
hataszo jellemzi, mely kiviilrol fehér szegéllyel boritott. Kék szinli, fehér foltos
kopoltyafed6jiikk van. A ndstény szinei kevésbé intenzivek, alkata teltebb, mig a himek
karcsubbak, aranysarga alapszintiek, sotétebb csikozottsagnak. Atlagos testhosszuk 4.5 cm
(Horn 1983).

A felnétt egyedek ¢élohelye a patakok, arkok, csatorndk, tavak. Kisebb csoportokban
¢lnek. Elofordulnak lassi mozgast pango allo vizekben, kiilondsen a rizsfoldeken, artereken.
A felszinkozeli vizrétegeket kedvelik. Férgekkel, kis rakokkal, rovarlarvakkal taplalkoznak.
Az ivési id0szak a vadonban a monszunesdk kezdetével esik egybe. Gyakran hasznaljak
szunyogirtasra is. Népszeri akvariumi diszhal, illetve modellallatként is elterjedt. A
zebradanié 6-8 kozotti pH-ji vizben tarthato, fogsagban akar 3,5 évig is €1 (http25). Optimalis
tartasi homérsékletnek az OECD203 szabvany 21-25 °C-os tartomanyt ad meg zebradanié
esetében (httpl4, OECD 203).

A zebraddni6 embriofejlodése jol elkiilonithetd stadiumokbdl 4ll, 7 nagy peridodus
kiilonboztethetd meg: 1. zigdta periodus, 2. bardzdalédas, 3. holyagesira periodus, 4.
gasztrulacid, 5. szegmentacid, 6. pharyngula stadium, 7. kelés. A megtermékenyitést kdvetden

az ikrak mar 3 nap mulva kikelnek (Kimmel et al. 1995).

1.6.2. A zebradanid, mint toxikologiai modellallat

A zebradani6 az egyik legelterjedtebb modellallat tobb tudomanyteriileten, ez elsésorban
annak kdszOnhetd, hogy a tartasi koriilményei mas halfajokkal szemben egyszertiek, tovabba
szamtalan kutatasi eredmény all rendelkezésre a fajrol. Ezt jol mutatja, hogy mig az 1990-es
években alig 100 cikk jelent meg a fajjal kapcsolatos kutatasokrol, addig 2005-re ez a szam
mar elérte a 3500-at. (Hill et al. 2005).
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A tudomanyos kutatds szamara a faj felfedezése a magyar szarmazast Streisinger Gyorgy
nevéhez fiizédik. Eleinte a fejlodésbiologiai kutatdsokban hasznaltdk, de ma mar szamos mas
tudomanyteriileten elterjedt, tobbek kozott betegségek modellezésére vagy gyogyszer
hatdéanyagok vizsgalatara a humangyodgyaszatban. A biotechnoldgiai kutatasok révén ismertté
valt a zebradanio teljes genomi szekvenciaja, illetve tobb mutans vonalat hoztak Iétre (Csenki
et al. 2006).

A zebradani6 nagyon jo alany a toxikologiai kutatasokban, mivel morfologiai, fiziologiai
és biokémiai jellemz6i mindkét nem esetében rendelkezésre allnak a fejlodés korai
szakaszaban. Ennélfogva még inkabb alkalmasak a kiilonb6z6 karos hatasok altal kivaltott
rendellenességek értékelésére a toxikologiai vizsgalatokban (Hill et al. 2005). A zebradanio
mellett mas, az OECD altal javasolt halfajokat is alkalmaznak, példaul (httpl4, OECD 203):
medaka (Orizias latipes), szivarvanyos guppi (Poecilia reticulata), ponty (Cyprinus carpio),
szivarvanyos pisztrang (Oncorgynchus mykiss), kékkopoltyus naphal (Lepomis macrochirus),
tiizcselle (Pimephales promelas).

A zebradani6 kis méretének, viszonylag egyszerli tenyészthetdségének koszonhetden
nagyban csokkenti a tartasi koltségeket és helysziikségletet is. Szamos cég szakosodott
zebradaniok tartasara alkalmas akvarium rendszerek gyartasara (Hill et al. 2005).

A zebradanio tehat laboratoriumi koriilmények kozott is jol tarthatd csapathal, Kis
helyigényti, a viz kémiai Osszetételére ¢s a taplalék mindségére nem igényes. A felnott
egyedek néhany honap alatt ivaréretté valnak, a néstényekt6l hetente 200-300 ikraszem
nyerhetd. Az embriok fejlodése ex utero nyomon kovethetd, mar 72 oraval a
megtermékenyiilés utan kikelnek, majd 2-3 nap mulva el is usznak a larvak (Csenki et al.
2006). Az embriok Petri-csészében vizsgalhatok, mely jelentGsen csokkenti a vegyszerek
felhasznalasat, kevesebb oldatra van sziikség, mivel helytakarékos, igy tobb parhuzamos teszt
is futhat ugyanabban az id6ben. (Hill et al. 2005).

A halakon végzett tesztek igen nagy eldnyének szamit - ellentétben a koltséges,
id6igényes és szigoru torvényi szabalyozas ala esd ragcsalokon végzett tesztekkel - hogy a
halembriokon a nem tapldlkozé larva eldtti stddiumon végzett vizsgalat nem szamit
allatkisérletnek (Nagel 2002).

A zebradani6, mint modellfaj végtelen sok elonyos tulajdonsaggal jellemezhetd.
Altalanossagban elmondhat6, hogy egyetlen modellszervezet sem lehet megfeleldé minden
kutatds szamara, de a zebradanid nagyon hasznos és igéretes fajnak tekinthet, amely
kiegésziti az egerekkel, patkanyokkal, muslicakkal és egyéb fajokkal végzett kutatasokat. Van

azonban egy elkeriilhetetlen hatranya is: hogy ’uj’, igy kevesebb szakirodalom 4&ll
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rendelkezésre a tobbi modellfajhoz képest. Bar a fejlédésérél sokat tudunk, viselkedését
példaul még nem vizsgaltak elég mélyrehatdoan. Azonban szamos laboratorium dolgozik azon,
hogy ez valtozzon (http26).

Hatranynak tekinthet6 az 1is, hogy a faj genomja neheziti az eredmények
extrapolalhat6sagat a magasabb rendii gerinces szervezetekre, mivel az emberi genomhoz
képest 1 kromoszoémaparral tobbet tartalmaz. Emiatt ugyanakkora anyagmennyiség

zebradanion kisebb elvaltozasokat okozhat, mig az eml6sok esetében letalitds kovetkezhet be
(Hill et al. 2005).

1.7. Comet assay
1.7.1. A médszer bemutatasa

A Comet assay (1. abra) vagy mas néven SCGE modszer (Single Cell Gel
Electrophoresis assay) egy egyszerti és érzékeny technika, amely alkalmas a DNS karosodas
kimutatdsara az eukariota sejt szintjén (Tice et al. 2000). A mikrogél elektroforézis
koncepcidjat elészor 1984-ben Ostling és Johanson (1984) mutatta be, mint az egyszalit DNS
torések mérésére alkalmas modszert, majd késébb Singh és munkatarsai (1988) modositottak
1988-ban (Olive ¢és Banath 2006). AzoOta népszerii standard modszerré valt a DNS
karosodas/javitas értékelésében, a biomonitoringban és a genotoxicitas vizsgalatokban. A
Comet assay soran a sejteket alacsony olvadaspontti agar6z gélbe agyazzak, majd semleges
vagy lagos (pH> 13) koriilmények kozott lizaljak (feltarjak), és a sejteket elektroforézisnek
vetik alad. Az elektroforézis soran az eltdredezett DNS a kdrosodas mértékétdl €s a képzodott
fragmentek méretétdl fliggden elvandorol a sejtmagtol. A ,,comet” vagyis ,,iistokos” kifejezés
arra utal, hogy a DNS téredékek elmozdulésa a gélben iistokosre hasonlit (Tice et al. 2000).

Comet assay attekintése

S DNS
ki i
(kémiad, UV
VAgY -
sugdrzds)
| TR A A
Sejtek seriilt Ezyessejtek Az elektroforézis és
(letekeredett) agardz gelbe fluoreszcens festés
DNS-el Agyazva utdn, a sériilt DNS
r R (egyszalah targylemezen, elkiiléniil az ép
doplaszila torés)  lizdlt formah DNS-tol (ez a , fej™)
k. éslétrejon a comet
1}’5 vagyisa ,esdva™)
Elé sejtek
tenyészethal,
vérbél vagy
szovethal

1. abra: Comet assay modszer 1épései (httpA)
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1.7.2. A Comet assay médszer fejlodése

A DNS karosodasat az egyes sejtekben Rydberg €s Johanson (1978) vizsgaltak eldszor. A
modszer fluoreszcens mérésen alapult, a lizalt sejteket agardz gélbe agyaztak enyhe lugos
koriilmények kozott, lehetové téve a DNS részleges letekeredését. A semlegesités utan a
sejteket akridin narancs festéssel tették lathatova. A technika szamos kritikus 1épést
tartalmazott, ezért nem terjedt el szélesebb korben (Rydberg & Johanson 1978).

1984-ben Ostling és Johanson (1984) egy mikrogél elektroforézis technika
kidolgozasaval javitotta a DNS egyes sejtekben torténd kimutatisara alkalmas modszer
érzékenységét. Ennek segitségével a DNS karosodés vizsgalata mar sejtenként lehetségessé
valt. Az ionizald sugarzassal kezelt sejteket folyékony allapoti agardz gélbe keverték, majd
targylemezre vitték fel vékony rétegben. A beagyazott sejteket lizaltak, a gélben visszamarado
magot elektroforetizaltak, majd a kovetéshez akridin narancs festéket alkalmaztak, végiil az
értékelést fluoreszcens mikroszképpal végezték. Ostling és munkatarsai (1984) azt talaltak,
hogy a magtoél eltavolodd DNS darabkak mennyisége aranyos volt a sejteket érd ionizald
sugarzas dozisaval. Az elektroforézis és a lizis semleges koriilmények kozott zajlott. A Comet
assay fontos jellemzdje, hogy kisszamu sejt sziikséges hozza és nem kell radioaktiv jelolést
hasznalni (Ostling & Johanson 1984).

Singh és munkatarsai (1988) valtoztattak a modszeren, alkalikus koriilmények kozott
végezték a vizsgalatot, amely kellden érzékennyé tette a Comet assay-t genotoxicitdsi
vizsgalatok elvégzéséhez is. A sejteket targylemezre Ont6tt agaroz gélbe agyaztak, majd
detergensek és sooldat segitségével lizaltak, majd az alkalikus pufferben elektroforézist
hajtottak végre. A DNS mivel negativ t6ltésii, a pozitiv polus irdnyaba vandorolt. A DNS
festésére etidium-bromidot hasznaltak, mig az értékelést fluoreszcens mikroszkdppal
végezték. A képzOdott csova nagysaga aranyos @ DNS karosodasanak mértékével (2. abra). A
semleges kozeg csak a kétszali DNS torések kimutatasat teszi lehetové, az egy szalat érintd
karosodasok kimutatasat nem. Mivel egyszala torések gyakrabban keletkeznek, mint kettds
szalu torések, a semleges feltételek nyilvdnvaléan nem olyan érzékenyek a DNS karosodas
kimutatasara, mint a ligos kozeg. A lugos koriilmények hatasara a sejtben talalhatdé RNS is
lebomlik, igy nem zavarja a kimutatast. Singh és munkatarsai (1988) modositottak a mikrogél
elektroforézis technikat, hogy lehetévé tegyék a DNS denaturacidjanak és egyszali DNS
migraciojanak az értékelését, igy lehetdvé valt az egyszala DNS torések értékelése is (Singh
et al. 1988).
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2. abra: Egy karosodott sejt felépitése a Comet assay-ben (httpB)

Az 1990-es években Olive és munkatarsai (1990) gy fejlesztették tovabb a technikat, hogy
mar a DNS karosodas mértékének sejtciklus fliggését is mérni lehetett (Olive et al. 1990). A
Comet assay tulajdonképpen olyan mas modszerek adaptacidja, mint a nukleoid
szedimentacid €s a halo assay, de a lugos koriilmények bevezetése tette lehetdve az egyszalu

torések vizsgalatat (McKelvey-Martin et al. 1993).

1.7.3. A Comet assay alkalmazasa

A kiilonbozé emlds sejtekben tobbfele hatasra bekovetkezett DNS kéarosodas és javitas
vizsgalatara in vitro és in vivo modszereknél is hasznaltak mar a Comet assay vizsgalatot.
Elényeinek koszonhetéen a Comet assay széles korben alkalmazhaté modszerré valt a DNS
karosodasok vizsgalataban, biomonitoringban, genetikai toxikoldégidban ¢és besugarzott
¢lelmiszerek elemzésében. Az iistokos vizsgéalat (Comet assay) rendkiviil hasznos a DNS
excizios repair biokémiai elemezésében is (McKelvey-Martin et al. 1993).

Green ¢s munkatéarsai (1992) kimutattdk, hogy a nem stimuldlt limfocitdk sokkal
kifejez6bb csovat mutatnak UV-C sugarzas utan, mint a nagyobb a dNTP készlettel
rendelkez6 stimmulalt limfocitak. Dezoxiribonukleozidok hozzdadasa csokkentette a DNS
torések szamat a nem stimulalt UV fénnyel besugarzott limfocitakban, amit Comet assay-vel
mértek (Green et al. 1992).

Az SCGE modszert sikerrel alkalmaztdk az oxidativ karosodasra valo hajlam sziirésében
IS human populaciokbol szarmazé limfocita mintakban. Mivel az SCGE moédszer viszonylag
egyszert, olcso és gyors modszer, gyakorlatilag barmilyen tipusu sejtnél alkalmazhat6 in vitro
vagy in vivo koriilmények kozott, igy kivaloan alkalmas a biomonitoring vizsgalatokhoz. Az
SCGE vizsgalattal torténd monitorozas nem kizardlag emberi sejtek kutatdsaban hasznalhato,
segitségével meghatarozhatd pl. kornyezetszennyezés okozta DNS karosodas is kiilonb6zo
sejtvonalakban (pl. halbol szarmazo sejtekben) (McKelvey-Martin et al. 1993).

Az SCGE vizsgalat hatékony, érzékeny rendszer az indukalt genotoxikus karosodasok
értékelésére is, tovabba az ismeretlen genotoxicitasi vegyszerek vizsgalatahoz s
alkalmazhatd. A médszer elonyei: (1) Lehetdséget nyujt DNS torések vizsgalatara a kisérleti

allatok gyakorlatilag barmilyen szdvetén, s6t human biopszids mintdkban is, mivel a
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modszerhez viszonylag kis sejtszam sziikséges (<2 x 10°). Osszehasonlitasképpen a standard
alkalikus elicios vizsgalathoz 2-5 x 10° sejt/sziird sziikséges. (2) A vizsgalat néhany 6ran
beliil elvégezhetd, és képelemzé szoftverrel az eredmények azonnal értékelhetok. Ezzel
szemben az alkalikus eliciés vizsgalat legalabb 24 oOrat vesz igénybe, tovabba még
automatikus DNS meghatarozassal is tovabbi 8-24 ora sziikséges az eredményekhez vald
hozzaféréshez. (3) Az eszkdzigénye nem nagyobb, mint mas genetikai toxikoldgiaban
alkalmazott rovid tava vizsgalatoké. (4) Az eddigi eredmények azt mutatjak, hogy az SCGE
modszer hasonld érzékenységet mutat az alkalikus elicids vizsgalattal (McKelvey-Martin et
al. 1993). Az alkalikus elucios vizsgalatnal lassan elualjuk a DNS mintadkat egy
membranszirdn keresztiil. Lugos koriilmények kozott a kettds hélix egyszaluva tekeredik le,
amely képes a szlird pdrusain athatolni. Ez egy nagyon érzékeny modszer a kiilonbdzé
vegyszerek altal kivaltott DNS elvaltozasok kimutatasara (Doerjer et al. 1988). Ahhoz, hogy
az SCGE modszer a genotoxicitas vizsgalatokban hasznalhato legyen a vizsgalando vegyiilet
értékeléséhez az alabbi tesztprocedura javasolt: 4 dozis, oldoszeres és/vagy negativ kontroll és
pozitiv kontroll vizsgalata. A kisérletet javasolt két fliggetlen ismétlésben elvégezni

(McKelvey-Martin et al. 1993).

1.7.4. A médszer korlatai

Eléfordul, hogy a mintak eclemzésének gyakorlati korlatai vannak. Egy minta
kiértékeléséhez példaul altalaban 50 tstokos (comet) kiértékelése ajanlott, azonban ha a
populacion beliil jelentds heterogenitds van a DNS kéarosodasban, nagyobb mintaszam
szikkséges. Egy masik Korlatozo tényezé Iehet, hogy a vizsgalathoz ¢é16, egysejtes
szuszpenziora van sziikség. Ha a mintak foként elhalt vagy apoptotikus sejteket tartalmaznak,
akkor a jellegzetes elvaltozasok pl. szaltorések vagy baziskarosodasok pontos kimutatasa nem
lehetséges. A szovetfeltarasi modszereket fejleszteni kellene, hogy minimalizaljdk az eljaras
okozta DNS karosoddst. A mechanikai disszociacids modszerek (apritds és szlirés)
iddigényességiik miatt nem tekinthetok hatékony feltardsi modszereknek. Az igy feltart
sejtekbdl szarmazé Comet assay nem ad felvilagositdst a DNS fragment méretérél, mivel a
fragmentek nem kiiloniilnek el a rovid elektroforézis periddus alatt. Ehelyett, ahogy a DNS
torések szama novekszik, a duplaszala DNS letekeredik, ezért a DNS nagyobb frakcioja
tavolodik el az iistokos fejétél. Néhany informacio nyerheté a DNS karosodas eloszlasanak
mérésébol is az Uistokos farkan beliil, de a pontos fragmentméretek csak olyan specialis
technika segitségével végezhet6, mint a pulzald erdterii gélelektroforézis (Olive & Banath
2006).
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Az eredmények értelmezését tovabb bonyolitja az a tény, hogy bizonyos kémiai anyagok
altal okozott DNS karosodasok mennyisége és a karosodas bioldgiai hatasa kozott nincsen
egyértelmii 0sszefliggés. Adott bioldgiai hatast gyogyszerek kiilonbozhetnek a DNS torések
szamanak tekintetében. Azok a kémiai anyagok, amelyek a szalak kozott keresztkotéseket
hoznak 1étre blokkoljak az egyszalu torések kimutatasat. Emiatt a gyogyszerkeverékek
hatasainak elemzése problémas lehet. Fontos figyelembe venni, hogy Comet assay-vel a DNS
karosodas mértéke nem feltétleniil direkt genotoxicitas eredménye, mitokondrialis vagy
membrankarosodas IS okozhat kiterjedt DNS fragmentacion keresztiil apoptdzist vagy
nekrozist. Emellett bizonyos tipusi DNS karosodasok nagyon gyorsan kijavitodhatnak, ami
szintén megneheziti az eredmények értékelését (Olive & Banath 2006).

1.8. A RAPD PCR modszer
1.8.1. A RAPD médszer bemutatasa

1990-ben Williams ¢s munkatarsai (1990) egy uj, specialis PCR technikat irtak le,
amelyet RAPD-nak (Random Amplified Polymorphic DNA) (3. abra) neveztek el (Williams et
al. 1990). A modszer lényege, hogy primerként egy- vagy kétféle, rovid (10 bazispar
hossziisagli), random nukleotid sorrendi oligonukleotidokat hasznilnak. A random
bazissorrend miatt a primerek barmely genomi DNS-en, t6bb szakaszhoz is képesek
hibridizalni, ezért a reakcid tervezése soran nincs szikség a genomi DNS szekvencia
ismeretére (http27; Bardacki 2001). A primerek kotédése attol fligg, hogy mennyi és milyen
mértékben komplementer régiok talalhatok a DNS templaton (http27). A reakcid
eredményeként egy specifikus fragment helyett tobb, kiillonbdzé méretii fragment keletkezik.
Az amplifikalt termékek elvalasztisa agardz gélben gélelektroforézissel torténik, a
szakaszokat leggyakrabban etidium-bromiddal teszik lathatova. A gélelektroforézist kovetden
kialakult fragmentmintazat jellemz6 az egyedre, amelybdl a DNS szarmazik, ezért szamos
vizsgalatban molekularis markerként hasznalhaté (Bardacki 2001). A reakcid soran nem
keletkezik fragment példaul akkor, ha a feltapadt primerek til messze vannak (tobb ezer
bazis) egymastol vagy a primerek 3’ végei nem allnak szemben egymassal. Ezért, ha mutacio
torténik a DNS templat azon részén, amely kordbban komplementer volt a primerrel, akkor
nem keletkezik PCR termék, egy eltéré amplifikalt DNS szakasz mintdzatot eredményezve a

gélen (http27).
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3. abra: RAPD sematikus abraja

1.8.2. A RAPD alkalmazasa

Mivel a RAPD technika egyszerti és olcso, széles kdrben alkalmazhato a bioldgia szdmos
teriiletén, igy példaul a genetikai térképezésben is. A RAPD analizis gyorsasaga ¢&s
hatékonysaga arra Osztonozte a kutatokat, hogy nagy denzitasti genetikai térképezést
végezzenek szamos novényfajon, mint példdul lucerndn, babon, almén viszonylag rovid id6
alatt. Postlethwait és munkatarsai (1994) 401 polimorf genetikai markert térképeztek fel
zebradanidoban. RAPD markereket hasznaltak mas halfajok genetikai térképének elkészitésére,
mint példaul a szivarvanyos pisztrang. Az egyik hatranya ezen markerek hasznalatanak az,
hogy dominansak. Az egyik legszélesebb korii alkalmazdsa a RAPD technikanak, olyan
markerek azonositasa, amelyek sziikségesek a teljes genom feltérképezéséhez (Bardacki
2001).

A DNS alapu megkozelitések alkalmazadsa a populacio genetikai vizsgalatokban
korlatozott, tal sok egyéni mintara lenne sziikség minden egyes populaciobol, hogy pontos
becslést adjon az allélokrol és a genotipus gyakorisagokrol. A viszonylag magas koltségek, a
kifinomult eszkdzok, a jol képzett személyzet igénye, illetve a lassusag tovabbi korlatozo
tényezOk a populacid genetikai vizsgalatokban. A RAPD technika egyszeriisége ¢&s
gyorsasaga miatt nagy figyelmet kapott a DNS szintli genetikai eltérések feltarasaban. A
RAPD analizis pontosabb becslést ad a kdzeli rokon populaciok kozott és kevésbé pontos
becslést ad a tavoli rokon populaciok esetében. A RAPD markerek jol alkalmazhat6ak a
filogenetikai kapcsolatok feltarasaban, genetikai variabilitas kimutatasara, példaul szinyog
fajok vagy parazita egysejtiick esetében is, néhany halfaj genetikai variacidjanak
vizsgalataban, diagnosztikai célokra, a géntérképezésben, populacidgenetikaban, molekularis
evolicio genetikaban és a ndvény-és allattenyésztésben is (Bardacki 2001). Hatékony
modszer lehet a genotoxikus hatasok észlelésében is (1.8.4. fejezet) (Atienzar & Jha 2006).

A RAPD hatékony moddszer lehet baktériumfajok szeroldgiai tipusainak elkiilonitése

soran is. A reakciok tervezésekor fontos a megfeleld random primerek kivalasztdsa. A
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kiilonboz6 szakaszok eltérd mintdzatokat eredményeznek, amelyek lehetévé tehetik az egyes

torzsek még specifikusabb felismerését (4. abra) (http27).
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4. abra: Eziisttel festett poliakrilamid gélen 3 kiilonboz6, az OPE15 primer altal 1étrehozott RAPD profil (http27)

1.8.3. A RAPD elonyei és korlatai

A RAPD vizsgalat és a hozzad kapcsolodo technologidk szamos eldnnyel rendelkeznek.
Ezek a technoldgidk viszonylag olcsok €s nem igényelnek specialis €és draga eszkdzoket vagy
a kiindulasi DNS szekvencia ismeretét. A RAPD modszerrel a DNS karosodasok széles
skalajat is lehet detektalni (példaul DNS adduktok, DNS torések), valamint a mutaciokat is
(pontmutaciok ¢és nagy atrendezddések). A rakkutatas teriiletén a RAPD modszer és a
kapcsoldédo technikak lehetévé teszik az egyideji detektalast és a genomikai valtozasok
klénozasat, a megvaltozott régid eldzetes ismerete nélkiil. A modszer korlatai a hamis
amplifikacios termékek megjelenése a DNS templatot nem tartalmazd negativ kontroll
reakciokban, valamint a reprodukalhatosag (Atienzar & Jha 2006). Tény, hogy a
hagyomanyos PCR is érzékeny a reakcio koriilmények valtozasara, de a RAPD modszer még
inkabb. Problémat okozhat a savok eltéré intenzitasa is. A magasabb vagy alacsonyabb
intenzitasu savok megjelenésének oka még nem ismert. Talan néhany primer nem teljesen
illik 6ssze az adott szekvencidval, az amplifikacid6 néhany ciklusban nem torténik meg, igy a
savok halvanyabbak lesznek. A legfontosabb tényezének a RAPD profil reprodukalhatosagi
problémajanak szempontjabél a nem megfeleléen elokészitett DNS templatot talaltak
(Bardacki 2001).
eredményezhetik. Kiilonds gondot kell forditani arra, hogy a mas forrasokbol szarmazé DNS-
t (pl. fertézésekbdl és parazitaktdl szarmazd szennyezd DNS az anyagban, amelybdl a DNS-t
izolaljuk) tavol tartsuk az amplifikdlandé DNS-t61 (Bardacki 2001).

A RAPD modszer inkabb kvalitativ vagy szemikvantitativ adatokat general, mint
kvantitativ adatokat, ezért az eredmények nem vagy csak igen bonyolult modszerrel
szamszerUsithetok (Atienzar & Jha 2006). A reprodukalhatosagi probléma ellenére a RAPD
modszer valdsziniileg mindaddig fontos marad, amig a tobbi DNS alapti technika alulmarad a

koltségek, az idé és munkaerd tekintetében (Bardacki 2001).
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1.8.4. A RAPD, mint genotoxicitast vizsgalé modszer

Komoly aggodalomra ad okot a kornyezeti szennyezddések hatdsa a természetes
populaciok genetikai felépitésére. A genetikai hatasok egyik osztdlya magaban foglalja a DNS
szerkezeti valtozasait és funkcioit, beleértve a DNS adduktokat, DNS toréseket és a kémiai
expozicio eredményeként (genotoxikus hatasok) megjelend mutaciokat. Ugyanakkor indirekt
genetikai hatasok is felmeriilhetnek a genotoxikus agensek és a DNS kolcsonhatasanak
kovetkezményeként. A kiilonbozo tipusu DNS karosodasok és mutaciok is megvaltoztatjak a
RAPD profilt (példaul valtozas a savok intenzitasaban, sav megjelenése, eltiinése) (Atienzar
& Jha 2006).

Az elsé vizsgalatot, amelyben a genotoxikus hatdsok mérésére a RAPD modszert
hasznaltak, Savva ¢s munkatarsai (1994) végezték. Benzo[a]pirénnek kitett patkanyok RAPD
profiljat vizsgalva bizonyos savok megjelenését vagy eltiinését tapasztaltak a kontrollhoz
képest. Krane és munkatarsai (1999) felvetették, hogy a RAPD modszer alkalmas lehet a
kornyezeti szennyezOanyagok Okoszisztémakra gyakorolt kozvetlen hatasanak értékelésére.
A legtobb tanulmany szerint, a kiilonb6z6 hatdsoknak kitett populaciok RAPD profiljanak
megvaltozasat leggyakrabban valoban DNS karosodas, mutaciok, vagy populacido genetikai
hatasok eredményezték (Atienzar & Jha 2006).

A RAPD-PCR-t sikeresen alkalmaztak in vitro genotoxicitasi vizsgalatban is. Becerril és
munkatarsai (1999) egy jol ismert karcinogén, a mitomicin C hatasat vizsgaltak RTG-2 hal
sejtvonalon RAPD modszerrel. A kapott savok elemzése jol mutatta a kiilonbséget a kontroll
¢s a kezelt csoportok kozott (Mohanty et al. 2011).

A RAPD-ot sikeresen alkalmaztak fémek (példaul mangan, kadmium, réz), 4-n-nonil-
fenol és 17-B o6sztradiol, UV-, gamma-sugarzas és rontgensugarzas, valamint radionuklidok
indukalta DNS hatasok kimutatasara valamint Kinetikai vizsgalatokban is. Egyes tanulmanyok
tovabb elemezték a kezelt populaciobdl kapott RAPD profilokban bekovetkezett valtozasokat.
Példaul RAPD mddszert hasznéltak szennyezésnek kitett és referencia nyugati szunyogirtd
fogasponty (Gambusia affinis) populaciok kozotti markerek azonositasara (Atienzar & Jha
2006).

A genotoxicitds vizsgalatokban alkalmazhaté kiilonbozd tipustt médszerekrdl, koztiik a
RAPD-r6l kimutattdk, hogy szamos elénnyel (egyszerliség, gyorsasag, a kisérletek alacsony
koltsége és a rendellenes fragmentek hatékony kimutatasa) rendelkeznek a genomi mutaciok

detektalasaban (Mohanty et al. 2011).
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2. A vizsgalatok modszerei
2.1. Zebradanio tartasa

A vizsgalatokat a Halgazdalkodési Tanszék zebradanid laboratdriumaban végeztiik, vad
tipust (AB) zebradanid6 vonalon. A halakat Techniplast ZebTEC (Techniplast S.p.a.)
recirkulacios rendszerben tartottuk. Ez kifejezetten zebradaniok tartdsara kialakitott
automatizalt rendszer, mely biztositja a viz szlirését, forgatasat és a megfeleld kornyezeti
feltételeket. A halakat allando 27,5 °C-os vizben, 14 6ra vilagos, 10 6ra sdtét fényciklusban
tartottuk. A kifejlett egyedeket naponta kétszer etettiik teljes értékii haltappal (Special Diets
Services-SDS), emellett heti két alkalommal frissen keltetett sorak (Artemia nauplii)
kiegészitést kaptak. A kifejlett egyedeket a szaporitast megel6z6 nap délutanjan ivatod
medencékbe (Techniplast S.p.a.) helyeztilkk. Az 1 literes edényekben a him és ndstény
zebradaniok ivas eldtti elkiilonitését valaszfal biztositotta. Ennek egy idében torténd
kivételével szinkronizaltuk az ivast. A lerakott ikrdkat a racsos aljzat 6vta. Az ikrak
Osszegyljtése utan mikroszkopos vizsgalattal kivalogattuk a termékenyliilt szemeket,
melyeken elvégeztilk a megfeleld kezeléseket. A kezelt ikrdkat embridtoxicitds és Comet

assay vizsgalathoz hasznaltuk fel.

2.2. Embriétoxicitas vizsgalat (Fish Embryo Toxicity Test-FET) menete

A vizsgalatot az OECD 236 iranyelv (http15, OECD 236) el6irasai szerint végeztiik. Az
embriokat a 4-etil-benzaldehiddel (Sigma-Aldrich, CAS: 4748-78-1) kezeltiik, kontrollként a
haltart6 rendszer vizét hasznaltuk.

A vizsgélat sordn a termékeny embriokat 24 lyuku szovettenyészto plate-ekbe helyeztiik
(mélyedésenként 1 embrio + 2 ml kezeldoldat), egy oraval a termékenyiilés utan (1 hpf =
hours post fertilization). A plate-eket 27,5 °C-on inkubaltuk. Minden koncentraci6 esetén 4
csoportot alakitottunk ki, 12-12 embridval. A beallitott koncentraciok a kovetkezok voltak:
kontroll I.; kontroll 11.; 0,2; 0,5; 1; 5; 10; 12; 15; 17; 18, 19; 21, 23; 25; 27; 29; 30; 35; 40; 50;
55; 60 mg/l 4-EBA. A plate-cket parafilmmel tekertiik korbe, a kontrollok kiilon platekbe
keriiltek.

A teszt 120 o6rds id6tartama alatt naponta feljegyeztik a mortalitdst, valamint az
esetlegesen kialakulo torzuldsokat (farok torzulasa, teljes testen megmutatkozd torzuldsok,
perikardidlis 6déma, szikddéma). A harmadik napon (72 hpf) sotét és vildgos hatterii
felvételeket készitettiink (kontrollok, 0,5; 1; 5; 10; 12; 15; 18; 20; 30; 40 mg/l-es
koncentraciokrol) a torzulasokrdl, az embridkat 30-szoros nagyitasban, mig a farokuszdjukat

60-szoros nagyitdsban fotoztuk Leica M-205FA mikroszkop alatt. A kapott pusztulasi
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eredmények alapjan a 24. 6ratdl a 120. 6raig minden napra kiszamoltuk az LCso és LCyp
értékeket. A vizsgalat 5. napjan az LCy értékek alapjan kivalasztott koncentraciokbol 96%-0s
etanolba tettiikk el az embriokat, majd -20 °C-on taroltuk a mintdkat a RAPD vizsgélatban

torténd felhasznalasig.

2.2.1. Statisztikai értékelés
A teszt soran LCsp és LCyg értékeket linearis regresszid analizis segitségével hataroztuk
meg, a statisztikai elemzést és az adatok értékelését a GraphPad Prism 4.0 szoftver

segitségével végeztiik.

2.3. Comet assay vizsgalat menete

A Comet assay-hez (5. abra) 1 napos (24 hpf) zebradanido embridkat hasznaltunk. Az
embridkat 4-etil-benzaldehiddel (0,5; 1; 5; 10; 12 mg/l) kezeltiik, negativ kontrollként a
zebradanios rendszer vizét, mig pozitiv kontrollként Luperoxot (t-butil-hidroperoxid) (Sigma-
Aldrich CAS:75-91-2) hasznaltunk. A kezelést az embridtoxicitas teszthez hasonloan egy
Oraval a termékenyiilés utan (1 hpf) kezdtiik el. A Luperox kezelést harom koncentracioval
végeztiik: 84,6 mg/l (Kontroll*2); 325 mg/l (Kontroll*3) a vizsgalat elétt 2 oraval, mig a 20
mg/l-es (Kontroll"20) koncentracios kezelésre a 4-etil-benzaldehides kezeléssel egy idében
keriilt sor. Az ikrakat 27,5 °C-on inkubaltuk a kisérlet kezdetéig.

A Comet assay vizsgalat elsd 1épésében elokészitettiik a lemezeket. Az un. ,Fully
frosted” (Menzel-Gliser) targylemezeket zsirtalanitds céljabol egy éjszakan at metanolba
(Reanal) aztattuk. A lemezeken két embriot lehet elhelyezni, ezért minden lemezre két 1%-0s,
normal olvadaspontt agardz (Sigma-Aldrich) cseppet (80 ul) vittiink fel, ugy, hogy azok
feddlemezzel valo boritas utan sem érjenek Ossze. Ezutan a lemezeket jégakkukra helyeztiik,
hogy az agar6z megszilarduljon. Ezt kovetden az ikrahé;j eltavolitasa érdekében az embridkat
2 mg/l koncentracioji prondz oldattal mostuk négy percen keresztiil, majd haromszor
atoblitettiik desztillalt vizzel.

A lemezekrol eltavolitottuk a fedlemezeket és minden mezére 60 pl 1,5%-0s alacsony
olvadaspontt agardzt (Sigma-Aldrich) cseppentettiink, amelybe rogtén belehelyeztiink egy-
egy embriot. A fedélemezt erésen raszoritottuk a cseppek tetejére, igy a pronazzal emésztett
embriok sejtjei eloszlottak az agar6z gélben. A lemezeket visszahelyeztiik a jégakkukra, hogy
az Ujabb réteg agardz is megszildrduljon. A fed6lemezek eltavolitdsa utan 0jbol 80 pl 1%-0s,
normal olvadaspontu agardzt cseppentettiink a mezdkre, ujra lefedtiik, majd lehiitottiik azokat.
A feddlemezek eltavolitisa utan a lemezek egy orat toltdttek sotétben (alufoliaba

csomagolva), 4 °C-os lizis oldatban, vertikalis festékadakba helyezve. Kdzben elékészitettiik
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az elektroforézishez sziikséges felszerelést, valamint az elektroforézis oldatot. A lizishez
sziikséges id6 letelte utan a lemezeket kiméletesen ledblitettiik desztillalt vizzel, majd az
elektroforézis kadba helyeztiik azokat és annyi elektroforézis oldatot toltottiink a kéddba, hogy
2-3 milliméterrel ellepje a lemezeket. A 4 °C-os hiitdszekrényben 20 percig hagytuk igy a
lemezeket, hogy a DNS kitekeredése végbemehessen. A sziikséges id6 eltelte utan
bekapcsoltuk az elektroforézis késziiléket (Bio-Rad PowerPac Basic) 25 V és 400 mA
elektromos teljesitménnyel. Huszonot perc utan a gépet lekapcsoltuk és a lemezeket 6vatosan
kiemeltiik a kadbol, ligyelve arra, hogy a gélmezOk ne csusszanak le. Ezutan fénytdl védve
tizendt percre 4 °C-ra, neutralizaldo oldatba helyeztilk azokat. Ovatos lecsepegtetés utan
nedves papirral kibélelt, folidval boritott livegkadakba tettiik a lemezeket €s igy taroltuk a
fotozasig. Minden koncentraciobol, beleértve a kontrollokat is, 40-40 embriot 96%-0s
etanolba tettlink el, majd a mintdkat a RAPD vizsgalatban torténd felhasznalasig -20 °C-on

taroltuk.

Sejtek kezelése

Sejtek bedgvazasa agardz gélbe  Fully
frosted” targylemezen
(1%-o0s NMP és 1,5%-0s LMP agaroz)

{
Alkalikous lizis
(pH=10; 1 6ra 4°C-on sttétben)

!

DNS kitekeredése az elektroforézis eldtt
(pH =13; 20 percen keresztiil 4°C-on a
sitéthen)

Elektroforézis
(pH =13; 25 perc 4°C-aon stitéthen, 25V, 400 mA)

!

Neutralizacio
(pH=7.5; 15 perc 4°C-on sttétben)
i

Festés
(Etidium-bromid)

Fotozas mikroszkoppal, szoftveres analizalas ‘

5. abra: A Comet assay modszert osszefoglald folyamatébra (Zegura & Filipi¢ 2004)

A Comet assay-hez sziikséges oldatokat a kovetkezOképpen készitettiik el:
e Proniaz oldat: a por 4llagi prondz emzimbdl 2 mg/l koncentracidji oldatot
készitettlink, melyhez desztillalt vizet hasznaltunk olddszerként.
e PBS (phosphate buffered saline) oldat: a csomagolason feltiintetett utasitast kdvetve

egy darab tablettat oldottunk fel 100 ml desztillalt vizben.
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e Normal olvadaspontu agaréz (Normal melting point-NMP): ebb61 1%-0s oldatot
készitettiink, tehat 10 ml PBS oldathoz 0,1 g szemcsés agardzt adtunk, majd 6vatosan
melegitve homogén gélt allitottunk eld.

e Alacsony olvadaspontu agaréoz (Low melting point-LMP): 1,5%-0s oldatot
készitettiink, tehat 10 ml PBS oldatba 0,15 g szemcsés agarozt tettiink, majd 6vatosan
melegitve homogén gélt allitottunk elo.

e Lizis oldat: 1000 ml lizisoldat elkészitéséhez 147 g NaCl-ot (natrium-Kklorid), 37,2 g
Na;EDTA-t (dinatrium-etiléndiamintetraecetsav), valamint 1,21 g TRIS-t (Tris
aminometan) hasznaltunk. Az oldat pH-jat 10-re allitottuk be, majd kozvetleniil a
felhasznalas el6tt 10 ml Triton-X-100-at (t-oktilfenoxipoli-etoxietanol) adtunk hozza.

e [Elektroforézis oldat: 1000 ml oldat eldallitasdhoz 0,37 g EDTA-t
(etiléndiamintetraecetsav), valamint 180 ml 5 normalos NaOH oldatot hasznaltunk.

e Neutralizalé oldat: cl6allitisihoz 48,456 g Tris-t hasznaltunk, majd a pH-t 7,5-re
allitottuk be.

Az oldatok pH-janak beallitasat minden esetben HCI és NaOH oldatokkal végeztiik. A
miivelethez Mettler-Toledo markaja asztali pH-mérd késziiléket hasznaltunk. A DNS-
karosodas lathatova tételéhez interkalald festéket, etidium-bromidot hasznaltunk. Minden
mezore 20 pl-t cseppentettiink, majd feddlemezzel lefedtiik. A fotdézashoz Nikon Eclipse
E600 tipust mikroszkopot hasznaltunk, fluoreszcens fénnyel (510-560 nm), QImaging

MicroPublisher 3.3 RTV kameraval és a hozza tartozé QImaging szoftverrel.

2.3.1. Statisztikai értékelés

A statisztikai értékeléshez minden lemezrél minimum 25 darab értékelhetd cometet
fotéztunk le. A DNS toredezettségét mutatd adatok megallapitdsahoz szabadon felhasznalhato
CometScore 15 szoftvert hasznaltunk. Elsé Iépésben a torzitdsok elkeriilése végett a kiugro
értekeket Grubb’s teszt segitségével kizartuk a vizsgalatbol. A normalitas vizsgalat alapjan az
adatok nem voltak normal eloszlasuak, ezért a szazalékos adatokat eldszor relativ szazalékka
alakitottuk, majd arkusz szinusz gyok transzformaciot alkalmaztunk. Ezek utdn végeztiik el az
egytényezds varianciaanalizist (ANOVA). Post-hoc tesztként Tukey tesztet hasznaltunk. A
statisztikai értékelést GraphPad Prism 4.0 szoftverrel végeztiikk. Grafikonon abrazoltuk az
egyes kezelések atlagat, az azokhoz tartozo széras értékeket, valamint a csoportok kozotti
kiilonbségeket betlikkel jeloltiik. A grafikont Microsoft Excel szoftver hasznalataval
készitettiik el.
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2.4. RAPD PCR vizsgilat menete
2.4.1. DNS tisztitas

Az embriotoxicitas teszt (2.2. fejezet) soran 96%-0s etanolban, -20 °C-on tartott 5 napos
embriokbol a DNS-t DNS-tisztitdo kit (E.Z.N.A Tissue DNA Kit D3396-02) segitségével
vontuk ki, a gyarto eldirasa szerint.

A Comet assay vizsgalatban hasznalt 1 napos embriok DNS-¢ét natrium-hidroxid (NaOH)
segitségével tartuk fel (Meeker et. al. 2007) az alabbi protokoll szerint: 1. A mintakrol
eltavolitottuk az etanolt, majd az embriokat steril PCR csovekbe helyeztiik és 100 pnl S0mM-
0S NaOH-ot mértiink a mintdkhoz. 2. A mintédkat 95 °C-on 10 percen keresztiil melegitettiik
Esco Swift MaxPro tipusu PCR késziilékben. 3. A melegitést kovetden 4 °C-ra hiitottiik le a
mintakat, majd a lagos kdzeg semlegesitése érdekében hozzaadtunk 10 pl 1 M-os TRIS
oldatot (pH=8,06). 4. A teljes mintakat steril eppendorf csdvekbe pipettaztuk, majd 13500
rpm fordulatszamon 1 percen keresztiil centrifugaltuk. 5. Végiil a feliiliszot steril eppendorf

csovekbe pipettaztuk, majd meghataroztuk a DNS koncentraciojat és tisztasagat.

2.4.2. DNS koncentracio és tisztasag meghatarozasa

A kitisztitott DNS-ek koncentracidjanak (ng/ul) €s tisztasaganak (260 ¢€s 280 nm-en mért
abszorbancia hanyadosa) meghatarozasat nano-fotométerrel (Implen) végeztiik. Az 5 napos
embriokbol kinyert DNS mintdk esetében a mérésnél a vak minta a tisztitaskor hasznalt elualo
puffer volt, mig az 1 napos embridkbdl kinyert DNS mintakndl a vak mintat 10 pl TRIS és
100 ul NaOH oldat keveréke alkotta.

2.4.3. RAPD PCR reakci6
nukledzmentes vizzel 50 ng/l-re allitottuk be, majd Osszeallitottuk a RAPD PCR reakcidkat:
10x DreamTaq puffer (Fermentas, 20mM MgCl, tartalommal), 0,05 mM MgCl,, 0,25 mM
dNTP, 0,006 pM RAPD primer, 0,04 U DreamTaq polimerdz (Thermo Scientific), 100 ng
DNS, 20 pl végtérfogatban.

A RAPD vizsgalatok sordn az 1 napos embriokon 8 (UBC 102, 103, 105, 115, 120, 121,
122, 126), az 5 naposokon 28 primert (UBC 102, 103, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112,
113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 124A, 124B, 125, 126, 127, 128, 129, 130)
teszteltiink.

A RAPD PCR reakciot a ThermoHybaid PX2 PCR géppel végeztiik el az alabbi program
szerint: 94 °C (2 perc); 45x 94 °C (20 masodperc), 40 °C (30 masodperc), 72 °C (1,5 perc); 72
°C (5 perc).
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2.4.4. Agaréz gélelektroforézis

A PCR reakciok eredményét 1,5%-os agardz gélben ellendriztiik, a fragmentumokat
elektroforézis kadban elektromos fesziiltség hatdsdra valasztottuk szét. Molekulasuly
markerként GeneRuler Ladder Mix-et (Fermentas) hasznaltunk.

A mintakat UV-fényben, etidium bromid segitségével tettiik lathatova. A gélképeket a

Syngene InGenius késziilék és a GeneSnap program segitségével rogzitettiik.

2.4.5. Adatok értékelése, statisztika

A gélképek értékelését a GelAnalyzer 2010a ingyenesen elérhetd szoftverrel végeztiik.
Meghataroztuk a kezelések hatasdra megjelend €s eltlind fragmentek szamat a kontrollhoz
képest, majd az eltéréseket atlagoltuk és kiszdmoltuk a mintdk un. genomikus stabilitasat
(Mohanty et al. 2011):

G. S. =100-(100 a/n),

ahol ,,a” az eltérést mutatd fragmentek szdma, ,,n” a negativ kontroll RAPD mintazataban
megjelend fragmentek szama. Az eredményeket GraphPad Prism 4.0 szoftver segitségével
értékeltiik ki. Az értékeket egyszempontos ANOVA moédszerrel vetettiik Ossze, post-hoc
tesztként Dunnett tesztet hasznaltunk (p< 0,05).

3. Eredmények

A kisérletek soran els6é Iépésben meghataroztuk a 4-etil-benzaldehid embriotoxikus
hatasait, majd a szubletalis koncentraciokkal kezelt embriokban vizsgaltuk a 4-etil-
benzaldehid DNS-karositd hatasat is. Az altalanosan elfogadott és széleskoriien alkalmazott
genotoxicitas teszt, a Comet assay mellett egy, az irodalmi adatok alapjan igéretesnek tind

modszerrel, a RAPD-al is elvégeztiik a vizsgalatokat.

3.1. Embriétoxicitas (FET) teszt eredményei

A FET teszt soran az embriokat a 4-EBA 21 kiilonb6zd koncentracidjaval (lasd 2.2.
fejezet) kezeltiik, negativ kontrollként a zebradanios haltartd rendszer vizét hasznaltuk. Az
OECD 236 iranyelv (httpl5, OECD 236) altal javasolt 96 o6ras id6tartamot 120 orara
noveltiik, egyrészt hogy pontosabb képet kapjunk az elvaltozasokrol, masrészt azért, hogy
megfelel6 mintdkat kapjunk a RAPD vizsgélathoz sziikséges DNS-tisztitashoz. A vizsgalat
soran az anyag illékonysaga miatt a kontrollokat kiilon plate-ekbe tettiik, tovabba parafilmmel
is korbetekertiink minden egyes plate-et.

A 120 6rés vizsgalat sordn a 3. napon keriilt sor az embridk fotdzasara sotét és vilagos
hattérrel. A vilagos hatter(i fotokon a pigmentaltsagbeli eltérések figyelhetok meg, mig a sotét

hatteri fotokon a farokuszo korvonala és elvaltozésai, illetve a szelvényezettség és az embriod
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szervei latszodnak jobban. A teszt alatt naponta feljegyeztiik a mortalitast és a szubletalis
hatasokat (példaul 6déma). A mortalitds és az egyes koncentraciok kozotti dozis-hatas

Osszefliggést grafikonon (6. abra) abrazoltuk.

4-etil-benzaldehid
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6. abra: A 4-etil-benzaldehiddel végzett embridtesztben kapott dozis-hatas gorbék

A grafikonon lathato, hogy a kezelés elorehaladtaval az LC értékek egyre alacsonyabbak
lettek, ami altalaban jellemzd a toxikologiai teszteknél. Minél hosszabb ideig tessziik ki a
modellt az anyagnak, annal érzékenyebb lesz ra.

Az embridteszt sordn linearis regresszio analizissel megallapitott LCso és LCyp értékek
(lasd 8.fejezet Fliggelék, 1. tablazat) a kovetkezoképpen alakultak: a 24., 42., 72., 96. és 120.
oraban az LCsg értékek 31,45 mg/l, 30,85 mg/l, 27,52 mg/l, 22,01 mg/l valamint 18,44 mg/I;
az LCyp értékek pedig 26,91 mg/l, 25,06 mg/1, 18,81 mg/l, 14,82 mg/l és 8,49 mg/I voltak.

Az embridtoxicitas vizsgalat soran kivancsiak voltunk arra, hogy az altalanos toxicitasi
tiinetek mellett (6déma, pigmentaltsagbeli eltérések) megjelennek-e olyan hatasok, amelyek
az anyagra jellemz6 specifikus hatasok lehetnek. A normal (kontroll) embriok (7. abra; 8.
abra) jellemzdje, hogy 3 naposan pigmentalédnak, ardnyos a testfelépitésiik, nincs
perikardidlis 6déma, a szik kezd felszivodni és megnyult korte alakja van, a farok szabdalyos,
jol elkiilonithetd az izomszovet és az uszoszegély (7. abra). Egyértelmii szubletalis hatasok az
5 mg/l-es koncentraciotol voltak megfigyelhetok, (7. abra; 8. abra) tovabba specifikus hatast
is észleltiink, a farki régio ett6l a koncentraciotol kezdve egyre inkabb lerdvidilt. A
koncentracié tovabbi novekedésével a szik alakja egyre inkabb tomldszertivé, a perikardialis
0déma egyre nagyobba, az uszOszegély egyre szabalytalanabba valt, a farok alakja torzult, a
test megrovidiilt. Mar 15 mg/l-t6l eléfordult olyan embrio, ami mar ki sem kelt, de a
magasabb koncentraciokban ez még inkabb megfigyelhetd volt. 12 mg/l-es koncentracional
(9. abra) a nem specifikus hatasok mellett Gjabb specifikus hatas megjelenését is tapasztaltuk,

gbb alakult ki a farok ventralis részén.
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72 hpf [  Kontroll

Kontroll

7. abra: 72 6ras (72 hpf) zebradanié embridk a 4-EBA kiilonb6z6 koncentracioiban és a kontrollban

(méretskala: 1 mm)

15 mg/l

12 mg/l

10 mg/l

S mg/l

BT —
—— 72 hpf Kontroll —em 72hpf  Kontroll

8. abra: 72 6ras (72 hpf) zebradanioé embridk farokuszoi a 4-EBA kiilonb6z6 koncentracidiban és a kontrollban
(méretskala: 500 pm)

Egyre révidebb
omloszera farki régi
Perikardiilis stik :(’ o

6déma
\ Torzult
farok

9. abra: 72 6ras (72 hpf) zebradanidé embrién megfigyelhet6 nem specifikus (perikardialis 6déma, tomlészeri

szik és specifikus hatasok (torzult farok, gob, megrévidiilt farki régio) 4- EBA 12 mg/l-es koncentracidjaban
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3.2. Comet assay vizsgalat eredményei

A Comet assay-t 1 napos zebradanio embriokkal végeztiik el. Az embridkat 4-etil-
benzaldehiddel (0,5; 1:5;10; 12 mg/l-es koncentréci(')kban) kezeltik, negativ kontrollként a
Luperox oldatot hasznaltunk. A cséva DNS %-nak valtozésait grafikonon abrazoltuk (11.
abra).

12 3

10

DNS%a csowdban
@

Kontroll- K+20mg/l K+846 K+325mg/l 05mgl  1mg/ Smg/l 10mg/l  12mg/l

mg/l
Kezelések

11. abra: 4-etil-benzaldehid kezelés hatasara bekovetkezett valtozas a csdva DNS%-ban. Az egyes betiik a

csoportok kozotti kiilonbségeket jeldlik, a szignifikansan kiilonb6z6 csoportok kiilonbdzo betiijelet kaptak, mig a

szignifikansan nem kiilonb6z6 csoportok egyforma betiijelet kaptak. Kontroll-: negativ kontroll; 4-EBA kezelés:

0,5; 1; 5; 10; 12 mg/l koncentracidban; Luperox kezelés: K+: pozitiv kontroll (84,6 mg/l); (325 mg/l); (20 mg/l).
A grafikon alatti képeken az adott koncentracidval kezelt embriok Comet assay képei lathatok.

Az egytényezOs varianciaanalizis eredményeként megallapitottuk, hogy a negativ
kontrolltol mind a pozitiv kontroll, mind pedig a 4-EBA-val kezelt csoportok szignifikansan
kiilonboztek, a 0,5 mg/l-es és az 1 mg/l-es koncentracioval kezelt csoportok kozott pedig nem
volt szignifikans kiilonbség. A pozitiv kontrollok mind egymastdl mind a tobbi
koncentraciotol szignifikansan kiilonboztek. Az 5 mg/l-es, 10 mg/l-es, 12 mg/l-es
koncentraciok egymastol és a tobbi kezelt csoporttdl is szignifikansan kiilonboztek.
Megallapithatjuk, hogy a 4-EBA koncentraciojanak novekedésével szignifikdnsan megndtt a
DNS karosodas mértéke, egyre nagyobb %-ban jelent meg a DNS a csévaban, ami novekvd
mértéklt DNS karosodasra utal.

A kiilonbség a negativ kontrollhoz képest sok esetben mar szoftveres kiértékelés nélkiil is
lathat6 volt a mikroszkoppal késziilt felvételeken (10. abra). A 4-EBA-r6l ezek alapjan

elmondhatjuk, hogy a vizsgélt koncentraciokban genotoxikus hatasa volt.
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3.3. RAPD vizsgailat eredményei

A RAPD vizsgélatokhoz a Comet assay-bdl szdrmazdé 1 napos embriokat és az
embriotoxicitas tesztbOl szarmazod 5 napos embriokat hasznaltuk. Az 1 napos embriok
eseteben, mivel azok még kevés sejtet tartalmaznak, meglehetdsen nehéz megfeleld
mennyiségii DNS-t nyerni kitisztitasa, viszont a Comet assay késobbi fejlodési stadiumokban
mar nem végezhetd el. Az 5 napos embriokbol mar biztosan j6 mindségli €s mennyiségii DNS
nyerhetd, ezért elészor 5 napos embriokat vizsgaltunk, 28 kiilonb6z6 RAPD primerrel (UBC
102, 103, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121,
122, 124A, 124B, 125, 126, 127, 128, 129, 130). Az eredmények alapjan (lasd 8. fejezet
Figgelek, 2. tablazat) a 28-bol 20 primer eredményezett eltér6 RAPD mintdzatot a kezelt
embridkban (12. abra). Ezek koziil csak az egyértelmii tendenciat mutato (vagy fragmentszam
csokkenés vagy novekedés) primerek eredményeit hasznaltuk fel a genomi DNS stabilitas
valtozasanak meghatarozasahoz. A kiértékelés soran a fragment méreteket is meghataroztuk a

RAPD mintazatban.

=5

{

Intenzitas

f
# 8 60eEeEE

12. abra: 5 napos zebradanio embrio RAPD profilja UBC 126 primerrel a GelAnalyzer 2010a szoftverrel
elemezve. A 10 mg\l-es koncentraci6 fragmentmintazatanak intenzitisat mutatja a grafikon. ( M: marker, K:
kontroll, 4-EBA kezelés: 10 mg\l)

Az UBC 126 jelzésti primer esetében a kezeletlen embriokban csak 2 fragment
keletkezett, majd a fragmentek szama a koncentracié novekedésével fokozatosan emelkedett,
ami negativ genomi stabilitas értékeket eredményezett. A tobbi primer esetében nem volt

ilyen drasztikus a valtozas, ezeknél pozitiv értékeket kaptunk (13. abra).
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13. abra: Az egyes primerek genomikus stabilitasa %-ban meghatirozva
Az adatokat atlagoltuk és oszlopdiagramban is dbrazoltuk (14. 4bra).
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14. abra: Az egyes kezelések genomikus stabilitasanak (%) atlaga

Szignifikans kiilonbséget a kezeletlen kontrollhoz képest csak a 12 mg/l-es kezelés
hatasara észleltiink, abban az esetben, ha Osszesitettik mind a 28 primerrel kapott
eredményeket. A primereket kiilon értékelve viszont eldfordult, hogy mar a legalacsonyabb
koncentracié (0,5 mg/l) is megvaltoztatta a RAPD mintazatot.

Az egy napos embriokbol szarmazd DNS-mintakon mar csak 8 primert (UBC 102, 103,
105, 115, 120, 121, 122, 126) teszteltiink. Jol 6sszehasonlithatd fragmentmintazatokat (15.
abra) azonban nem kaptunk.

15. abra: 1 napos zebradanié embrié RAPD profilja UBC 102-es primerrel
(K': negativ kontroll; 4-EBA kezelés: 0,5; 1; 5; 10; 12 mg/l koncentracioban; Luperox kezelés: K*? (84,6 mg/l);
K*? (325 mg/l); K*?° (20 mg/l))
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4. Ertékelés és kovetkeztetések

Kisérleteink soran a 4-EBA ivovizben megtaldlhatdé mennyiségéhez képest (pg/l vagy az
alatti) joval nagyobb koncentracidkkal (mg/l) dolgoztunk. Azonban a vizfertétlenitési
melléktermékekkel, igy a 4-EBA-val is, az emberi szervezet napi szinten és hossza tavon
keriil kapcsolatba példaul az ivoviz fogyasztas vagy zuhanyzas révén, igy szamolni kell azzal
a lehetdséggel, hogy ezek az anyagok akkumulalodhatnak a szovetekben (Récz et. al 2012).

A 4-EBA zebradani6 embriokra gyakorolt hatasainak felderitéséhez embridtoxicitas
tesztet alkalmaztunk. Az embridtoxicitas tesztben kapott eredményeink specifikus hatdsok
megjelenését mutattak a zebraddnid6 embriokon, melyekrdl a szakirodalomban is talaltunk
eredményeket. A farki régi6 ilyen tipusu torzulasat, mint fenotipust az un. ppt (pipetail)

mutans (16. abra) embriokban irtak le (Westfall et al. 2003).

16. abra: Egy ppt mutans embrid (Westfall et al. 2003), valamint az altalunk végzett embriotesztbdl szarmazo, 12
mg/l -es 4-EBA koncentracioval kezelt embrio farki régidjanak osszehasonlitasa. (A: vad tipus-wild type, C: ppt
mutans embrid. A nyilak a sziktoml6tol a farok végéig mutatnak.)

A ppt mutansokban a fenotipust a wnt5 gén mutécioja okozza. A wnt5 a wnt géncsalad
tagja, melyek olyan szignalizacios fehérjéket kddolnak, amelyek fontos szerepet téltenek be
az onkogenezisben ¢s szamos fejlédési folyamatban, példaul meghatarozzak a sejtek sorsat,
vandorlasat, polaritdsat az embridgenezis soran, valamint meghatarozzak a szervek ¢és az
idegrendszer, fejlddését. A wnt-5 utvonal sériilése foként az endodermalis sejtek
differencialodasara pl. érfejlédésre (angiogenezis) hat (van Amerongen & Nusse 2009).
Zebradanional bizonyos kis molekul4ju anyagok szintén képesek a ppt fenotipust eldidézni
(Westfall et al. 2003). Korabbi vizsgalatok emellett kimutattak, hogy a 4-es C-atomon
oldallancot hordozd benzaldehidek (amilyen a 4-etil-benzaldehid is) gatoljak a
simaizomsejtek Ca** csatornait (Anana et al. 1997). Eredményeink és a szakirodalmi adatok
alapjan gy véljiik, hogy a 4-EBA gatolja a wnt5 Gtvonalat, valamint gatolja Ca** csatorna
miikddését az erek falanak simaizom szdvetében.

A genotoxicitas vizsgalatokat két eltéré6 moddszerrel is elvégeztiik. Kivancsiak voltunk

arra, hogy a népszerli Comet assay vizsgalatok érzékenysége Osszevethet-e egy kevésbé
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elterjedten hasznalt PCR alapti modszerrel, a RAPD technikdval. Megallapitottuk, hogy
mindkét technika képes volt kimutatni a 4-EBA genotoxikus hatasat zebradanio embriokban.
A Comet assay azonban joval érzékenyebbnek bizonyult, mar a legkisebb vizsgalt
koncentracié (0,5 mg/l) esetében is szignifikans eltérést mutatott a kontrollhoz képest, 1 napos
mintdkban. A RAPD eredményei ezzel szemben még 5 napos korban is csak magasabb
koncentraciokban utaltak genotoxikus hatésra a legtobb primer esetében.

A RAPD, bar egyszeribb modszernek tiinhet (1 nap alatt kivitelezhetd), mégis
Osszetettebb, nehezebb mddszer, mint a Comet assay. A RAPD esetében bizonyos primerek
nem adnak fragmentet, vagy azonos fragmentmint4zatot adnak, mint a kontroll minta, attol
fiiggbden, hogy a torések hol kovetkeztek be a DNS-en. A kiértékeléshez fontos, hogy a
reakciok soran azonos mennyiségli templatokbol induljunk ki. A kisérletek soran
megallapitottuk, hogy a mintak tisztasdga is legaldbb ennyire fontos kritérium. Az 1 napos
embriokbol (a kisszamu sejt miatt) hagyomanyos DNS-tisztitdsi modszerrel nem sikeriilt
megfeleld mennyiségi DNS-t eldallitani a reakcidhoz. Ezért egy egyszeriibb és kisebb
veszteséggel jard6 modszert valasztottunk, ami viszont gyengébb mindségli templatot
szolgaltatott. A 1,5 alatti tisztasagu, fehérjével szennyezett mintak a legtobb primer esetében
nem, vagy alig adtak fragmentet. Ugyanigy a mindségbeli eltérések okozhattdk az 5 napos
embriokndl is a RAPD mintdzat ,¢rtelmezhetetlen” kiilonbségeit a 2. tdblazatban
vilagossziirkével jelolt mezékben. A RAPD-ndl a megfelelé primerek azonositasdhoz akéar
tobb szaz primer tesztelésére is szlikség lehet egy kezelés esetében. A RAPD szemikvantiativ
adatokat ad és nehezebb szamszerisiteni, rdadasul a fragmentek erdsségét (ismételhetoségi
problémak miatt) 4ltalaban nem is vonjak be a toxikoldgiai kiértékelésbe. A Comet assay
esetében viszont jol hasznalhatd szoftverek allnak rendelkezésre, amelyek szamos paramétert
vesznek figyelembe az adatok szamszertsitése €s kiértékelése soran.

A Comet assay Osszességében érzékenyebb, egyszeriibb és megbizhatobb modszernek
bizonyult. A kidolgozott protokollok alkalmazasidval jol ismételhetd ¢&s értékelhetd
eredményeket kaptunk. A RAPD ezzel szemben tesztanyagonként ujabb ¢és ujabb
hosszadalmas optimalizalast igényel, rdadasul az eredményt szdmos tényezd befolydsolhatja
(pl. DNS megfeleld koncentracidja, tisztasdga). Hasonlo jellegli vizsgalatokban inkabb a
Comet assay haszndlatit javasolndnk. Racz és munkatarsai (2012), valamint az altalunk
kapott eredményeket fontos lenne figyelembe venni, nem csupan a késObbi vizsgalatok
tervezésénél, hanem a potencialis humanegészségiigyi és kornyezeti kockazattal kapcsolatban

is.
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5. Osszefoglalas

Az ivoviz az ember altal fogyasztasra alkalmas viz. Vizsgalatok kimutattak, hogy az
ivovizben bizonyos nagysagrendben, a ma ismert analitikai modszerekkel vizsgalva, mintegy
200 kiilonbozo kémiai vegyiilet talalhatd, melyek a hagyomanyos sziirés és kémiai kezelést
kovetden is visszamaradnak. Megvizsgalva ezek szerkezetét, kozottiik tobb olyan vegyiiletet
is taladltak, melyek karcinogén, mutagén, teratogén, neurotoxikus vagy immunszupressziv
hatassal rendelkeznek. A hatdsok tanulmanyozédsat modellszervezetek segitségével végzik,
amelyekkel szemben mind inkabb kritérium az emlds modellek kivaltasa mas ¢él6lényekkel
vagy €10 rendszerekkel.

A halak osztalya az egyetlen olyan taxondmiai csoport, amelybe kizarolag vizben €16
gerinces fajok tartoznak, ezért nélkiilozhetetlen részei az integralt toxikologiai vizsgalatoknak.
A halakon beliil els6sorban a zebradanionak (Danio rerio) van kiemelt jelentésége a
laboratoriumi vizsgalatok szempontjabdl.

Munkank soran egy viztisztitasi melléktermék vegyiilet, a 4-etil-benzaldehid hatasat
vizsgaltuk ezen halfaj embridin. Célkitlizésiink az embridteszttel nyerhetd alapvetd
toxikologiai paraméterek meghatarozasa, valamint két genotoxicitast vizsgdld moddszer, a
Comet assay ¢s a RAPD PCR ¢érzékenységének Osszevetése volt.

Az embrid teszt sordn az LCsp és LCyp értékeket allapitottuk meg, valamint 72 6raval a
termékenyiilés utan fotokon dokumentaltuk az észlelt torzulasokat. A mikroszkdpos vizsgalat
soran megallapitottuk, hogy a 4-etil-benzaldehid mar az LCyp alatti koncentraciokban is
perikardidlis 6démat, a farok torzuldsat, gobszerti képletek kialakulasat, valamint a farok
sz€lének szabalytalan alakulasat eredményezi. Szakirodalmi adatok és eredményeink alapjan
arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a 4-EBA specifikus elvaltozasokat okoz a zebradanid
embriokon, gatolja a wnt5 utvonalat, valamint a Ca** csatorna miikodését az erek falanak
simaizom szovetében.

A genotoxicitas vizsgalatanal mind a RAPD, mind pedig a Comet assay kimutatta a 4-EBA
genotoxikus hatdsat zebradani6 embriokon. A két modszer koziil a Comet assay
érzékenyebbnek bizonyult, mar a legkisebb koncentracioban (0,5 mg\l) is szignifikans eltérést
mutatott a kontrollhoz képest 1 napos embriok esetében. Ezzel szemben a RAPD eredményei
csak magasabb koncentraciokban mutattak hatast. A Comet assay esetében nincs sziikség
hosszas optimalizdlasra az Ujabb tesztanyagokndl, igy Osszességében megbizhatobb és

egyszeriibb médszernek bizonyult a RAPD-nal.
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