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Kornyezeti elemekbél gyakran detektalhato gyogyszer- és
peszticid hatéoanyagok koktélhatasanak okotoxikologiai vizsgalata
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1. Bevezetés

A gyogyszer €s peszticid hatdanyagokat egyarant tobbé kevésbé specifikus biologiai
aktivitasuk miatt alkalmazzuk. 2019-ben megkdzelitéen két millidé tonna peszticidet
hasznaltunk fel, mig gyogyszerekbdl 2189 milliard dozist (DDD Defined Daily Dose, Napi
terapias dozis) csak 2020-ban vilagszerte (Sharma et al. 2019, http29). Az évente globalisan
felhasznalt 300 millié tonna szintetikus vegyiilet jelentds része kiilonb6z6 utakon keresztiil a
kornyezeti elemekbe keriilhet. A peszticidek hasznalata ugyan haszonnal jarhat a gazdalkodo
szamara, a kornyezetbe jutva komoly kovetkezményeket okozhatnak eltéré biologiai
szinteken (Sharma et al. 2019). Ezt a jelenséget jol megfigyelhettiik az el6z6 szazad masodik
felében példaul a DDT rovar6ld szer kapcsan is, mely szamos él61ényre (nem célszervezetre)
negativ hatast gyakorolt, tovabba perzisztens tulajdonsidga miatt hossza ideig fennmarad és
hosszasan fejti ki karos hatésait.

A tapléaléklancba bekeriild gyogyszerhatdoanyagok latvanyos kornyezeti veszélyeit mi
sem példazza jobban, mint a keselyiikfajok (Gyps bengalensis, Gyps indicus, Gyps
tenuirostris) drasztikus allomanycsokkenése Délkelt-Azsidban, mely kozvetlen osszefiiggésbe
hozhatdo a szubkontinens nagymértékii diclofenac felhasznalasaval az allattartasban. Az
elhullott diclofenac-al kezelt hazi allatokat a keselylik elfogyasztjak, am Iényegesen
érzékenyebbek a gyodgyszer hatéanyagra, mar 1 mg/ttkg dozisa diclofenac akut
veseelégtelenséget okoz néhany napon beliil. A kornyezeti elemekbe jutott xenobiotikumok
karos biologiai hatasai azonban nem csak olyan egyértelmii, kirivdo mddon fejthetik ki
hatasaikat, mint a diclofenac és a keselylik esete. Sokszor csak viszonylag kis
koncentraciokban, de szinte folyamatosan megtalalhatok multikomponens-keverékekként a
kornyezeti elemekben, ezzel kronikus kitettséget jelentve az 6koszisztémak elemeire.

Abban az esetben, ha el is tekintenénk a gyodgyszerhatdanyagok mezdgazdasagi
felhasznalastol, akkor is szdmolnunk kell a civil tarsadalom &ltal a kdrnyezetbe jutatott
anyagmennyiségtél, csak az Amerikai Egyesiilt Allamokban az emberek évente 19,7 tonna
gyogyszert juttatnak a szennyviz csatornakba, mely elhunyt hozzatartoz6iktol maradt rajuk
(Kiimmerer et al. 2010, Oaks et al. 2004).

Atfogd okotoxikoldgiai tanulmany nem 4all rendelkezésre minden gyogyszer
hatdéanyagra (Kiimmerer et al. 2010). Tovabba a kiilonboz6 hatéanyagok egyiittes koktél
hatasanak vizsgalata a kombinaciok hatalmas szama miatt nehézkes. Igy azon anyagok
kombinacioit kell vizsgalni, melyeknél az emberi populdcido és a kornyezet kitettségének

es¢lye magas (Eurdpai Bizottsag (COM/2012/0252 final)).



Kutatdsi munkdm soran célom a globalisan leggyakrabban detektalhatdo gyogyszer-
(carbamazepine, diclofenac, ibuprofen) és peszticid hatéoanyagok (S-metolachlor,
tebuconazole, terbuthylazine) és keverékeik toxikussaganak vizsgalata kiilonb6zo trofitasi
szinteken, valamint a vegyiiletek kozott fellépd szinergikus, additiv és antagonista
kolcsonhatasok megallapitasa volt. Ehhez elsé 1épésben Aliivibrio fischeri (AVF)
tesztszervezettel vizsgalatam a vegylileteket Onmagukban ¢és minden lehetséges
kombinacioikban, majd az eredmények alapjan szinergiat mutatdé keverékeket Danio rerio
(zebradanid) alternativ gerinces Okotoxikologiai tesztszervezetet hasznalé embriotesztben
vizsgaltam. Dolgozatomban részletesen jellemzem a  vegyiileteket, bemutatom
hatasmechanizmusukat, nem célszervezetre gyakorolt hatasukat, kdrnyezeti sorsukat, illetve

kisérletes kutatomunkam eredményeit.



2. Irodalmi attekintés

2.1

Vizsgalt gyogyszerhatdoanyagok

Kutatasi munkam soran a carbamazepine (CBZ), diclofenac (DCF) és ibuprofen (IBU)

gyogyszerhatdbanyagokat vontam be vizsgalataimba. Fizikai tulajdonsagaikat, Szerkezeti

képleteiket, elnevezéseiket az 1. tablazatban dsszegzem.

A carbamazepine kémiailag a triciklikus antidepresszansok csoportjaba tartozd

vegyiilet, antikonvulziv és fajdalomcsillapitd hatassal rendelkezik. Elsédlegesen epilepszia és

1. tablazat a vizsgalt gyogyszerhatéanyagok neve, IUPAC neve, altalanos fizikai

tulajdonsagaik és szerkezeti képletiik.

Hatdanyag neve CAS IUPAC név Fizikai tulajdonsag Oldékonysag Forrasok
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neuropatias fajdalom kezelésére hasznaljak, de alkalmazzak még bipoléris zavar ¢&s
skizofrénia kezelésére is (httpl16). A carbamazepine antikonvulziv hatasat a poliszinaptikus
reflexek csokkentésére vezethetjilk vissza, melyet a fesziiltség-fiiggd natrium csatornak
blokkolasaval fejt ki (http10, http15, Stancova et al. 2017).

A carbamazepine gyakori mellékhatasai lehetnek (szazbol egy ember esetében)
almossag, hanyinger és szdjszarazsag, ritka esetekben okozhat borkititéseket (melyek
lehetnek, Stevens-Johnson szindroma tiinetei), csontveld mikodésének csokkenését
(aplasztikus vérszegénység, illetve agranulocytosis), zavarodottsagot és szuicid gondolatokat
(httpl6, httpl7, http22).

A diclofenac natrium sé egy nem szteroid gyulladascsokkentd gyodgyszerhatbanyag,
benzolecetsav szarmazék natrium séja. Fajdalomcesillapito, gyulladascsokkento és lazcsillapitd
hatassal rendelkezik. Hatasat a ciklooxigenaz I és II (COX I, Il) enzimek nem szelektiv
reverzibilis gatlasa altal fejti ki (http18, http19).

Az ibuprofen a diclofenachoz hasonléan nem szteroid gyulladascsokkentd szerek kozé
tartozik. Egy propionsav szarmazék fajdalom, laz és gyulladascsokkenté hatassal. A
ciklooxigenaz I és Il enzimeket gatolja, igy csOkkentve a prosztaglandin képzddést, tovabba
csokkenti a tromboxan A2 keletkezését ezaltal csokkentve a vérlemezkék Osszetapadasanak
esélyét (httpll).

A diclofenac hatéanyagot human és allatgyogyaszatban egyarant alkalmazzak
vilagszerte. Allatok gyulladisos betegségei kezelésekor. Human alkalmazési teriilete széles,
pl. dysmenorrhoea (fajdalmas, gorcsés menstruacio), vese-, vagy epekd okozta fajdalom,
daganatos megbetegedések okozta fajdalom, kiilonds tekintettel, ha gyulladasos tlinetek is
jelentkeznek, akut migrén, fogfajas, egyéb fajdalmak és gyulladasos megbetegedések
kezelésére hasznaljuk emberek esetében. (http20, http21).

A diclofenac-hoz hasonléan az ibuprofen széles hasznalati korébe tartozik
dysmenorrea, fejfajas, migrén, fogaszati beavatkozast kovetd fajdalom csillapitasa, tovabba a
csigolyagyulladas, reuma, egyéb csont ¢és iziileti gyulladasok kezelésére. Egyes kutatdsok
szerint az ibuprofen hosszu idejii kis dozisu alkalmazasa segitheti az Alzheimer-kor és
Parkinson-kor kezelését, tovabba a mellrak kialakuldsanak kockazatat akar 50%-kal
csokkentheti (Bushra & Aslam 2010).

A diclofenac gyakori melléhatasai (szazbodl tobb mint egy ember esetében) hanyinger,
hasmenés, szédiilés, fejfajas, étvagytalansag, enyhe kiiitések. Gél formajaban ekcémat és
dermatitiszt okozhat. Ritka mellékhatasi lehetnek (ezerbdl kevesebb, mint egy embernél)

gyomorfekély, szivelégtelenség, majelégtelenség (http23).



Az ibuorofen gyakori mellékhatasi (szaz emberbdl tobb mint egyszer) kozé tartoznak a
hanyinger, hanyas, szédiilés, fejfajas, kimeriiltség és emésztési zavarok. Komoly mellékhatasi
lehetnek, mint a nehézlégzés, gyomorvérzes, feldagadt bokak és/vagy véres vizelet vagy a
vizelés teljes hianya (http25).

Ibuprofen ¢és diclofenac egyiittes alkalmazasa emberben noveli az emésztészervi

mellékhatasok kockazatat, mint a gyomorvérzés, gyulladas, fekély és bél perforacio (http25).

2.1.1. Gyodgyszerhatoanyagok  kornyezeti  sorsa  ¢és

viselkedése

A carbamazepine (CBZ) clfogyasztasa utan koriilbeliil 2-10%-at kiiiriti az emberi
szervezet, nem meglepd, hogy szennyviz tisztito telepek befolydinal gyakran lehet detektalni
az anyagot. Hagyomdnyos szennyviztisztitasi technoldgiaval minddssze az anyag kevesebb,
mint 10%-at tudjak eltavolitani (100-1000 ng/L kiindulasi koncentracio), a vegyiilet CAS1-2
(conventional  activated-sludge —  hagyomanyos  eleveniszapos)  technoldgiaju
szennyviztelepeken és MBR (membrane bioreactor — membran bioreaktor) technologiaval
szemben is perzisztensnek mutatkozik (Rodriguez-Rodriguez et al. 2010, Radjenovic et al.
2006, Joss et al. 2005). Természetbe vald kijutasanak is ez a legfobb forrasa. Fejlett
orszagokban 33-6300 ng/L-es koncentracioban talalhaté meg a CBZ szennyviztelepek
kifolyoiban. Természetes vizekben kisebb koncentracidban lehet visszamérni a
gyogyszerhatdanyagot annak higulasa miatt. 0.1-1100 ng/L-es koncentracioban mutattak ki
felszini vizekben, illetve 1-3600 ng/L-es koncentracioban, talajvizben (Brezina et al. 2017,
Hai et al. 2018).

A CBZ-t vilagszerte 1686 esetben mutattak ki felszini-, felszin alatti- és ivovizbdl az
ENSZ régidiban (Dusi et al. 2019). Duran-Alvarez és mtsai (2015) laboratériumi
koriilmények kozott vizsgaltak a carbamazepine, naproxen és triclosan fotolitikus
vizében, ahol kezeletlen szennyvizet mezdgazdasagi Ontdzésre hasznaltak. Eredményeik
alapjan a harom vegyiilet koziil a carbamazepine allt ellen leginkabb a fotolitikus
degradacionak, biologiai tton pedig talajban és vizben is igen nehezen bomlonak bizonyult
anoxikus és aerob koriilmények kozott is. Laboratoriumi koriilmények kozott asvanyi
tapoldatban az Aspergillus niger 9%-os bontasra volt képes tiz napos kisérlet alatt 11,4 mg/L-

es kiindulasi koncentraciorol, mig a Rhodococcus rhodochrous 15%-ot bontott el a 9,5 mg/L

crer



crer

laboratoriumi kisérletben szaritott és sterilezett, illetve szennviziszap (38 w/v%-nyi
lignocelluloz térfogatndveldvel) kozegben (Rodriguez-Rodriguez et al. 2010). Xiong és mtsai.
2016-0os munkaja beszamol két édesvizi mikroalga CBZ biodegradaldo képességérol.
Kisérletikben Chlamydomonas mexicana és Scenedesmus obliquus laboratorimui
korilmények kozott 10 nap alatt képesek voltak lebontani 35 ¢és 28%-at 1 mg/L
koncentracioju CBZ-nek, illetve 21 ¢és 13% 4 25 mg/L  koncentracidju
gyogyszerhatoanyagnak. A mikroalgdk a gyogyszerhatoanyag degradacidja sordn két
kiilonb6z6 bomlasterméket allitottak eld: a 10,11-dihydro-10,11-expoxycarbamazepine-t és n-
hydroxycarbamazepine-t (Xiong et al. 2016). Bessa és mtsai 2017-es kutatasukban sikeresen
beazonositottak két baktériumtorzset (Strains Starkeya sp. C11 és Rhizobium sp. C12) melyek
30%-at tudta hasznositani laboratoriumi koriilmények kozott 30 nap alatt (Bessa et al. 2016).

A diclofenac (DCF) kornyezetbe torténd bekeriilésének a f6 forrasai a szennyviz és az
allati tragya. Diclofenac-ot megtalaltak felszini- és talajvizben, szennyvizben és ivovizben is,
vilagszerte 2441 esetben mutattak ki felszini-, felszin alatti- és ivovizbdl (Dusi et al. 2019).
Felszini vizekben 0,1-1 pg/L-es koncentraciokban mutattak ki, talajvizben 2.5 ng/L és 13,48
ng/L kozotti  értékeket mértek. Franciaorszagban, Japanban, Svédorszagban ¢s
Spanyolorszagban  ng/L-es  koncentraciokban  képesek  voltak  detektdlni a
gyogyszerhatdanyagot az ivovizbdl is (Sathishkumar et al. 2019). A 2014-es Spanyolorszagi
detektalasok 18 ng/L-t mutatott ki az ivovizbdl és 25 ng/L asvanyvizekbdl (Carmona et al.
2014). Talajbol 0,3 pg/kg-és 257 pg/kg kozotti koncentracidkban tudtak kimutatni az anyagot
(Sathishkumar et al.2019). Kiugré értékeket mértek Pakisztanban 836 ug/L szennyvizben,
4968 ng/kg iszapban, 6632 pg/kg szilard hulladékban és 257 ng/kg talajban (Ashfaq et al.
2017). Szennyviztelepeken a DCF eltavolitasi hatékonysaga nagy szoérast mutat 0 és 80%
kozott (Trombini et al. 2019).

A DCF fotodegradaciora hajlamos felszini vizben (Buser et al. 1998). Biodegradalasa
is lehetséges, irodalmi adatok szerint Bacillus subtilis és Brevibacillus laterosporus baktérium
torzsek képesek teljesen elbontani a gyogyszerhatdoanyagot. El6bbi esetben 4'-hydroxy-
diclofenac keletkezett, mely az anyavegyiilethez hasonléan toxikus volt Allivibrio fischeri
testszervezetre (Grandclément et al. 2020). Kruglova és mtsai 2014-es kisérletében
laboratoriumi és szennyviz telepi koriilmények kozott vizsgéltak a CBZ, DCF és IBU

crer

¢és 17 pg/L voltak, a laboratoriumi kisérletben 20 pg /L koncentraciéval dolgoztak. Mind a



szennyviztelepen, mind a laboratériumban az IBU 99% elbomlott, am a DCF ¢és a CBZ
gyakorlatilag valtozatlan koncentracioban volt visszamérhetd (Kruglova et al. 2014). Bessa ¢és
mtsai 2017-es kutatasukban sikeresen beazonositottak egy baktériumtorzset (Brevibacterium
gyogyszerhatdbanyag 35%-4t tudta hasznositani laboratoriumi koriilmények kozott, alternativ
szénforras periodikus adagolasaval pedig a DCF 90%-at képes volt degradalni a torzs 30 nap
alatt (Bessa et al. 2016)

Az elfogyasztott ibuprofen kozel 15%-a valtozatlan formabol iriil a szervezetbdl. A
diclofenac utan masodik leggyakrabban detektalhatd gyogyszerhatoanyagként 2363 esetben
mutattak ki felszini-, felszin alatti- és ivovizbol (Dusi et al. 2019). Szennyviztisztitas soran
87-90%-at tudjak eltavolitani a hatéoanyagnak (Trombini et al. 2019). A szennyvizkezelés
soran tapasztalhatd nagyfoku eltavolitasi hatékonysag ellenére — ezzel egyiitt azonban mégis
ez a legfébb kornyezetbe jutasi modja a gyogyszerhatéanyagoknak, igy az IBU-nak is —
gyakran detektalhato a vegyiilet kiilonb6z6é kornyezeti elemekben (Chopra & Kumar 2020,
Rutere et al. 2020). Kimutathat6 volt felszini vizekben is, Portugalidban 1317 ng/L-es
koncentraciét mértek a Lys folyoban (Patel et al.2019). Pakisztanban is magas
koncentraciokat tudtak visszamérni, 1673 ng/L szennyvizben, 6046 pg/kg iszapban, 1229
pg/kg szilard hulladékban és 610 ng/ kg talajban (Ashfaq et al. 2017). Az IBU-t detektaltak
1vovizbOl az Amerikai Egyestilt Allamokban 1,16 ng/L-es koncentracidban, 17,17 ng/L-es
koncentraciot mutattak ki Pekingben, 92 ng/L-t Szerbiaban.

Az IBU fotodegradacioja elhanyagolhato (Tixier et al. 2003). Sphingomonas 1bu-2 és
Variovorax Ibu-1 baktériumtorzsek képes elsddleges szénforrasként hasznalni az IBU-t,
laboratoriumi koriilmények kozott S00 mg/L kozel egészét képesek voltak lebontani hét napos
kisérlet alatt (Murdoch & Hay 2013, 2015). Sphingobium yanoikuyae és Pseudoxanthomonas
sp. DIN-3 szintén képesek elsddleges energiaforrasként hasznositani az IBU-t, utobbi torzs a
IBU 100, illetve 70%-at tudtak degradalni 50 és 100 ora alatt a laboratoriumi kisérletek soran
(Balciunas et al. 2020, Lu et al. 2019).



2.2.

Peszticid hatéanyagok koziil az S-metolachlor-t (MTC), tebuconazole-t (TBZ) és a
terbuthylazine-t (TRB) vontam be vizsgalataimba, melyek legfontosabb paramétereit a 2.
tablazat mutatja be. A harom hatéanyagbol egyiitt Magyarorszagon 2019-ben koézel 930
tonnat hasznaltak fel (hhtp26). A gyomirtdé szerek egyiittes alkalmazasara is van példa,
Eurdpaban rutinszertien hasznalnak tobb hatéanyagot tartalmazd keverékeket poszt- és

preemergens irtasra, példaul Magyarorszagon tobb MTC és TRB tartalmu szer is rendelkezik

Vizsgalt peszticidek

hasznalati engedéllyel (Pannacci & Onofri 2016, http27).

2. tablazat a vizsgalt peszticid hatéanyagok neve, IUPAC neve, altalanos fizikai

tulajdonsagaik és szerkezeti képletiik.
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2.2.1. Peszticidek hatasmechanizmusa, felhasznalasa

S-metolachlor (MTC) egy kloéracetamid szelektiv herbicid, elsGsorban egyéves és
kétszikli gyomnovények ellen haszndljdk tobb mint hetven féle kultraban pre- és korai
postemergens gyomirtasra. A metolachlor-nak 4 stabil sztereoizomer valtozata 1étezik, két S
¢s két R valtozata, a herbicid hatasért jelentdsebb formaban az S izomerek felelosek. A racém
metolachlor toxikusabb volt nem célszervezetekre, mint a tiszta S-metolachlor, tovabba
tobbet is kellett alkalmazni az el6bbibol azonos gyomirté hatas eléréséhez. 1997-6ta az S-
metolachlor-t alkalmazzak széles korben (Poiger et al. 2002, Zhan ez al. 2006). Hatasat a
hosszl zsirsavak (20-26 szénatom) keletkezésének gatlasaval fejti ki, igy atjarhatova teszi a
plazmamembrant, gatolva a sejtndvekedést és osztodast (Lamberth, C. 2016). A FAE1! gén
expresszidjanak gatlasaval akadalyozza a lanchosszabbitd enzim szintézisét (Neves et al.
2015). Magyarorszagon a NEBIH éves szerforgalmi jelentése alapjan 2019-ben 373 003 kg
keriilt forgalomba a hatéanyagbol, ezzel a glyphosate és kén utan a 3. legnagyobb
mennyiségben forgalmazott hatéanyag (http26). A NEBIH adatbazisa szerint jelenleg 8 S-
metolachlor tartalma készitmény rendelkezik érvényes alapengedéllyel. Az S-metolachlor és
terbuthylazine ko6zos alkalmazasara is talalunk példat, Magyarorszagon nyolc gyomirtod szer
rendelkezik engedéllyel, melyek hatéanyagai az MTC és a TRB, két készitmény ezek koziil
mesotrione-t is tartalmaz (http27).

A terbuthylazine (TRB) egy klor-triazin szeleketiv herbicid, széles kérben hasznaljak
gyomszabalyozasra (Watt et al. 2010). Magyarorszagon a NEBIH éves szerforgalmi jelentése
alapjan 2019-ben a 4. legnagyobb mennyiségben forgalmazott hatéanyagként 309 589 kg
keriilt forgalomba a szerb6l (http26). A TRB blokkolja a fotoszintetikus elektrontranszport-
lancot azaltal, hogy kiszoritja a plasztokinont a Dl-es fehérje alegység specifikus
kotohelyérol a 1. fotokémiai rendszerben (PS II) (Trebst, A. 2008).

A tebuconazole (TBZ) egy triazol tipusu széles spektrumi gombadldé szer (Li et al.
2011). Vilagszerte gabona, zoldség, gylimdlcs és csonthéjas kultirakban alkalmazzak gombas
megbetegedések ellen. Gombadld hatasat 14-a-demetilaz enzim gatlasaval éri el, mely az
ergoszterol szintézis kulcsenzime (Zelonkova et al. 2019). Magyarorszagon a NEBIH éves
szerforgalmi jelentése alapjan 2019-ben 247 025 kg keriilt forgalomba a szerbdl (http26),
ezzel az 5. legnagyobb mennyiségben forgalmazott hatéanyag volt (a glyphosate, kén, S-
metolachlor és tebuthylazine utan).

! elongaz enzimet kodold gén
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2.2.2. Peszticidek kornyezeti sorsa

Az S-metolachlor fotolizis és bakterialis degradacio utjan is bomlik, utdbbit
tekinthetjiik jelent6sebbnek. Az S-metolachlor elsédleges bomlastermékei a metolachlor-
etanszulfon sav és metolachlor-oxanil sav. Az MTC fél¢letideje 2,5 és 289 nap kozott van
talajban, a fizikai kémiai és bioldgiai tényezoktél fiiggéen (Zemolin et al. 2014). Az MTC a
terbuthylazine-nal egyiitt a felszini és talajvizekbdl leggyakrabban kimutatott peszticidek kozé
tartoznak. (Milan et al. 2013) Fingler és mtsai Zagrab és kiilteriileteinek talaj és ivoviz mintait
vizsgalva, a talajvizmintak 23%-aban, (100 ng/L-ig) ivovizmintak 54%-aban (15 ng/L-ig)
tudtak detektalni a peszticid hatéanyagot (Fingler et al. 2016). Munoz és mtsai. 2011 es
kutatasaban sikeresen azonositottak egy gomba és egy baktériumtorzset, (Candida xestobii és
Bacillus simplex) melyek 60 és 30%- os hatékonysaggal tudtak bontani 50 ug/L
(Munoz et al. 2011).

A tebuconazole féléletideje laboratoriumi kisérletekben, talajban 86 és 223 nap kozott
volt, fiiggéen a talaj bioldgiai aktivitasatol levegd ellatottsagatol és a talajba jutott TBZ
enantiomereinek milyenségét6l (Li et al. 2015). Mas publikaciok 49 és 610 nap kozé teszik az
anyag féléletidejét (Bac¢maga et al. 2019). A triazol fungicidek kémiai és fotokémiai
bontasnak ellenallnak, Osszességében perzisztensnek tekinthetéek (Wang et al. 2018).
Sterilizalt talajban bomlasa lényegesen lassabb, 180 nap alatt minddssze 10% bomlott el (Li et
al. 2015). Mar sikeriilt izolalni tobb Serratia és Enterobacter baktériumtorzset, melyek
képesek részlegesen (51%-os hatékonysaggal) bontani a hatéanyagot elsddleges
szénforrasként felhasznalva azt 85 mg/L-es koncentracioban (Sehnem et al. 2009). A TBZ-t
10 és 1 ng/L es koncentracioban tudtak mar detektalni elfolyo tisztitott szennyvizbdl és
felszini vizb6l (Richardson 2009), de novekvé mértékli felhasznalasa miatt egyre tobb
kornyezeti elembdl kimutathatd vegyiilet (LeFrancq et al., 2017; Herrero-Fernandez et al.,
2013, 2016; Masia et al., 2015).

A terbuthylazine tekinthet6é a legperzisztensebb triazin herbicidnek a kornyezetben.
Féléletideje talajban 5 és 331 nap kozé tehetd. Fusarium oxysporum, Aspergillus oryzae,
Lentinula edodes, Penicillium brevicompactum és Lecanicillium saksenae gombafajok
képesek voltak részlegesen degradalni a herbicid hatéanyagot egy 2012-es Kisérletben.
Legfontosabb bomlasterméke a cianursav, mely alkil-amin intermedierek utjan keletkezik

(Pinto et al. 2012). Janthinobacterium lividum és Advenella incenata, melyek magas nitrat
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tartalmt és terbuthylazine-al kontaminalt mintakbol izolaltak, képesek voltak elsédleges
szénforrasként hasznositani a TRB-t (Barra Caracciolo et al. 2010). Eurdpaban felszini
vizekbol 0,01-13 mg/L kozotti koncentraciokat tudtak kimutatni (Velisek et al. 2017). Fingler
¢s mtsai Zagrab és kiilteriileteinek talaj €és ivOviz mintdit vizsgalva, a talajvizmintak 26%-
aban, (25 ng/L-ig) ivovizmintdk 45%-4dban (20 ng/L-ig) tudtdk detektdlni a peszticid
hatéanyagot, tovabba kimutattak deethylterbuthylazine jelenlétét is ivovizben (14 ng/L-es
koncentracioig) (Fingler et al. 2016).

2.3. Nem célszervezetre gyakorolt hatasok

A carbamazepin LC50 > 4 mg/L koncentracioban toxikusban bizonyult Lumbriculus
variegatus és Chironomus riparius esetében. Ugyanakkor kronikus kitettség kornyezetileg
relevans koncentraciokban negativ hatasokat indukalt Jarvis és mtsai 2014-es mezokozmosz
kisérletében. Tobb csiga faj (Elimia, Physa, Lymnaea és Helisoma), zooplankton, fonalas alga
és fitotoplankton egytittesébdl allitottak Ossze kisérletiiket. Megvaltozott viselkedés, gyengiilt
immunvalasz, illetve a novekedésben és termékenységben torténd valtozasok figyeltek meg
200 és 2000 ng/L-es koncentracioknal is. Ezek az emlitett szubletélis tiinetek valtozasokat
okozhatnak az édesvizi Okoszisztémak fajosszetételében és azok aranyaban (Jarvis et al.
2014). Kornyezetileg relevans koncentraciokban a CBZ karos hatassal van az antioxidans
enzimrendszerre, biokémiai folyamatokra és génexpressziora algdkban, kagylokban, rakokban
és halakban is (Trombini et al.2019).

Diclofenac esetében Daphnia magna tesztszervezetre a letalis koncentracio 24 ora alatt
486 mg/L. 21 napos kisérlet soran ECso 2 mg/L-es koncentraciot tudtak megallapitani, mar
0,5 mg/L is jelentésen csokkentette a peték szdmat (Du et al. 2016). A bengal keselyti (Gyps
bengalensis) kiilonésen érzékeny a gyodgyszerhatdbanyagra, mindésszesen 1 mg/tt kg DCF
néhany napon beliil veseelégtelenséghez és az allat pusztulasahoz vezet. Délkelet-Azsidban
populécidja jelentés mértékben csokkent az elmult évtizedekben a DCF széleskorti
alkalmazasanak koszonhetéen (Kiimmerer et al. 2010, Oaks et al. 2004)
napos kisérletben 3,97 mg/L-ban tudtak megallapitani az ECso-et (Du et al. 2016). Ana-Belén
Muiiiz-Gonzalez 2021-es tanulmanya szerint az arvaszanyog (Chironomus riparius) larvak
10%-a elpusztult 48 éranyi expozicid utan, minddsszesen 0,024 ng/L koncentracionyi IBU

hatdsara. A hormonszabdlyozasban részt vevé ECR, Met, Dronc gének alulszabalyozasat
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eredményezte a vegyiilet, illetve harom hé sokk protein (hsp70, hsp24, hsp27) expresszidja is
megvaltozott (Ana-Belén Muiiiz-Gonzalez 2021).

Kombinalva egyes hatoanyagokat meghaladhatjak feltételezett egyiittes toxikologiai
hatasukat. Mar 2004-ben leirtak az ibuprofen és diclofenac egyiittes alkalmazasa
toxikusabbnak bizonyult Desmodesmus subspicatus és Daphnia magna tesztszervezetekre,
mint a két anyag kiilon-kiilon (Cleuvers, M. 2004)

Stancova és mstai kutatdsiban a CBZ, DCF és IBU kombindlt hatasat vizsgaltak
oxidativ stressz paraméterekre Tinca tinca korai fejlodésében. 60 pg/L-es koncentracioban
DCF és IBU tobb jelentds valtozast indukaltak az antioxidans védelemben, mig a CBZ Kisebb
valtozasokat. Kombinalva azonos végkoncentracional az anyagoknak nem volt jelentds hatasa
a testszervezetre, &m kisseb koncentracioknal (0.2, 2, és 20 pug/L) jelentdsen novekedett a
glutation-reduktaz aktivitas, 2 pg/L esetében a glutation-S-transzferaz aktivitas és gatolodott a
glutation-peroxidaz miikddése (Stancova et al. 2017).

Az S-metolachlor 15 upg/L koncentracidja tapoldatban csokkentette az Euglypha
rotunda sejtosztodas intenzitasat egy 2018-as kisérletben (Amacker et al. 2018). 2,5 és 5
mg/L-es MTC koncentraci6 60-70%-al csokkentette Dunaliella tertiolecta sejtstiriiségét
(Thakkar et al. 2013). Neves ¢és tarsai kisérletében pedig 7,5 mg/L-es koncentracio jelentésen
csokkentette a Daphnia longispina utdédok szamat (Neves et al. 2015). 10 ng/L-es
al. 2017). Tovabba megzavarhatja a Danio rerio és Pelophylax perezi korai fejlodését
(Quintaneiro et al. 2017, 2018)

A tebuconazole toxicitasat vizsgalva 50 és 100 mg/ttkg TBZ-vel taplaltak vemhes
patkanyokat egy 2007-es kisérletben. A kisérlet soran a TBZ csokkentette a sziiletési sulyt,
novelte a vemhesség idétartamat és novelte a sziiletés utani elhaldlozasok szamat. Him
magzatoknal és Ujsziilotteknél jelentésen novelte az anogenitalis tavolsdg a szer, tovabba
jelentésen csokkentette a tesztoszteron &és novelte a progeszteron ¢és a 17 o —
hydroxiprogeszteron szintjikket (Taxvig et al. 2007). 12,5 pg/mL TBZ-nek 96 oran at kitett
Allium cepa magvak 50%-a eclvesztette csirazoképességét, a kicsirazott egyedek mitotikus
indexe 92% volt alacsonyabb a kontrolléhoz képest (Bernardes et al. 2015). Zeljezi¢ és mstai
2018-as kutatasaban a terbuthylazine akut hatasait vizsgaltdk human limfocita, HepG2
(human hepatocellularis carcinoma sejtvonal) sejteken in vitro. A TRB alacsony
citotoxicitassal rendelkezett a kisérletben, de alacsony szintii genotoxicitast is megfigyeltek
(Zeljezi¢ et al. 2018). Kjeldsen és mtsai 2013-as munkéjaban peszticid hatéanyagok (és ezen

hatéanyagok néhany keverékének) Osztrogén és androgén receptorokra gyakorolt hatdsat
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vizsgaltak human emlé karcinoma MVLN (MCF-7 sejtvonalbol szarmazo, mely tartalmaz
tartalmaz egy 0sztogén valasz luciferaz receptor vektort) és horcsog CHO-K1 sejtvonalakon,
tovabba aromataz enzim mikodést is vizsgaltak human choriocarcinoma JEG-3 sejvonalon.
Az MVLN sejtvonal E2 ((17p)-0sztra-1,3,5(10)-trién-3,17-diol, 6,81 pg/L) és TRB (22,971
mg/L) koexpozicidja soran megfigyelték, hogy TRB 14%-al felerésitette az E2 altal kivaltott
TRB 29 %-al novelte az enzimaktivitast (Kjeldsen et al. 2013).Plhalova és mtsai. 2012-es
munkajukban laboratoriumi koriilmények kozott 28 napos kisérletben vizsgaltdk a TRB
hatasat 30 napos zebradanid egyedeken. Korszovettani eltérések a nagy koncentracié (700 és
1000 pg/L) TRB-vel kezelt csoportok majaban volt megfigyelheté. Glutation S-transzferaz
aktivitds novekedése megfigyelhetd volt a 400, 700 és 1000 pg/L koncentracioval kezelt
tesztekben (Plhalova et al. 2012). Lovakovi¢ és mtsai (2017) patkanyokat 28 napos TRB
etetéses kisérletben vizsgaltak. A patkanyok 0,004, 0,4 ¢s 2,29 mg/tt kg/nap mennyiségli TRB-
t kaptak. A vizsgalt koncentraciok nem okoztak lipid peroxidaciot, am valtozast indukaltak az
antoxidans enzim aktivitdsban, megemelkedett az 6ssz antioxiddns kapacitds, ami alapjan a
szerzok valszintsitik, hogy a TRB képes megzavarni az oxidativ/antioxidativ egyensulyt.
Tovabba a negativ kontrollhoz viszonyitva 19, 22 ¢és 24%-al (0,004, 0,4 és 2,29 mg/tt kg/nap
TRB) kevesebbet gyarapodott a kisérleti allatok tomege. Vérplazmajukat vizsgalva, FRAP
(ferric reduction ability, antioxidans kapacitds vizsgalat) szintjiik tobbszordse volt a negativ
kontrollénak (0,004 mg TRB/tt kg/nap, 105.45 0,4 mg TRB/tt kg/nap és 107.70 vs kontroll
7.75 mmol/L) (Lovakovi¢ et al. 2017).

A Primextra® Gold TZ, mely S-metolachlor-t és terbuthylazine-t tartalmaz6 gyomirtd
szer (ECso 6,58 mg/L) toxikusabbnak bizonyult Daphnia longispina testszervezet szamara,
kronikus 21 napos kisérletben, mint az MTC (ECso 8,24 mg/L) 6nmagaban (Neves et al.
2015).

2.4. Koktélhatas

A szinergia, szinergizmus, antagonizmus vagy szinergista/antagonista kélcsonhatasok a
toxikologiai interakciok eltéréseit jelolik. Amikor a keverékek komponensei magukban is
aktivak, de nem 1épnek interakcioba egymassal, megfeleld additvitas modellt kell alkalmazni,
mint a dozis addicié (dose addition - DA, mas néven koncentracié addicid, concentration

addition - CA) vagy fliggetlen hatas (independent action - IA). Ezekben az esetekben a
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szinergizmus jelentése ,,tobb, mint additiv”’ az antagonizmus pedig ,,kevesebb, mint additiv”
hatést jelol (Martin et al. 2021).

Belden ¢és mtsai 2007-es munkdjaban 45 publikdcioban megtaldlhatd peszticid
interakcioval foglalkoz6, 303 kisérlet eredményét vizsgaltak, melyek tobb vegylilet egyiittes
toxicitasaval foglalkoztak MDR-el (model deviation ratio), amit az el6re jelzett toxikussag és
megfigyelt toxikussdg hdnyadosaként szamoltak (0.5 és 2 kozotti értékek tekinthetdek
additivnak). 207 kisérletben (melybdl 194 binaris kombinacid volt) CA modelt alkalmaztak és
ezen esetek 5%-aban az MDR < 0,5, azaz antagonizmust allapithattak meg, illetve az esetek
tovabbi 5%-aban az MDR > 2, azaz szinergizmust allapitottak meg. 59 kisérletnél 1A modellt
alkalmaztak és tovabbi 37-nél egyszerii interakcid6 modellt (SI - simple intraction). A
toxikussag eldrejelzésének pontossaga fliggott a vizsgalt hatdanyagok hatdsmechanizmusatol
(MOA - mode of action). Azonos hatdsmechanizmussal rendelkezé peszticidek esetében
nagyobb pontossaggal tudta azok egyiittes toxikus hatasat eldre jelezni a CA modell, mint
azokban mikor eltéré modon hatnak a vegyiiletek, ezen esetekben az IA modell bizonyult
pontosabbnak. Belden és mtsai arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a CA modell konzervativ
becslést tesz lehetdve.

Cedergreen 2014-es attekinté munkajaban 194 kétkomponensii peszticid keverék, 21
fém ion keverék és 136 szennyezddés gatld anyag keverék kdlcsonhatasaival foglalkozott.
Megallapitotta, hogy a peszticid keverékek 7%-dban a fém ion keverékek 3%-aban és
szennyezOdés gatld keverékek 26%-aban volt megfigyelhetd szinergizmus. A peszticid
kombinaciok 95%-anal, melyeknél szinergizmus volt megfigyelhet, tartalmaztak
kolineszteraz-gatlokat és azol fingicideket, ezaltal jol leirhatd, hogy ezen két vegyiilet
csoportnak az interakcidja, am a szennyezddés gatld anyagokndl, mar nem lehetett
egyértelmiien megallapitani, mely anyagcsoportok feleldsek leginkabb a szinergizmusért.

A szinergizmus ¢€s antagonizmus kialakulasanak oka lehet a tobb vegyiilet egyiittes
jelenléte miatt megvaltozott tulajdonsagaik hatasa tobb alapvetdé folyamatra, az adott
vegyiiletek elérhetdsége, felvétele, belsd transzportja, metabolizacidja, kotddési sajatossagaik
¢s uritésiik is valtozhat (Cedergreen 2014).

Martin és mtsai 2021-es publikacigjaban, melyben 2007 ¢és 2017 kozotti
iddintervallumbdl szdrmazd minegy 1220 toxikoldgiai kisérlet eredményeit elemezték
statisztikai modszerekkel. az 1220 kisérletbdl 557 esetben allitottak a cikkek iroi, hogy a mért
eredmények eltérnek a vart additiv modelltél, 388 esetben CA modellre atszamolhatoak
voltak az eredmények. Ebbdl a 388 kisérletb6l 78 esetben valéban megfigyelhetd volt

szinergizmus ¢és 58 esetben pedig anatagonizmus. A kisérletek kozel 65%-éban binaris
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kombindciokat vizsgaltak, 17%-4ban harom komponensii keverékeket és a kisérletek 6%-a
négy komponensii keverékeket vizsgalt. A vizsgalt anyagok eloszlasat tekintve 22,2%-ban
peszticid illetve biocid hatéanyagok voltak, 16,2%-ban kiilonb6z6 fémek és ionjaik, 12,9%-

ban gy6gyszehatoanyagok.
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3. Anyag és modszer

3.1. Peszticid, gyogyszerhatdéanyagok ¢€s torzsoldatok

A peszticid és gyodgyszer hatdanyagokat a Sigma-Aldrich Ltd.-t6] szereztiik be a
toxicitasi kisérletekhez. 20 mg/mL koncentracidju térzsoldatokat készitettiink carbamazepine
(Supelco®, CAS 298-46-4, tisztasag>99%), diclofenac-s6 (Supelco®, CAS 15307-79-6,
tisztasag>98.5%), ibuprofen (Sigma-Aldrich®, CAS 15687-27-1, tisztasag>98%), S-
metolachlor (Pestanal®, CAS 87392-12-9, tisztasag 98.4%), tebuconazole (Supelco®, CAS
107534-96-3, tiszta) és terbuthylazine (Pestanal®, CAS 63026-57-3, 99.4%-o0s tisztasagu)
felhasznalasaval. A torzsoldatok elkészitéséhez a szaraz hatdoanyagokat dimetil szulfoxidban
(DMSO, CAS 67-68-5, >99.99%-os tisztasagu, Fisher Scientific) oldottuk fel. A hatéanyagok
egylittes vizsgalatdhoz azonos aranyban (1:1) kevertiik a torzsoldatokat, binaristdl a hat tag

keverékekig.
3.2.  Aliivibrio fischeri akut biolumineszcencia gatlasi teszt

A vizsgalt gyogyszer- és peszticid hatdanyagok kombindcioinak toxicitasat akut 30
perces Microtox® teszttel (ISO 11348) vizsgaltam Microtox® Model 500 Analyzer (SDI)
segitségével.

Tesztszervezetként Aliivibrio fischeri-t (DSM 7151, NRRL B-11177) alkalmaztam. Az
A. fischeri (AVF) egy Gram-negativ, palcika alaku, fakultativ anaerob biolumineszcens
tengeri baktérium (http28). Széles korben alkalmazzak laboratériumokban.

Fénykibocsatdsa szigortian szabéalyozott folyamat, mely sordn a luciferdz enzim
FMNH: (flavinmononukleotid redukalt formdja), oxigént ¢€s egy alifas aldehidet (RCHO)
flavinmononukleotidda (FMN), vizz¢ €s hosszulanct szerves savva alakitja (Bose et al. 2007).
A fénykibocsatasért a |uxCDABEG gének felelosek, ezen gének szabalyozasa pedig
eredendéen Osszefiigg a quorum sensing jelenséggel, mely kémiai jeleken alapuld
intercellularis kommunikacié (Miyashiro & Ruby 2012). Az A. fischeri esetében a
baktériumsejtek autoinduktor szigndl molekuldkat termelnek és egy bizonyos koncentracid
elérése utan vilagitani kezdenek (Miyashiro & Ruby 2012). A fentebb leirt kémi reakciok
metaboikus energiat alakitanak at lathato fénnyé, igy ha a baktériumok metabolikus aktivitasa

sérill, a fénykibocsajtas is csokkenni fog. A peszticid- és gyodgyszer hatéanyagok és
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keverékeinek toxicitasat a biolumineszcencidra gyakorolt gatldo hatasuk alapjan hataroztam
meg.

ibuprofen (IBU), S-metolachlor (MTC), tebuconazole (TBZ), terbuthylazine (TRB)
torzsoldatokbdl és 2 m/m%-os NaCl oldatbdl készitettem el a kilenc tagu higitasi sorokat két
ismétlésben. A higitasi sorok koncentracidtartomanya mind az egyedi anyagok, mind a
keverékek esetében 100 mg/L és 6,25 mg/L kozotti volt. A vegyiiletek és keverékeik 10, 20,
50, 80, 90 ¢és 95%-os fénykibocsatas gatlast okozd effektiv koncentracidit (EC)
MicrotoxOmni® program segitségével (version 1.1, AZUR Environmental Ltd.) hataroztam

meg.
3.3. Zebradanid embrid ZETA teszt

A hatéanyagok és kombinacidik toxikus hatasanak vizsgalatara bakteridlis testszervezet
mellett alternativ Okotoxikologiai tesztszervezetet is alkalmaztunk, egy gerinces fajt, a
zebradaniot (Danio rerio).

A zebradanio egy Dél-Azsidba édesvizeiben honos halfaj, mely széles korben
alkalmazott fejlédésbiologiai, molekularis genetikai, toxikologiai, illetve gyogyszer fejlesztés-
kutatasi teriileteken. Szamos, human fehérjét kodold gén ortologja megtalalhatd a
zebraddnidoban (mintegy 70%), melyek kiilonb6zé xenobiotikumok metabolizacidjaban
vesznek részt (6sszehasonlitasképpen az egerek genomjaban ezen gének 83%-anak ortologja
talalhatdo meg). Olcsé tenyésztése, gyors szaporodasa ¢s egyedfejlédése, valamint kis mérete
is hozzajarul széles korii hasznalatahoz laboratériumokban (Van Wijk et al. 2016).

A kutatasi munka soran ZETA (zebrafish embryo toxicity assay) modszert
alkalmaztunk. A laboratériumi AB zebradanié vonalat 30 nésténybdl és 30 himbdl allo
tenyészcsoportokban tartjuk a MATE Kornyezettoxikologia Tanszékén, Tecniplast ZebTEC
recirkulacids rendszerben (Tecniplast Spa, Olaszorszag). A halakat 25,5 + 0,5 °C-on
(rendszerviz: pH 7,0 £ 0,2, vezetOképesség 550 = 50 uS/cm) és 14:10 ora fény: sotét ciklus
mellett tartottuk. Az allatokat naponta kétszer etettiik szaraz granulalt taplalékkal (Zebrafeed
400-600 pum, Sparos Lda., Portugalia), amelyet hetente kétszer frissen kikelt ¢16 Artemia
salina-val egészitettiink ki. A szaporitani kivant halakat a kisérlet napja el6tti délutan
vélaszfallal ellatott szaporitd medencékbe helyeztik. Masnap reggel a valaszfalakat
eltavolitottuk, majd az ikrakat Osszegyijtottiik, és 10 cm-es Petri-csészékbe helyezziik

rendszervizbe. A teszteket Haq €s mtsai 2016-o0s publikaciojanak megfelelden allitottuk 6ssze,
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azzal a kiilonbséggel, hogy négy parhuzamos ismétlésben vizsgaltunk minden koncentraciot,
illetve a lemezek Osszedllitdisandl nem parologtattuk el a vizsgalni kivant hatéanyagok
oldészerét. A tesztekhez 24 nyilasos polisztirol lemezeket (Guangzhou Jet Bio-Filtration Co.,
Ltd.) hasznaltunk, melybe nyilasonként 5-5 embriot helyeztiink, < 2 hpf (hours post —
fertilization), 4-32 sejtes allapot kozott. Az embridkra 2 mL vizes oldatot toltottiink, melyek
tartalmaztak vizsgalni kivant hatéanyagot, illetve hatéoanyagok-keverékeket. Tobb hatoanyag
egylittes vizsgalatakor az Aliivibrio fischeri teszttel megegyezden 1:1 aranyban hasznaltuk fel
azokat, Ot tagbol allo felezd higitasi sorokat alkalmaztunk, a keverékeke esetében 60, 30, 15,
7,5 és 3,75 mg/L-es koncentraciokkal. Lemezenként 2-2 olddszeres és oldoszer nélkiili
kontrollt alkalmaztunk. Az oldészer maximalis alkalmazott koncentracioja sehol nem haladta
meg a 0,3 %-ot. Az embridfejlodést 72, 96 és 120 oranal vizsgaltuk meg fénymikroszkop
segitségével. A mikroszkdpos vizsgalatok sordn Berry és mtsai 2006-os publikaciojaban
leirtakhoz hasonl6an, mortalitast, kikelést és az esetleg megjelend morfologiai abnormitasokat
jegyeztiikk fel. A mortalitdsokbdl szarmazé adatokat GraphPad Prism program segitségével

nem linearis regresszios gorbére illesztettiik és LC értékeket szamoltunk.
3.4. Kombinacios Index (CI) modszer

A gybgyszer és peszticid hatdéanyagok kombinacidinak szinergista, antagonista €és
additiv kolcsonhatasait az ugy nevezett Kombinacios Index modszerrel (Combination Index -
CI) jellemeztiik.

OIS CORRIPH )
(CDx = &j=1(p ). = 4J=1 (bm)j{(fax)j/[1-(fax)j] }/™

Amiben "(CI)x - a Kombinacios Index (CI) n szamu anyag esetében x%-0S gatlasnal.
(DX)1-n - a kivalasztott n szamu vegyiilet dsszesitett koncentracioja, melyek x%-0S gatlasért
felelosek. {[D]j/ Z?[D]} — az n hatéanyag koncentracidinak aranyossaga x%-os gatlas
esetében. (Dm)j{(fax)j/[1-(fax)j]}*™ ami a hatéanyagok kiilonallé6 koncentraciéi, mely
X%-os gatlast okoznak, ahol a Dm a medidn hatas koncentracidja, faxrészleges gatlas x%-0s
gatlas esetén és m a median hatas értékének meredeksége (Yang et al. 2017).

Keverékek hatasait Chou és Talalay rendszerezték: ha Cl < 1 szinergizmusrol
beszéliink, CI = 1 esetében additiv hatdsrdl (koncentracié Osszegzés), CI > 1 esetében

antagonista hatést allapithatunk meg (Chou és Talalay 1984).
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Részletesebb osztalyozassal Chou egy késébbi publikacidja szolgal, miszerint:
ha Cl < 0.1 nagyon erds a szinergizmus, ha CI=0.1-0.3 erés a szinergizmus, CI=0.3-0.7 a
szinergizmus, CI=0,7-0.85 mérsékelt a szinergizmus, CI=0,85-0.90 gyenge a szinergizmus.
Cl1=0.90-1.10 = kozotti  érték  esetén  kozel — additiv  hatdsrol  beszélhetiink.
CI=1.10-1.20 gyenge antagonizmust CI=1.20-1.45 mérsékelt antagonizmust, Cl=1.45-3.3
antagonizmust, CI=3,3-10 er6s antagonizmust, Cl > 10 nagyon erés antagonizmust
allapithatunk meg (Chou 2008).

A Kombinacios Index (CI) értékeket CompuSyn program (The ComboSyn, Inc.) (Chou
és Martin, 2005) segitségével hataroztuk meg. A szinergista, additiv és antagonista
kolesonhatdsok meghatarozasahoz hat koncentracio-valasz pontot alkalmaztunk (ECio, EC2o,
EC 50, ECg0, ECo0 és ECgs) 2, 3, 4, 5 és 6 hatéanyagot tartalmazo keverékeknél.

A terbuthylazine hatdanyag 6nmagaban alkalmazva nem gyakorolt citotoxicikus hatast
az Aliivibrio fishceri-re, igy kombinalt hatasa mas hatéanyaggal vagy hatéoanyagokkal nem
értelmezhetd szinergizmusként, additiv hatasként vagy antagonizmusként. Abban az esetben,
ha az azt tartalmazd keverék effektiv koncentracioja kisebb, mint a nem tartalmazé keverék
esetében, akkor a hatasat toxicitas-erésitésnek (fokozasnak vagy novelésnek) tekintjik, igy
nem alkalmazhato a Kombinacios Index szamitas ezen esetekben (Chou 2008). A
terbuthylazine toxicitas-erésitd hatasat szazalékban fejeztiik ki, amellyel sziikséges lenne
érjik el, mint ami a terbuthylazine-t tartalmazé keverék esetében mérhetd. A kovetkezd
egyenletet hasznaltuk a nem toxikus vegyiilet erdsité hatasanak (E%) szamolasara:

E% = {1 - [ECxa*n/(n+1)/ECxs } * 100

ahol

ECxa — x% biolumineszcencia gatlast okoz¢é effektiv koncentracigja a nem-toxikus
hatéanyagot tartalmazé keveréknek,

n — a nem-toxikus vegyiiletet nem tartalmazd keverékben megtaldlhatdo hatéanyagok
szama,

ECxe — X% biolumineszcencia gatlast okozo effektiv koncentracidja a nem-toxikus

hatéanyagot nem tartalmazo6 keveréknek.
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4. Eredmények

4.1. Aliivibrio fischeri biolumineszcencia gatlasi teszt

A carbamazepine (CBZ), diclofenac (DCF), ibuprofen (IBU), S-metolachlor (MTC),
tebuconazole (TBZ), és terbuthylazine (TRB) és keverékeik effektiv koncentracidit, melyek
10, 20, 50, 80, 90 és 95%-ban gatoltak az Aliivibrio fischeri biolumineszcencidjat a 3.
tablazatban mutatom be.

Kiilonb6zd hatéanyagok azonos biolumineszcencia gatlashoz sziikséges koncentracidja
nagymértékben eltéré6 volt. A gydgyszerhatéanyagok kozil a két nem szteroid
gyulladascsokkentd szer bizonyult a legtoxikusabbnak. 50% os fénykibocsatas gatlasnal
megfigyelhetd volt, hogy a DCF és az IBU toxikusabb a tesztszervezetre nézve, mint a
carbamazepine. A 80% - 95%-o0s biolumineszcencia gatlas esetében a DCF volt a
legtoxikusabb.

Peszticidek esetében a terbuthylazine nem mutatott semmilyen citotoxikus hatast a
vizsgalt koncentraciokban. A tebuconazole gatolta legintenzivebben a biolumineszcenciat a
peszticidek kozott, a DCF-hez és IBU-hoz hasonldé eredményeket produkalt, azonban
magasabb effektiv koncentraciokbal a DCF-hez viszonyitva kevésbé gatolta a
fénykibocsatast, mig IBU-hoz képest toxikusabb volt az A. fischeri szamara.

Kétkomponenses keverékek koziil 10%-os gatlasnal az IBU+TRB kombinacid
bizonyult a legtoxikusabbnak 1 mg/L-es effektiv koncentracioval, am 50% os gatlasnal mar a
DCF+IBU kombinacio bizonyult toxikusabbnak, 12 mg/L-es értékkel. 80, 90 és 95% os gatlas
esetében is a DCF+IBU kombinacid bizonyult a legpotensebbnek. A legkevésbé toxikus
binaris kombinacidnak 6sszességében a MTC+TRB-t tekinthetjiik.

Harom komponensii keverékek esetében a 10 és 20%-os gatlasnal a CBZ+IBU+MTC,
CBZ+IBU+TRB, DCF+IBU+TRB, illetve IBU+MTC+TBZ és IBU+MTC+TRB tekinthetoek a
legtoxikusabbnak 2 és 6 mg/L k6zé esé hatasos koncentraciokkal. 50, 80, 90 és 95%-0S
fénykibocsajtas inhibiciondl a csak gyodgyszerhatdanyagokat tartalmazé keverék bizonyult a
legtoxikusabbnak, érdemes tovabba megjegyezni, hogy e keverék kisebb koncentracidinak
hatasa nem sem marad el sokkal a fentebb emlitett harmas keverékekétdl.

Négy anyagot tartalmazo keverékek koziil ECio-et és ECoo-at a CBZ+IBU+MTC+TRB
kombinacié mutatta a legkisebb hatasos koncentraciot 1 és 4 mg/L-es értékkel. 50%-os gatlast
a DCF+IBU+TBZ+TRB tudtott el6idézni a legkisebb koncentracioval, mig 80, 90 és 95%-0s
inhibiciondl a CBZ+DCF+TBZ+TRB kombinacié volt a legtoxikusabb. Az 6t komponensii
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keverékek koziil 80, 90 és 95% os gatlast a CBZ-t nem tartalmazd keverék tudta okozni a
legkisebb koncentracioban.

Mind a hat vizsgalt hatdanyagot tartalmaz6 keveréknél tobb toxikusabb mix is van a
vizsgaltak kozott, barmely elemszamot tartalmazé csoportban.

A hatdéanyag kombinaciok ECio értéke atlagosan 8 és 9 mg/L kozé tehetd, a
legtoxikusabb keverékek mar 1-2 mg/L koncentracional kifejtették hatdsukat, mig néhany
keverék az atlag két-haromszorosat meghaladd koncentracional tudta csak kifejteni hatasat a
tesztszervezetre. Az 0sszes kombinaciot figyelembe véve 10% os gatlasnal az IBU+TRB ¢és
CBZ+IBU+MTC+TRB keverékek bizonyultak a legtoxikusabbnak 1 mg/L-es hatasos
koncentracidval.

A fénykibocsajtas 20% os gatlas esetén szintén az IBU+TRB kombindcid bizonyult a
legtoxikusabbnak az 0Osszes keverék koziil. ECso értéke a DCF+IBU, CBZ+DCF+IBU
keverékeknek volt a legalacsonyabb mindossze 12 mg/L. 95%-os effektiv koncentracional
szintén ez a két kombinacid volt a legtoxikusabb 62 és 54 mg/L. ECos értékkel.

Erdemes megfigyelniink tovabba, hogy az énmagiban nem toxikus terbuthylazine-t
tartalmazd tobb keverék toxikusabbnak bizonyult 50%-os gatlasig az Osszes kiindulasi

hatéanyagnal.
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3.

tablazat A vegyiiletek és

e

keverékeik 10, 20, 50, 80, 90 és

sre

95%-0s
biolumineszcencia gatlast el6idézé koncentracioi mg/L-ben kifejezve Aliivibrio fischeri
tesztszervezeten 30 perces kontaktido esetén mérve. 1: carbamazepine, 2: diclofenac, 3:
ibuprofen, 4: S-metolachlor, 5: tebuconazole, 6: terbuthylazine. N.t. — nem toxikus adott

koncentracioban.
ECw ECx  ECs ECe  ECe  ECes ECw ECx ECsxp  ECe  ECs  ECes
mg/L mg/L
1 4 14 86 520 1478 3866  2+3+4 4 8 22 64 118 208
2 7 13 27 50 77 107 2+345 10 20 54 144 258 442
3 2 5 23 9% 222 47 2+3+6 2 4 14 38 68 114
4 55 100 265 715 nt. nt. 2+4+45 6 8 20 42 66 98
5 8 14 32 74 120 188 2+4+6 3 6 22 82 177 360
6 n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. 2+5+6 20 28 51 93 132 182
1+2 12 16 28 50 70 94 3+4+45 2 4 30 178 488 1240
1+3 6 12 40 120 230 418 3+4+6 2 5 33 226 694 1953
1+4 16 32 88 232 408 688 3+5+6 7 15 50 169 345 665
145 24 32 52 80 108 136 4+5+6 32 52 114 250 394 598
1+6 18 36 120 nt nt. n.t. 1+2+3+4 10 14 30 64 9% 140
2+3 2 4 12 26 40 62 1+2+3+5 12 18 % 72 108 156
2+4 10 14 28 56 84 120 1+2+3+6 5 9 28 88 174 324
245 12 18 34 64 92 126 14+2+4+5 10 16 38 88 144 224
2+6 4 10 32 102 202 380 1+2+4+6 6 12 34 99 186 332
3+4 6 12 50 184 39 804 1+2+5+6 8 12 24 50 78 116
3+5 8 16 56 192 394 760 1+3+4+5 4 12 58 254 598 1312
3+6 1 2 18 102 272 672 1+3+4+6 1 4 40 376 1393 4661
445 12 20 36 64 88 116 1+3+5+6 2 8 48 294 842 2214
4+6 30 80 428 2278 6054 14896  1+4+5+6 2 8 110 1431 6415 25568
5+6 6 16 76 350 850 1918 2+3+445 6 12 3 70 114 180
14243 4 6 12 24 38 54 2+3+4+6 2 6 20 62 124 232
1+2+4 8 12 28 64 100 154 2+3+5+6 3 6 17 55 107 199
14245 20 30 54 98 138 190 2+4+5+6 4 8 27 9 186 360
14246 6 12 28 62 100 154 3+4+5+6 2 6 36 184 476 1140
143+4 2 6 40 228 630 1610  1+2+3+445 8 14 38 100 172 284
1+3+5 10 20 66 214 426 802 142+3+4+6 2 6 2 74 150 286
14346 2 6 38 218 602 1532 1+2+3+5+6 4 8 22 56 9% 158
1+445 34 56 126 282 454 702 142444546 4 9 30 106 220 431
1+4+6 31 55 147 394 699 1187  1+3+4+5+6 2 6 42 290 886 2470
1+5+6 20 40 168 684 1548 3288  2+3+4+5+6 8 12 22 40 56 78
},:52+3+4+5 2 6 24 100 228 482
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4.2. Kombinaciés Index (Cl) értékek az Aliivibrio fischeri

tesztben mért hatasos koncentraciok alapjan

A carbamazepin-t, diclofenac-ot, ibuprofen-t, S-metolachlor-t és tebuconazole-t
tartalmazé keverékek CompuSyn szofverrel szamolt kombinacidés index értékei a 4.
tablazatban talalhatoak.

4. tablazat. A carbamazepin-t (1), diclofenac-ot (2), ibuprofen-t (3), S-metolachlor-t
(4) és tebuconazole-t (5) tartalmazo keverékek Aliivibrio fischeri tesztszervezetben 10, 20,
50, 80, 90 és 95%-os biolumineszcencia gatlast okozo hatasos koncentracioinal
megfigyelhet6 Kombinaciés Index (CI) értékek. Szinergista hatas: Cl < 1 (félkovér),

additiv hatas: 0.9 < CI < 1.1 (dolt), antagonista hatas: Cl > 1,1

CI értékek az egyes hatasos koncentraciokon AVF tesztben

Keverék EC1o EC2 ECsxo ECso ECo0 ECos
1+2 2.14224 |1.30064 [0.74870 |0.54590 |0.47777 |0.42373
1+3 2.10983 |1.67359 [1.17212 |0.75546 |0.59395 |0.47709
1+4 1.95583 [1.39831 |0.70669 |0.38927 |0.29616 |0.24348
1+5 416699 |2.41559 |1.14282 |0.62217 |0.48393 |0.37449
2+3 0.60745 |0.57391 [0.52490 |0.39664 |0.34958 |0.33486
2+4 0.74328 |0.66792 [0.62913 |0.59572 |0.57817 |0.55362
2+5 1.50856 |1.43097 |1.23814 |1.07117 |0.97868 |0.88367
3+4 1.48468 |1.27061 |1.25164 |1.10684 |1.04547 |1.00268
3+5 2.39065 |2.20278 [2.18286 |2.32601 |2.51962 |2.77160
4+5 0.83318 |0.83811 [0.63746 |0.47981 |0.39938 |0.33169
1+2+3 1.11185 [0.72846 |0.39913 |0.25975 |0.22986 |0.19890
1+2+4 1.00023 [0.69078 |0.53423 |0.49565 |0.48114 |0.48639
1+2+5 3.18572 |2.36276 |1.53239 |1.15745 |1.00942 |0.90406
1+3+4 0.48088 |0.57809 |0.83155 |1.06315 |1.24916 |1.47175
1+3+5 2.74698 |2.35084 [1.98572 |1.86802 |1.91106 |2.01618
1+4+5 4.14002 |3.00702 |2.00404 |1.59349 |1.47476 |1.4321
2+3+4 0.83400 |0.79218 [0.66912 |0.68072 |0.71832 |0.78081
2+3+5 242757 |2.40433 |2.14447 |2.11715 |2.21642 |2.36633
2+4+5 0.53895 |0.45097 [0.51062 |0.48821 |0.48530 |0.47321
3+4+5 0.41047 |0.38062 |0.81720 |1.52054 |2.20795 |3.20470
1+2+3+4 2.12983 |1.31022 |0.77658 |0.54187 |0.45434 |0.40284
1+2+3+45 2.86411 |1.97067 |1.18294 |0.82917 |0.71389 |0.63606
1+2+4+5 1.23976 |0.98557 |0.84448 |0.81026 |0.81819 |0.82512
1+3+4+5 0.84214 |1.08823 [1.36330 |1.75165 |2.12914 |2.62448
2+3+4+5 1.11948 [1.11229 |0.92173 |0.79634 |0.75684 |0.74343
1+2+3+4+5 1.55640 [1.25452 |1.02751 [0.94926 |0.93651 |0.95247
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Sikeriilt tobb esetben is szinergista kolcsonhatast megfigyeli, és megallapithatd, hogy a
koncentraci6 novekedésével altalanossagban erdsodott is ez a kolesonhatds. A
CBZ+IBU+MTC, IBU+MTC+TBZ ¢és CBZ+IBU+MTC+TBZ keverékek esetben
megfigyelhetd volt, hogy kisebb koncentraciokban szinergista és additiv hatasok voltak
megfigyelheték, melyek a koncentraciok novelésével antagonizmus iranyaba valtoztak.

Az IBU+TBZ, a CBZ+IBU+TBZ, CBZ+MTC+TBZ, illetve a DCF+IBU+TBZ esetében
minden effektiv koncentracion csak antagonista hatas volt megfigyelhetd.

DCF+IBU, DCF+MTC, MTC+TBZ, a DCF+IBU+MTC és DCF+MTC+TBZ minden

hatasos koncentracidoban szinergizmust volt mérhetd.

4.3. Terbuthylazine toxicitas-erdsité hatasa Aliivibrio fischeri

teszthen

A terbuthylazine 6nmagaban az alkalmazott koncentraciokban nem volt toxikus az
Aliivibrio fischeri tesztszervezetre nézve, igy kombinalt hatdsa mas hatéanyaggal vagy
hatéanyagokkal nem tekinthetd szinergistanak, additivnak vagy antagonistdnak, hanem
egyoldali toxicitas erdsitésnek, fokozasnak tekintjiik, ezaltal Kombinacidos Index nem
értelmezheté (Chou, 2008). A terbuthylazine citotoxicitast fokozo hatasat a keverékekben
szazalékos értékekben fejeztiik ki, melyeket az 5. tablazat foglalja ssze.

A terbuthylazine-nak semmilyen fokoz6 hatasa nem volt a carbamazepin-re, tovabba
gatld hatast fejtett ki a két masik peszticid hatdéanyagra minden vizsgalt koncentracid
esetében, mikor csak e harom anyag volt megtalalhat6 a keverékben.

A CBZ+TRB ¢és MTC+TBZ+TRB keverékek kivételével minden esetben a
terbuthylazine erds toxicitdsfokoz6 hatasat lehetett megfigyelni az alacsony hatdsos
koncentracioknal. Sok esetben a koncentrdcio novekedésével ardnyosan csokkent a
terbuthyalzine toxicitas-erdsité hatasa. Ez alol kivételt képez a diclofenac-ot, ibuprofen-t, S-
metolachlor-t, tebuconazole-t és terbuthylazine-t tartalmazé keverék, melyben a koncentracio
novekedésével a TRB fokozo hatdsa is erdsodott. Szamos keverék esetében a terbuthylazine
erdsitd hatdsa minden effektiv koncentracid szinten megnyilvanult. Az IBU+TRB, az
IBU+TBZ+TRB, CBZ+DCF+TBZ+TRB és DCF+IBU+TBZ+TRB esetében a terbuthylazine

toxicitasfokozo hatasa minden hatasos szinten 60-80% koriil volt.
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5. tdablazat Terbuthylazine citotoxicitast fokozé hatiasa az egyes effektiv
koncentracioknal, melyek 10, 20, 50, 80, 90 és 95%-os biolumineszcencia gatlast
indukaltak A. fischeri tesztszervezetben 30 perces kontaktidé esetén. A nem toxikus
terbuthylazin toxicitast fokozo hatasat a tobbi anyag szazalékos sziikséges
koncentraciovaltozasaban fejeztiik ki, mely ahhoz kell, hogy a TRB-t nem tartalmazé
keverék toxicitasa megegyezzen az azt tartalmazééval. N.t. — nincs toxikus hatas. N.e. —
nincs toxicitaserositd hatas

A terbuthylazine toxicitas-fokozo hatasa (%) az egyes
effektiv koncentraciokon az AVF tesztben

Keverék ECwo ECx ECso ECso ECu ECos

1+6 -125 -29 30 n.t. n.t. n.t.
2+6 85 81 70 49 34 11
3+6 100 90 80 73 69 64
4+6 86 80 60 20 n.e. n.e.
5+6 81 71 41 -18 =77 -155
1+2+6 78 67 56 45 37 27
1+3+6 85 78 58 19 -16 -63
1+4+6 14 23 26 25 24 23
1+5+6 63 44 -44 -280 -537 -975
2+3+6 56 56 48 35 24 18
2+4+6 88 81 65 35 6 -33
2+5+6 27 31 33 36 36 36
3+4+6 88 82 70 45 22 -8
3+5+6 61 58 60 61 61 61
4+5+6 -19 -16 -41 -74 -99 -129
1+2+3+6 30 18 -30 -107 -157 -237
1+2+4+6 58 46 32 13 -5 -21
1+2+5+6 78 78 75 71 68 66
1+3+4+6 69 60 44 7 -24 -63
1+3+5+6 89 78 59 23 -11 -55
1+4+5+6 97 92 51 -185 -695 -1898
2+3+4+6 72 58 49 46 41 37
2+3+5+6 84 85 82 79 77 75
2+4+5+6 64 44 25 -22 -59 -107
3+4+5+6 44 16 33 42 45 48
1+2+3+4+6 87 73 53 26 n.e. -31
1+2+3+5+6 79 72 61 50 43 35
1+3+4+5+6 68 68 54 27 5 -20
1+2+4+5+6 73 66 49 23 2 -23
2+3+4+5+6 15 36 53 63 69 72
142+3+4+5+6 83 70 56 31 8 -18

27



4.4, ZETA teszt eredményei zebradanié (Danio rerio) embron

A carbamazepne, diclofenac, ibuprofen, S-metolachlor, tebuconazole, terbuthylazine és
vizsgalt kombinacioik hatasat Danio rerio tesztszervezeten a 6. tablazat foglalja Gssze. A
gyogyszer ¢és peszticidhatéanyagok vizsgalt koncentracidit a szakirodalomban fellelhetd
adatok alapjan valasztottuk ki.

A vizsgalt gyogyszer hatdéanyagok koziil a zebradanido szamara a CBZ bizonyult
legkevésbé toxikusnak, mig a legtoxikusabb a DCF volt, melyet az IBU kovetett kozel 3-4x-
es koncentracioval.

A vizsgalt peszticid hatéanyagok mind toxikusabbnak bizonyultak a tesztszervezet
szdmara, mint a CBZ, dm egyik hatdsa sem érte el a DCF vagy akar az IBU szintjét. A
novényveédo szerek koziil a legtoxikusabb a TBZ volt.

A keverékeket az Aliivibrio fischeri akut citotoxicitasi tesztben mért eredmények,
valamint az azokbodl szamolt CI értékek és a terbuthylazine toxicitast fokozo hatasai alpjan
valasztottuk ki azokat, melyeket tovabb vizsgaltunk a zebradanion. Ennek megfeleléen olyan
keverékeket valaszottunk tovabbi tesztelésre, melyek mar nagyon alacsony hatasos
koncentracio értékeken szinergikus kolcsonhatasokat mutattak, valamint amik esetében a
legkifejezettebb volt a terbuthyalzine toxicitasfokozo hatasa (féként alacsony
koncentracidkon).

A két komponensii keverekek kozott nagy eltérés mutatkozott a letalis koncentraciok
tekintetében. A legkevésbé toxikus elegynek a MTC és TRB kombinacié mutatkozott, még a
CBZ 6nmagaban is tizszer mérgezObben hatott a zebradaniora. A legtoxikusabb kombinaciok
a DCF+IBU, illetve a DCF+MTC voltak, effektiv koncentracio értékeik a DCF-hez
hasonlithato.

A harom hatéanyagot tartalmazd kombinaciok koziil a legalacsonyabb LCio LCzo €s
LCso értéket a DCF+IBU+TRB elegy adta, am LCgo és LCos esetében a DCF+MTC+TRB és a
DCF+TBZ+TRB (kozel azonos értékekkel) bizonyult toxikusabbnak. A legkevésbé toxikus
kombinacio a CBZ+IBU+MTC volt.

A négy komponensii €és az egy darab o6t komponensli keverékek koziil a

DCF+IBU+TBZ+TRB volt a legtoxikusabb (LCs0=7,5 mg/L).
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A legkevésbé potens keverék a MTC+TRB volt. Ezt az egy keveréket leszamitva
mindegyik mix toxikusabb volt a CBZ-nél, am egyik sem bizonyult, olyan mérgezonek a
tesztszervezet szamara, mint a DCF 0nmagaban. A legtoxikusabb keverékek a DCF+IBU,
DCF+MTC, DCF+IBU+TRB, illetve DCF+IBU+MTC+TRB voltak, melyek mind
alacsonyabb koncentracioban okoztak azonos mortalitdst, mint a gyogyszer és peszticid

hatéanyagok a DCF-et leszdmitva.

6. tablazat A ZETA teszt soran vizsgalt peszticid és gyogyszer hatéanyag és
kombinaciéik, melyek carbamazepine-t (1), diclofenac-ot (2), ibuprofen-t (3), S-
metolachlor-t (4), tebuconazol-t (5) és terbuthylazine-t (6) tartalmaztak, melyek 10, 20, 50,
80, 95%-0s mortalitast okoztak a zebradanio embriokban 120 ora alatt.

LCio LCxo LCso LCso LCos

Keverék mg/L

1 96,0 103,8 1185 1353 1572
2 2,3 2,5 2,9 3,3 3,9

3 9,4 9,7 10,1 10,6 11,1
4 33,4 35,0 38,1 41,4 45,5
5 13,5 14,7 16,9 19,4 22,7
6 19,2 27,4 50,2 92,1 182,1
1+4 34,3 38,6 47,1 57,6 72,2
1+6 53,9 56,2 60,5 65,0 70,6
2+3 3,6 3,7 3,9 4,0 4,2
2+4 3,7 3,8 3,9 4,1 4,3
2+6 6,7 6,7 6,7 6,7 6,8
3+4 17,2 23,6 40,3 68,9 126,0
3+6 16,0 16,7 18,0 19,4 21,1
4+5 8,5 9,8 12,4 15,8 20,6
4+6 248,0 330,5 540,4 882,2  1531,8
5+6 22,9 23,2 23,8 24,4 25,0
1+3+4 17,0 21,6 32,7 49,3 78,2
2+3+4 6,8 7,0 7,3 7,6 7,9
2+3+6 4,0 4,6 59 7,4 9,7
2+4+5 6,8 7,0 7,4 7,8 8,2
2+4+6 6,2 6,4 6,8 7,2 7,8
2+5+6 6,5 6,7 6,9 7,2 7,5
3+4+5 14,0 15,1 17,3 19,8 23,1
2+3+4+6 4,3 5,0 6,4 8,3 11,0
2+3+5+6 6,7 7,0 7,5 8,0 8,6
3+4+5+6 15,2 16,1 17,7 19,6 21,8
2+3+4+5+6 9,0 10,2 12,5 154 19,4
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4.5.  Kombinacios Index (CI) értékek az ZETA tesztben mért

hatasos koncentraciok alapjan

A ZETA tesztb6l szarmazo LC értékeket az A. fischeri biolumineszcencia gatlasi teszt
értékekhez hasonldéan dolgoztam fel, és szamoltam kombinaciés indexeket CompuSyn
program segitségével, mely értékeket a 7. tablazatban 0sszegeztem.

7. tablazat A carbamazepine-t (1), diclofenac-ot (2), ibuprofen-t (3), S-metolachlor-t
(4), tebuconazole-t (5) és terbuthylazine-t (6) tartalmazé keverékek Danio rerio
tesztszervezetben ZETA teszt soran 10, 20, 50, 80, 90 és 95%-os mortalitist okozo
hatasos koncentracioinal megfigyelheté Kombinacios Index (CI) értékek. Szinergista
hatas: CI <1 (félkovér), additiv hatas: 0.9 < CI < 1.1 (dolt), antagonista hatas: CI> 1,1

CI értékek az egyes hatasos koncentracio értékeken ZETA tesztben

Keverék LC1o LCx0 LCso LCago LCos
1+4 0.69264 0.73619 0.81736 0.90789 1.02217
1+6 1.68398 1.29781 0.85645 0.59318 0.41819
2+3 0.96665 0.92578 0.86082 0.80158 0.74120
2+4 0.84601 0.80156 0.73102 0.66680 0.60145
2+6 1.59711 1.44075 1.22391 1.05187 0.89463
3+4 1.17157 1.55520 2.52455 4.09916 7.07028
3+6 1.26357 1.16827 1.07037 1.02518 1.01079
4+5 0.44290 0.47358 0.53130 0.59647 0.67985
4+6 10.1787 10.7551 12.4660 15.4386 21.0339
5+6 1.44240 1.21446 0.94040 0.75863 0.61842

1+3+4 0.83114 1.02187 1.45550 2.07445 3.09158
2+3+4 1.27457 1.22140 1.13682 1.05960 0.98078
2+3+6 0.78447 0.82301 0.90464 1.00584 1.14377
2+4+5 1.20833 1.15125 1.05998 0.97610 0.88990
2+4+6 1.05223 0.98411 0.88886 0.81189 0.74036
2+5+6 1.20369 1.11058 0.97883 0.87144 0.77061
3+4+5 0.97843 1.00889 1.06477 1.12583 1.20124

2+3+4+6 0.66651 0.70634 0.78952 0.89226 1.03294

2+3+5+6 1.10187 1.04906 0.97539 0.91619 0.86103

3+4+5+6 0.99539 0.95148 0.90629 0.88625 0.88237

2+3+4+5+6 1.24385 1.28565 1.37514 1.48538 1.63220
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Antagonista, additiv és szinergista kolcsonhatasokat is sikeriilt megfigyelni a kisérletek
eredményeiben. A DCF+MTC, illetve TBZ+TRB-t tartalmazd keverékek esetében minden
koncentracional szinergizmust figyelhettiink meg, az utobbindl a koncentracido novelésével
csokkent a szinergizmus, elobbi esetében, viszont a koncentracido névekedésével erdsodott a
kolcsonhatds. Kiemelendé tovabb, hogy a DCF+MTC az egyik legkisebb hatasos
koncentraciokkal rendelkezd keverék, mely mar 3,6 mg/L-es expozicional 10%-os mortalitast
okozott. A legerdsebb szinergizmus LCio, LC20 ¢s LCs0-nél is a TBZ+TRB kombinacié adta.
Tovabba a DCF+IBU+MTC+TRB kombinacié 95%-0s mortalitdst okoz6 koncentraciojat
kivéve, szintén szinergizmust mutatott, ami a koncentracidé ndvekedésével gyengiilt.
Tekintettel arra, hogy a terbuthylazine-t nem tartalmazo DCF+IBU+MTC keveréknél csak
magas koncentraciokon (LCsos) figyelheté meg additiv hatas, ezen kiviil csak antagonizmus,
levonhaté az a kovetkeztetés, hogy a 4 tagi keverékben a terbuthylazine jatszik jelentds
szerepet a szinergia kialakitasaban.

Harom elegy, az IBU+MTC, MTC+TRB és DCF+IBU+MTC+TBZ+TRB esetében csak
antagonizmust figyelhettink meg. Mindharom esetben a koncentracio emelkedésével
novekedett az anatagonista hatas erdssége.

A legerésebb antagonizmust minden koncentraciéra vonatkoztatva a MTC+TRB

hat6anyagokat tartalmazo elegynél figyelhettiik meg.

4.6. ZETA tesztben megfigyelt szubletalis tlinetek

A mortalitas mellett szubletalis tiineteket is megfigyeltiink a tesztek soran. A tiinetek
megjelenési koncentracioit a 7. és 8. tablazat tartalmazza. Az 1. 4bra tartalmazza a gyogyszer
és peszticid hatéanyagok altalunk megfigyelt hatasait kiilon-kiilon. Perikardialis 6démat (PO
2. 4dbra A, B), szik 6démat (SZO, 2. abra A, B), szik elszinezédést (SZIK, 2. abra A, B, C),
gerinc torzulast (GT, 2. abra A, B, C) és teljes test torzulast (TTT 2. abra D, E) tudtunk
megfigyelni a tesztszervezeteken. Teljes test torzulast abban az esetben hasznaltuk, mikor
annyira torzult az embrid, hogy nem tudtuk elkiiloniteni egymastol a fenotipusos

elvaltozasokat.
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1. dbra Danio rerio tesztszervezet elvaltozasai carbamazepine (CBZ), diclofenac (DCF), ibuprofen
(1BU), S-metolachlor (MTC), tebuconazole (TBZ) és terbuthylazine (TRB) hatéanyagokra (Bock Illés 2021)

2. dabra Danio rerio tesztszervezet jellemzo szubletalis tiinetei. Perikardialis 6déma A és B, szik
odémat A és B, szik elszinezédést A, B és C, gerinc torzulast A, B és C és teljes test torzulast D és E (Bock
Illés 2021).

A vizsgalt keverékek koziil a DCF+IBU, DCF+MTC, illetve DCF+TRB esetében mar
a legkisebb vizsgalt koncentracié (3,75 mg/L keverék koncentracid, azaz 1,875
mg/L/vegyiilet) is teljes test torzulast idézett el a fejlédé zebradaniokban. Onmagaban
alkalmazva a legtoxikusabbnak tekinthet6 vizsgalt gyogyszer hatdéanyag, a DCF esetében 2,5
mg/L es koncentraciora volt sziikség, hogy ugyan ezt a tiinetet el6idézze, mig az MTC és a
TRB is kevésbé tekinthetdek toxikusnak, a kisérleteink soran 25 mg/L-es koncentracidonal
okozott (enyhébb) tiineteket.

Tilinetmegjelenés szempontjabdl a legkevésbé toxikusnak tekintheté keverék a

CBZ+TRB volt. A keveréket alkoto hatéanyagok kiilon kiilon is alacsonyabb koncentracidban
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eléidéznek szubletalis elvaltozasokat a tesztszervezetben. Osszességében elmondhatd, hogy a
expozicidra van sziikség, hogy toxikussd valjon a tesztszervezet szdmara. Ugyanakkor
érdemes megjegyezniink a CBZ+MTC kombinacié hatasat, ahol az els6 megfigyelhetd
tiinetek mar 30 mg/L-nél jelentkeznek, mig a keveréket alkoto CBZ esetében csak 96 mg/L-es
expozicional, az MTC esetében 25 mg/L-nél jelentkeztek szubletalis tiineteket.

A hatéanyag  keverékek kozott a  DCF+IBU+TRB, DCF+IBU+MTC,
DCF+MTC+TBZ, DCF+TBZ+TRB ¢és a DCF+IBU+MTC+TRB esetében s
megfigyelhettiink elvaltozasokat mar 3,75 mg/L es koncentracional, a teljes test torzulas
eloidézésére 7,5 mg/L-es koncentraciora volt sziikség. DCF+IBU+TRB kombinacio
kiemelendd, mert az emlitett 6t elegy koziil csak ennél jelent meg a farok torzulas (PO, SZO
¢és SZIK tiinetek mellett) a legkisebb vizsgalt koncentracidban. A tobbi kombinacid esetében

csak perikardidlis 6déma és szik elszinezddés volt megfigyelhetd ebben a koncentracidban.

8. tabliazat A ZETA teszt soran vizsgalt gyogyszer és peszticid hatéanyag
kombinanaciok, melyek carbamazepine-t (1), diclofenac-ot (2), ibuprofen-t (3), S-
metolachlor-t (4), tebuconazol-t (5) és terbuthylazine-t (6) tartalmaztak és altaluk okozott
szubletalis tiinetek 1. tablazata. PO perikardialis 6déma, SZO szik 6déma, SZIK szik
elszinezédés, GT 5698gerinctorzulas, TTT teljes test torzulas. A tiinetek megjelenésének
intenzitasa (+ megjelent, ++++minden egyednél megfigyelhetd).

vizsgalt koncentraciék mg/L vizsgalt koncentraciék mg/L

1+4 60 | 30 15 75 | 375 1+6 60 30 15 7,5 | 3,75
po ++++ po

SZ0 + SZ0 ++++

szik ++++ szik

GT + GT

TTT TTT

2+6 60 | 30 15 75 | 3,75 3+4 60 30 15 7,5 | 3,75
po ++++ po +H++ | H

SZ0 ++++ SZ6 ++++

szik ++++ | szik ++++

GT ++++ GT ++++

TTT TTT

2+3 60 | 30 15 75 | 375 2+4 60 30 15 7,5 | 3,75
po po +
Sz0 SZ0

szik szik +
GT GT
TTT ++++ | TTT +++
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3+6 60 | 30 15 75 | 3,75 4+5 60 30 15 7,5 | 3,75
po po ++

SZ0 ++++ SZ0

szik ++++ szik ++

GT + GT

TTT TTT

4+6 60 | 30 15 75 | 3,75 5+6 60 30 15 75 | 3,75
po po ++++

SZ0 ++++ SZ0

szik ++++ szik

GT ++H+ GT

TTT TTT

2+3+6 | 60 | 30 15 75 | 3,75 | 2+4+5 60 30 15 7,5 | 3,75
po ++++ po ++++
SZ0 ++++ SZ0

szik ++++ | szik 4+
GT ++ GT

TTT ++++ TTT ++++
1+3+4 | 60 | 30 15 75 | 3,75 | 2+3+4 60 30 15 75 | 3,75
po ++++ po ++++
SZ0 + SZ0

szik ++++ szik ++++
GT ++ GT

TTT TTT ++++

O. tablizat A ZETA teszt soran vizsgalt gyogyszer és peszticid hatéoanyag
kombinanaciok, melyek carbamazepine-t (1), diclofenac-ot (2), ibuprofen-t (3), S-
metolachlor-t (4), tebuconazole-t (5) és terbuthylazine-t (6) tartalmaztak és altaluk
okozott szubletalis tiinetek 2. tablazata. PO perikardialis 6déma, SZO szik 6déma, SZIK
szik elszinezédés, GT gerinctorzulas, TTT teljes test torzulas. A tiinetek megjelenésének
intenzitasa (+ megjelent, ++++minden egyednél megfigyelheto).

vizsgalt koncentraciék mg/L vizsgalt koncentraciék mg/L
2+4+6 60 | 30 15 7,5 3,75 2+5+6 | 60 | 30 | 15 7,5 | 3,75
po ++++ po ++++
$Z0 +++ $z0 o
szik ++++ szik ++++
GT GT
TTT ++ TTT +
3+4+5 60 | 30 15 7,5 3,75 |2+3+4+6| 60 | 30 | 15 75 | 3,75
po po ++++
SZ0 $z0
szik ++++ szik
GT +++ GT
TTT TTT +++
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2+3+5+6 60 30 15 7,5 3,75 | 3+4+5+6 | 60 | 30 | 15 75 | 3,75
po +++ |+t po ++

SZ0 +++ SZ0

szik +++ szik +++ | +++

GT +++ GT +++

TTT TTT
2+3+4+5+6 | 60 30 15 7,5 3,75

po ++++

SZ0 ++

szik ++++

GT

TTT ++++

CBz 120 | 100 50 25 12,5 DCF 10 | 5 25 | 1,25 | 0,625
po ++++ po ++++ | +++

SZ0 SZ0 ++++ |+

szik szik -

GT + GT ++++ |+

TTT TTT ++++

IBU 100 | 50 25 12,5 6,25 MTC |200|100| 50 25 12,5
po ++ po ++++

SZ0 SZ0

szik szik ++++
GT GT ++++
TTT TTT

Bz 120 | 60 30 15 7,5 TRB | 200|100 | 50 25 12,5

po ++++ |+ po ++++ | FH++

$z0 ++++ |+ sz0 ++++

szik szik

GT ++++ GT ++++

TTT TTT
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5. Kovetkeztetések javaslatok

A gybgyszer €s peszticid hatdéanyagok toxikologiai hatdsait ismertnek tekintjiik, am
atfogd okotoxikologiai tanulmény nem 4all rendelkezésre minden hatdéanyagrol, kiillondsen
nem a keverékeikrol. Gyogyszer- €s perszticid hatéanyagokat tartalmazo keverékekrdl igen
kevés az ismeretiink. Kevés publikacio foglalkozik hatdanyagok egyiittes hatasaval, még
kevesebb témaja eltérd anyagcsoportokba tartoz6 vegyiiletek (mint gyogyszer €s peszticid)
kombinalt mechanizmusa, illetve a dolgozat megirasa kozben nem sikeriilt fellelni olyan
forrast, mely eltér6 anyagcsoportba tartozd vegyliletek binarisnal nagyobb elemszamu
keverékeivel foglalkoztak. Ezért kiemelt fontossagl, hogy legalabb a kdrnyezeti elemekben
leggyakrabban detektalhatoakrol szerezziink ismereteket és azok fliggvényében alakitsuk
felhasznalasi, kezelési szabalyozasukat.

A kutatasi munka sordn tobb szinergista kdlcsonhatast is megfigyelhettiink, tobb
esetben, mint a carbamazepine és S-metolachlor kombinacio, az S-metolachlor és
tebuconazole keverék, a diclofenac S-metolachlor elegy, illetve a diclofenac ibuprofen koktél,
melyek alkot6 elemei erdsitették a toxikus hatast mindkét tesztszervezetre nézve. Igaz ez a
megallapitas a carbamazepine-t, ibuprofen-t és S-metolachlort tartalmaz6 keverékre is. A
legtoxikusabb keverékek mindkét tesztszervezetre nézve (ECio és LCio értékeket alapjan) a
DCF+IBU (2 ¢és 3,6 mg/L), DCF+IBU+TRB (2 és 4 mg/L) és DCF+IBU+MTC+TRB (2 és
4,3 mg/L) voltak. Az AVF esetében a négytagh CBZ+IBU+MTC+TRB keverék mar 1 mg/L
0ssz koncentracional 10%-os fénykibocsatas csokkenést okozott. DCF és IBU esetében ezeket
a koncentraciokat mar kornyezeti elemekben (Ashfagq et al. 2017), illetve kibocsatott
szennyvizben is kimutattak (Dusi et al. 2019).

Tovabbi aggodalomra adhat okot, hogy a terbuthylazine, mely 6nmagaban a vizsgalt
koncentraciokban nem volt toxikus az A. fischeri-re, kombindlva egyéb hatéanyagokkal
fokozta azok citotoxikus hatasat, a ZETA eredményei alapjan olyan keverék esetében is
szinergia megjelenését okozhatja, ami a TRB nélkiil csupan additiv vagy antagonista hatasu
(DCF+IBU+MTC kombinacio ZETA teszt esetében). Az Eurdpai Unié 2004-ben betiltotta az
atrazine hasznalatat tagallamaiban, mezO6gazdasagilag jelent6s szerepe miatt 2007-ig
hasznaltak egyes orszagokban, Magyarorszagon is. 2007-t6l terbuthylazine-nal helyettesitik,
Magyarorszagon a NEBIH éves szerforgalmi jelentése alapjan 2019-ben a 4. legnagyobb
mennyiségben forgalmazott hatéanyagként 309 589 kg keriilt forgalomba a szerbdl (http26).

A tobbi vizsgélt hatdanyagra gyakorolt erdsitd hatdsa az AVF kisérletekben, jelenlétében
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megjelend szinergizmus a ZETA tesztekben, tovabba E2 (17B)-6sztra-1,3,5(10)-trién-3,17-
diol) hormonhatasanak erdsitése is (Kjeldsen et al. 2013), aggodalomra adhat okot.

Igaz kisebb koncentraciokban, &m gyakorlatilag szinte allandé az dkoszisztéma Osszes
elemének kitettsége ezeknek a vegyiileteknek. A vizsgalt gyogyszer és peszticid hatdbanyagok
talajban, talajvizben sokaig perzisztalhatnak, illetve folyamatos utanpétlasuk garantalt, mivel
mindegyikbdl igen nagy mennyiséget hasznal fel a tarsadalom, igy kdrnyezeti elemekbe vald
kijutasuk gyakorlatilag megakadalyozhatatlan. Hossza tavii kombinalt hatasaik pedig még
nem tisztazottak. Megfigyelhetdé kisérleteink eredményeiben, hogy egyes kombinaciok
toxikusabbaknak bizonyultak a Danio rerio tesztszervezetre, mint az A. fischeri-re. Ilyen
kombinaciok voltak a DCF+MTC (ECio, ave= 10 mg/L, LCiozeTa= 3,7 mg/L), MTC+TBZ
(ECroavr= 12 mg/L, LCiozeTa= 8,5 mg/L) és DCF+IBU+MTC+TBZ+TRB (ECioavr= 8
mg/L, LCi0zeTa= 6,7 mg/L). Ennek a jelenségnek magyarazata lehet, hogy az AVF akut 30
perces, mig a ZETA 120 oras expozicioés idot alkalmaz, ugyanakkor a prokariota, illetve
gerinces tesztszervezetet alkalmazo két teszt eredménye kozvetleniil nem allithaté egymassal
parhuzamba. Ezért javaslom hosszitott expozicids ideji kronikus tesztek alkalmazasat, tobbek
kozott a meghosszabbitott kontaktidejii AVF tesztet, a jovobeli vizsgalatokhoz. A hatéanyag
kombinaciok Okotoxikoldgiai vizsgalatainak folytatdsa, a tesztszervezetek korének
kibdvitésével is kiemelkedden fontos. Pontos kornyezeti kockazatbecslések 1étrehozasdhoz
sziikséges eltérd taxonomiai csoportba tartozo, kiilonbozd trofitdsi szinten 1évo, eltérd
felépitésti, eltérd életformat folytatd tesztszervezetekkel torténd  Okotoxikoldgiai
teszteredmények megléte. A kornyezeti kockazatbecslések arnyaltabbak, pontosabbak
lehetnek igy a jovében. Tovabba az Okoszisztéma érzékenységét a legérzékenyebb
Osszetevdje hatarozza meg, ezért szintén fontos, hogy a tesztszervezetek korét diverzifikaljuk.
A tesztszervezetek kozé érdemes lenne bevonni egysejtes gombakat, algakat, magasabb rendi
novényeket, mint a széles korben alkalmazott aprd békalencsét, izeltlabuakat, mint Daphnia
sp., tovabba egyéb vizi allatokat, puhatestiieket, illetve egyéb halfajokat. A szinergiat kis
koncentracioban is mutatd  keverékek esetében, mint DCF+IBU+MTC vagy
DCF+IBU+MTC+TRB a hatdéanyagok hatdsmechanizmusénak és interakcidinak molekularis

szintll vizsgélatait is érdemes megfontolni.
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6. Osszefoglalas

Az emberiség altal alkalmazott xenobiotikumok multikomponens-keverékként vannak
jelen a kornyezetben, egyiittes 6kotoxikoldgiai hatasaikrol azonban még nem rendelkeziink
elegendé ismerettel. A kornyezetbe jutd xenobiotikumok két igen jelentGs csoportjat a
gyogyszer- és peszticid hatéanyagok jelentik. Kutatasi munkam célkitlizése volt a kornyezeti
elemekben gyakran detektalhaté harom gyogyszer- (carbamazepine - CBZ, diclofenac - DCF
¢s ibuprofen - IBP) és harom peszticid hatéoanyag (S-metolachlor — MTC, tebuconazole — TBZ
¢s terbuthylazine - TRB) egyiittes bioldgiai hatasanak vizsgalata 6kotoxikologiai tesztekkel,
tovabba a vegyiiletek kozott jelentkezd szinergista, additiv és antagonista kolcsonhatasok
megallapitasa. Az alkalmazott 6kotoxikologiai tesztek kivalasztdsa soran szempont volt, hogy
a tesztszervezetek eltérd trofitasi szinteket képviseljenek, igy komplexebb képet kaphassunk a
vizsgalt keverékek biologiai aktivitasarol.

A hazai ¢és kiilfoldi szakirodalom feldolgozasa soran atfogd képet kaptam a vizsgalt
hatéanyagokrdl. Dolgozatomban bemutatom felhasznalasukat, nem célszervezetekre
gyakorolt hatdsukat, kornyezeti elemekbe vald kijutdsuk 1tjat, kornyezeti sorsukat,
degradaciojukat.

A vizsgalatokba bevont mikroszennyezd anyagok citotoxikus hatasat kiilon-kiilon és
minden lehetséges, 2-t61 6 komponenst tartalmazé 57 kombinaciojat megvizsgaltam Aliivibrio
fischeri (AVF) szabvanyos akut, 30 perces kontakt idejii biolumineszcencia gatlasi teszttel. Az
AVF tesztekben legkifejezettebb szinergidt és toxicitast mutatd 21 kombinaciodt az alternativ
gerinces tesztszervezeten, a Danio rerio-n alapuldo modszerrel, a zebrafish embryio toxicity
assay-vel (ZETA) is megvizsgaltam. A ZETA tesztekben 5 napos expoziciot kovetden
mortalitds mellett szubletalis tiineteket is megallapitottam, mint perikardialis 6déma,
szikddéma, szik elszinezddés, gerinctorzulas (azokban az esetekben, melyekben a szubletalis
tiinetek mar nem voltak elkiilonithetdek teljes test torzuldst allapitottam meg). A vizsgalt
hatéanyagok egyiittes toxikoldgiai hatdsait Kombinacidés Index modszerrel, CompuSyn
program segitségével vizsgaltam.

A keverékek AVF tesztel torténd vizsgalata soran 19 keverék esetében irhattunk le
szinergizmust, ezek kozil 8 esetben mar a legkisebb megfigyelt 10%-os hatasos
koncentracioban (2-12 mg/L) szinergia volt mérheté. A terbuthylazine 6nmagaban nem volt
toxikus az A. fischeri tesztszervezetre, ezért vizsgalt elegyei esetében nem allapithattunk meg
szinergizmust, additiv vagy antagonista kolcsonhatast, ezekben az esetekben egyedi toxicitas-

er6sitd hatasrol beszélhetlink, melyet szdzalékosan fejeztem ki (a vele kombinacidban
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crer

is ugyanazt a hatast eredményezzék, mint TRB jelenlétében). A terbuthylazine két eset
kivételével mindegyik keverékben 10%-os effektiv koncentracioig, illetve harom eset
kivételével 50%-o0s effektiv koncentracidig fokozta a keverékekben jelen 1évé hatdéanyag(ok)
toxicitasat. A ZETA tesztek esetében onmagaban vizsgalva a diclofenac volt a legtoxikusabb,
10%-o0s effektiv hatast mar 2,3 mg/L-es koncentracional elért. 15 kombinacional
figyelhettiink meg szinergizmust, ezek koziil 6 esetben mar 10%-os hatdsos szinten, ami
DCF+MTC, DCF+IBU+TRB ¢s DCF+IBU+MTC+TRB kombinaciok esetén 3,7, 4, illetve
4,3 mg/L koncentraciot jelentett.

A tovabbiakban javaslom a vizsgalt gyogyszer- és peszticid hatdbanyagok és keverékeik
vizsgalatainak folytatasat kronikus tesztekkel a hosszu tavu hatasaik felderitése érdekében.
Javaslom tovabba a tesztszervezetek korének bovitését eltérd trofitasi szintekhez tartozo,
minél tobb és diverzebb életmodu és taxondmiai csoportba tartozd tesztszervezettel. Az igy
nyert eredmények hozzajarulhatnak a kornyezeti elemekben gyakran detektalhato

mikroszennyezd keverékek pontosabb kornyezeti kockazatbecslésekhez.
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8. Koszonetnyilvanitas

Szeretném kifejezni halas koszonetem témavezetéimnek Dr. Hahn Juditnak, hogy
idejét, energiajat és tlirelmét nem kimélve odaadodan segitett munkam minden teriiletén és

Koszonettel tartozom az Akvakultira és Kornyezetbiztonsagi Intézet munkatarsainak a
vizsgalatokban ¢és kisérletekben nyujtott segitségért.

A kutatomunkat az Innovacios €s Technologiai Minisztérium tdmogatta a Tématertiileti
Kivalosagi Program 2020, Nemzeti Kihivasok Alprogram (TKP2020-NKA-16) és a 2020-
1.1.2-PIACI-KFI-2021-00239 projektek tdmogattadk. A kutatds Az Innovacios €s Technologiai
Minisztérium UNKP-20-4-11 és UNKP-21-4 kodszami Uj Nemzeti Kivalosag Programjanak a

Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és Innovacios Alapbdl finanszirozott szakmai tdmogatasaval

készult.” =wsmpe =
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A xenobiotikumok multikomponens-keverékekként vannak jelen a kdrnyezetben, azonban a
vegyiiletmixek 0kotoxikologiai hatasairdl még kozel sem elegenddek az ismereteink. Az utdbbi
masfél évtized alatt tobb, mint 1000 kiilonbdzdé keverék toxikoldgiai, Okotoxikologiai
vizsgalata tortént meg, ezek kétharmada azonban 2 komponensnél tobbet nem foglalt magaba.
Kutatasi munkam célkitlizése a kornyezeti elemekben gyakran detektalhaté harom gyogyszer-
(carbamazepine - CBZ, diclofenac - DCF, ibuprofen - IBU) és harom peszticid hatéanyag (S-
metolachlor - MTC, tebuconazol - TBZ, terbuthylazine - TRB) egyiittes biologiai hatasainak
okotoxikologiai tesztekkel torténd vizsgalata, valamint a vizsgdlatok soran nyert adatok
segitségével a vegyliletek kozott jelentkezd szinergista, additiv €s antagonista kdlcsonhatasok
megallapitasa volt. Az o6kotoxikologiai tesztek kivalasztasa sordn szempont volt, hogy eltérd
trofitasi szinteket képviseljenek a tesztszervezetek.

A szabvanyos akut, 30 perces kontaktidejii Aliivibrio fischeri (AVF) biolumineszcencia gatlasi
teszttel megvizsgaltam a hatéanyagok és minden lehetséges (2-t61 6 komponenst tartalmazo)
kombinaciojuk citotoxicitasat. Az AVF tesztben szinergiat, toxicitas-erdsitést mutato
keverékeket a tovabbiakban az alternativ gerinces Okotoxikologiai tesztszervezetet, a Danio
rerio-t (zebradanio) alkalmazé zebrafish embrio toxicity assay-vel (ZETA teszt) szintén
vizsgaltam, mely sordn 5 napos expoziciot kovetden a mortalitdst és szubletalis tlineteket
(perikardialis 6déma, szikddéma, szik elszinezddés, gerinctorzulas) allapitottam meg. Az
vizsgalt hatéanyagok egyiittes toxikoldgiai hatasat Kombinacios Index modszerrel, CompuSyn
program segitségével vizsgaltam.

Az AVF teszt soran 19 keverék esetben volt szinergizmus megfigyelhetd. Ezek koziil 8 esetben
mar a 10%-o0s hatasos koncentracion (2-12 mg/L) szinergia volt mérhetd. A TRB 6nmagéban
nem volt toxikus, ezért az ezt tartalmazo keverékek esetében egyedi toxicitas-erdsitd hatasrol
beszélhetiink, melyet %-ban fejeztem ki. 3 keverék kivételével az 50%-os hatdsos
koncentracidig a TRB minden esetben novelte a vele keverékben szerepld vegyiilet(ek)
toxicitasat. A ZETA tesztek alapjan Onmagaban a diclofenac volt a legtoxikusabb.
Szinergizmust 15 kombinéacional figyelhettiink meg, ezek koziil 6 esetben mar 10%-os hatdsos
szinten, ami a DCF+MTC, DCF+IBU+TRB és DCF+IBU+MTC+TRB esetében minddssze
3,7, 4, illetve 4,3 mg/L koncentréaciot jelentett.

A tovabbiakban a vizsgalt gyogyszer- €s peszticid hatdanyagok és keverékeik vizsgalatainak
folytatasat javaslom kronikus tesztekkel és mas trofitasi szintet képviseld szervezetekkel. Az
igy nyert eredmények hozzajarulhatnak a gyakran detektdlhato mikroszennyezd keverékek
pontosabb kornyezeti kockazatbecsléséhez.



