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Osszefoglalas

Vizsgalataink f6 célja egy viztisztitasi melléktermék, a 3-amino-9-etilkarbazol (3A9EC) akut és
szub-kronikus toxikus hatasainak felderitése volt zebradaniéo modellszervezeten.

Az els6dlegesen alkalmazott teszt egy modositott OECD 236-0s embridtoxikologiai vizsgalat volt,
amivel az anyag altalanos toxikus hatdsait lehet tanulmanyozni. Az eredmények alapjan
elkészitettiink egy négy napos expozicié utani LC (letalis koncentracié) gorbét, valamint
meghataroztuk a hozza tartozo LCso illetve LCyo értékeket. A teszt soran a mortalitds mellett a
Kiilonbozo szubletalis tiineteket is megfigyeltiik.

A kapott akut eredmény alapjan a kisérletek masodik szakaszaban a vizsgalt anyag szubkrénikus
hatésait vizsgaltuk egy 33 napig tarto vizsgalat soran. A két alkalmazott koncentraciot az OECD
236-0s tesztje alapjan kapott 72 oras LCio érték alatt hataroztuk meg. A teszt végére csak az
alacsonyabb koncentracio esetén maradtak életben egyedek, melyek mindegyikén megfigyelhetdok
voltak méretbeli kiilonbségek ¢€s jellemz6 volt a pigmenthiany a kontroll csoporthoz viszonyitva.
A vizsgalatokat harom traszgenikus zebradanié vonalon folytattuk. A teszt soran megfigyelhetd
volt a 3A9EC ér- és idegrendszer, valamint vese karosito hatasa a larvak 72 oras allapotaban.

Az eredmények toxikoldgiai szempontbdl komplex informéciot szolgaltatnak a 3A9EC viztisztitasi
melléktermékekkel kapcsolatban, valamint megéllapithatd, hogy sziikséges az anyag tovabbi
toxikologiai vizsgalata, mert hosszan tartd fogyasztasa karos lehet az €16 szervezetekre, igy az
emberre is.

Kulcsszavak: viztisztitasi melléktermék, toxikologia, zebradanio

Investigation of effects caused by water disinfection byproduct (3-Amino-9
ethylcarbazole) on zebrafish using toxicological tests and gene expression analysis

Abstract

The aim of this study was the investigation of toxic effects of 3-Amino-9 ethylcarbazole (3A9EC)
water disinfection byproduct. Tests were carried out according to the modified OECD
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(Organisation for Economic Cooperation and Development) guideline (No. 236) in order to detect
the acute and sub-chronic toxic effects of 3A9EC.

At the end of exposure, LC50 and LC10 values for embryo mortality were determined.

Next, a subchronic assay of 33 days was conducted to study the lethal and sub-lethal effects of
3A9EC on the early life stage of zebrafish. On the basis of acute test results, embryos were exposed
to two test concentrations below the 72h LC1o. At the end of the test, only those individuals survived
which were treated with the lower concentrations of 3A9EC. Treated embryos showed
developmental malfunctions, differences in size and depigmentation compared to the control
group.

To observe vascular and nervous system effects, experiments were conducted on three transgenic
zebrafish lines. Impairments were only detected in 72 hours post fertilization (hpf) larvae.
However results provide complex information on the toxic effects of 3A9EC, it seems that the
substance could be potentially harmful to living organisms including humans, so further
experiments are needed.

Keywords: zebrafish, toxikology, water disinfection byproduct

Irodalmi attekintés

A megfelelé mindségl ivoviz nélkiilozhetetlen az emberi szervezet szamara. Az ivoviz
megfeleld mindségének elérése érdekében a legfontosabb 1épés a fertdtlenités, mivel az emberre
karos mikroorganizmusok csak igy pusztithatdak el, azonban az eljaras soran kiillonb6z6é emberi
egészségre veszélyes viztisztitasi melléktermékek keletkeznek. A klor és vegyiiletei hozzaadasaval
torténd fertStlenités az egész vilagon széles korben elterjedt, koltséghatékony vizfertotlenitési
modszer (Cantor és mtsai, 1988).

A fertOtlenités soran keletkezd vegyiileteknek a szamat hatszaz felettire becstilik
(Richardson, 2002), melyek koziil csak kevés anyag toxikologiai vizsgalatat kezdték meg, igy nem
lehet minden anyagra hatarértéket bevezetni. A viztisztitasi melléktermékek esetében is
ugynevezett ,,jelz6” vegyiiletekre allapitottak meg hatarértékeket, melyek tobbnyire vegyiilet
csoportjuk legnagyobb mennyiségben jelen 1évé képviseldi. Azonban vannak olyan vegyiiletek,
melyek nem esnek szabalyozas ald, ezek kozott szerepelnek jodos savak, bromo-nitrometanok,
jodo-trihalometanok, halofuranonok, halopirrolok, halokinonok, haloamidok, haloaldehidek,
halonitrilek és nitrozaminok (Woo és mtsai, 2002). A melléktermékek hatasanak az emberi
szervezet egész ¢élete folyaman ki van téve. Bekerlilhet a szervezetbe szajon keresztiil, bOron at
illetve belélegzés utjan (Lin és mtsai, 2000). Ezek a vegyiiletek reprodukcios képességet
befolyasold, mutagén vagy karcinogén hatastiak is lehetnek, ezért nagyon fontos a vizek
mindségeének vizsgalata. A kémiai vizsgalatok mellett sziikséges a biologiai tesztek alkalmazésa is
(Nieuwenhuijsen és mtsai, 2009).

A viztisztitds soran keletkez0 melléktermékek kapcsan felmeriild veszélyek vezettek a
vegyltiletekkel kapcsolatos tovabbi kutatasokhoz, melyekben in vivo és in vitro toxikologiai
modelleket alkalmaznak. Laboratoriumi halakat széles korben alkalmaznak a biologia és az orvos-
kutatas kiilonboz0 teriiletein, valamint a toxikoldgiai tesztek soran (Berghmans és mtsai, 2005). A
legtobb vegylilet, amely rakkeltd ragcsalokban €és emberben, lathatdé tumor képzdédést okoz
halakban, és az okozott rosszindulati daganatok gyakran ugyan ott jelennek meg, mint mas
fajokban (Simon és Lapis, 1984). A kedvezo bioldgiai jellemzOk miatt a zebradanio (Danio rerio)
a leggyakrabban hasznalt halfaj a toxikoldgiai tesztekben. Hormonhatasii anyagok ¢és
anyagkeverékek karos hatdsainak vizsgalatara is egyre tObbszor alkalmaznak transzgénikus
vonalakat. A traszgenikus vonalak alkalmazasaval lehetdség nyilik egy anyag bizonyos szervekre
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kifejtette toxikus hatasanak vizsgalatara. Vizsgalhatdo egy anyag ér- és idegrendszer, vese ¢€s
majkarosito hatasa. Alkalmazasukkal pontosabb informaciokat kaphatunk egy-egy vegyiilet in vivo
hatasarol.

Mivel az Aaltalunk valasztott viztisztitasi melléktermék hatadsa jelenleg teljesen ismeretlen,
vizsgalatom célja, a 3-amino-9-etilkarbazol hatasanak felderitése volt, kiilonb6z6 toxikologiai
modszerek alkalmazasaval.

Anyag és modszer

Kiserleti allomany bemutatasa és tartasi kortilményei

A beoldasi vizsgalatok soran, ugy tapasztaltuk, hogy a 3-amino-9-etilkarbazol (3A9EC) nem
oldodik jol vizben, azonban dimetil-szulfoxid (DMSO) olddszer alkalmazasaval fel tudtuk oldani.
Vizsgélatainkhoz egy vad tipusu AB, valamint harom kiilonboz6 traszgenikus vonalat alkalmaztunk.
Az anyahalakat alland6 atfolyast biztosito recirkulacios rendszerben, 10 6ra sotét és 14 ora vilagitasi
ciklusban tartjuk (ZebTec, Tecniplast Inc.). Ivar szerint szétvalogatva 3 literes medencékbe 30-30
egyed keriil elhelyezésre. A viz 25+0,5 °C-os, a pH 7,4+0,2, a vezetoképesség 525+50 uS volt. Napi
kétszer kapnak szaraz tapot, illetve hetente két alkalommal sorakot (Artemia salina).

Vad tipus, kifejezetten laboratoriumi vizsgélatokra eldallitott allomany, mely a Streisinger altal
hasznélt allomany utddaibol szdrmazik. Ahhoz, hogy a vonal megbizhatéan hasznalhato legyen
laboratoriumi vizsgalatokra, mentesiteni kellett bizonyos betegségektdl és letalis mutacioktol, melyet
tbb kiilonbozo specialis keresztezési eljaras altal értek el. Igy alakult ki a ma vilagszerte alkalmazott
kiilonféle laboratoriumi vizsgalatokra alkalmas AB vonal.

Az egyik kettés transzgenikus vonalat a kovetkez6 konstrukciokkal hoztak 1étre: a GATA-1
(Yaqoob és mtsai, 2009); a z6ld fluoreszcens fehérjét kodolo gént (GFP) elé pedig a Fli-1 gén
transzkripcios start helyét épitették (Lawson és Weinstein, 2002). A voros fluoreszeens jel a vérsejteket
jeleniti meg, a zold fluoreszcens jel pedig az érfalat. A transzgenikus vonal segitségével jol vizsgalhato
a kiilonb6z6 anyagok vérképzo szervekre és vérsejtekre gyakorolt hatasa.

A masik két fluoreszcens fehérjét egy idében hordozé vonalban a zold fluoreszcens fehérjét
kodolo szakasz el6tt a neurogenin-1 gén promoter régioja és a szabalyozo szekvenciaja van, mig a
voros fluoreszcens fehérjét kodolo szakasz eldtt a nesztin gén promoter régidja. Mivel a transzgenikus
vonalban a voros és/vagy zold fluoreszcens fehérje az idegszovetben fejezodik Ki, jol hasznalhatod
toxikus anyagok idegszovetre kifejtett karos hatasainak in vivo vizsgalatara Az osztodo idegsejteket
jeloli a vorés riportergén. A neurogenin-1 gén az idegi lemez kialakulasa soran az elsédleges
neurogenezis, a primer neuronok differencialddasanak helyét jelzi, halakban komplex mintazatot
mutat. (Blader és mtsai, 2002).

A Wilm’s tumor szupresszor gén (WT1) egy cink-finger transzkripcios faktort kodol, amely
elsdsorban a vese fejlédésében jatszik fontos szerepet. A harmadik altalunk alkalmazott vonalban a
WTL1 és WT2 szabalyzo régiokhoz kapcsolt zold fluoreszcens fehérje segitségével vese-specifikus
transzgenikus vonalat hoztak létre. A zo6ld riportergén a kopoltyut és a vesét jeleniti meg. A vonal
segitségével a vesében bekovetkezo elvaltozasok figyelhetdk meg (Bollig és mtsai, 2009).

FET (Fish Embryo Acute Toxicity, No. 236)

Az alkalmazott teszt egy modositott OECD 236-0s szamu Fish Embryo Acute Toxicity Test
(FET) volt (OECD 2013), amivel az anyagok altalanos toxikus hatésait lehet tanulmanyozni. A teszt
elvégzéséhez frissen megtermékenyiilt vad tipusi AB vonalbol szarmazé ikrakat hasznaltunk,
amelyeket egy 24 lyuku szovettenyészto plate-be helyeztiink tigy, hogy egy lyukba egy embri6 keriilt.
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Koncentracionként 20 egyeddel dolgoztunk. A vizsgalat alatt az embridkat inkubatorban tartottuk, 25,5
°C-0n, 72 6ran keresztiil. A teszt soran alkalmazott koncentraciok az aldbbiak voltak: 1 mg/l; 2 mg/l;
2,5 mg/l; 3 mg/l; 3,5 mg/l; 4 mg/l; 4,5 mg/l; 6 mg/l; 8 mg/l. A teszt kozben nem csak a mortalitast
figyeltiik, hanem a 72. oraban feljegyeztiikk az esetleges tiineteket is. Ennek vizsgalata egy
fénymikroszkop (LEICA M250FA, 20x, 21,0ms) segitségével tortént, amivel a 72. 6raban fényképeket
készitettiink az egyedekrol. A teszt eredményeként dozis hatas gorbét készitettiink a GraphPad Prism
6.01 szoftver segitségével, amivel meg tudtuk hatdrozni az LCso és az LCyo értékeket a 72. draban.

Hosszu tavu vizsgalat

A vizsgalat soran iranyad6 volt az OECD szabvany. A teszt elvégzéséhez vad tipusa AB
vonalbdl szarmazo ikrékat hasznaltunk. A kdvetkez0 alkalmazott vizsgalatnal egy 33 napig tarto tesztet
végeztiink, amivel a letalis és a szubletalis hatdsokat tudtuk vizsgalni az adott tesztszervezet korai
¢letszakaszara. A teszthez frissen megtermékenylilt és ép ikrakat hasznaltunk és a teszt a keléstol
szamitott 30 napig tartott.

A két alkalmazott koncentraciot (2 mg/l és 0,25 mg/l) a FET teszt alapjan kapott 72 6ras LCio
érték segitségével hataroztuk meg, mely egy OECD szabvany 210-es szamu teszt szerinti két végpontot
jelol. A kezelt csoportok mellett volt egy kontroll és egy olddszeres (DMSO) kontroll is. Csoportonként
két ismétlésben, 50-50 ikraval inditottuk a kisérletet és napi oldatcserét alkalmaztunk. A kezelés els6 5
napjan 5 cm-es Petriben tortént a nevelés, majd 10 cm-es Petribe helyeztiik 6ket. A 11. kezelési napon
pedig 1 literes szaporitd edényekbe folytattuk a vizsgalatot. Az egész kisérlet alatt inkubatorba tartottuk
az ikrakat, 25,5 °C -on. A teszt alatt a kisérleti allomany féreg ¢s kisméretli haltap keverékét kapta.

Traszgenikus vonalakon végzett kisérletek

A vizsgélatba a korabba emlitett hdrom traszgenikus vonalat vontunk be, hogy felderitsiik mi
okozta a hosszu tava tesztnél a 2 mg/l-es kezelési koncentracié hatasara a korai elhullast, mivel
fenotipusos elvaltozast nem lattunk. A kiilonboz6 vonalakkal azt vizsgaltuk, hogy lathato-e szervi
elvaltozas a kezelés hatasara. A harom valasztott koncentraciot a korabbi teszt alapjan valasztottuk ki.
A legmagasabb koncentraciot (4 mg/1) ugy valasztottuk, hogy mar lattunk a FET-teszt soran a kezelés
hatasara kialakulo fejlddési rendellenességet, a masik két kezelési koncentraciot (2 mg/l, 1 mg/l) pedig
a hosszu tavu teszt eredményei alapjan. A teszthez frissen megtermékenyiilt és ép ikrakat hasznaltunk
¢s a teszt a keléstdl szamitott 72 oraig tartott. Az eredményeket vizualisan értékeltiik.

Eredmények és értékelés

FET-teszt eredménye

A kontroll és oldoszeres kontroll csoportban tartozkodd egyedek kozott nem tortént pusztulds
a 72. oraig, valamint a képen is jol latato, hogy az egyed fejlettségi szintje megfeleld és nem figyelhetd
meg torzulas az allatokon. Az anyag hatdsa azonban mar a legkisebb kezelési koncentraci6 esetében
megfigyelhetd volt. A magasabb koncentracié felé haladva egyre tobb fejlddési rendellenességet
detektaltunk. A vizsgalat sordn, az egyedeken pigmenthiany, szikodéma, hematéma, valamint fej és
farok torzulas volt megfigyelhet6 (1. dbra).

A 3A9EC anyaggal elvégzett FET-teszt alapjan dozis-hatas gorbét készitettiink, amin az adott
koncentracidhoz tartozo mortalitast abrazoltuk a 72. 6raban (2. dbra). Az eredmények alapjan szamitott
72 6ras LCsp érték 3,891 + 0,265 mg/l volt, mig az LCao érték pedig 2,154 + 0,254 mg/1.
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1. dbra: Kezelet embriok mikroszkopos képe: A 3A9EC FET-tesztje soran a 72. 6raban
készitett képek

. Kontroll csoport

Figure 1: Images of treated larvae: Images of larvae after treated by 3A9EC during FET test in
72" hour

2. abra: Dozis-hatas gorbe: FET-teszt eredményeként kapott letalis koncentracio gorbe a
72. 6raban (3A9EC)

Dézis-hatas gorbe (3A9EC)

1004

Mortalitas[%]

50+

0 2 4 6 8 10
Koncentracié[mg/l]

Figure 2: Dose-response curve: Lethal concentration curve in 72" hour based on results of FET
test (3A9EC)
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Hosszu tavu vizsgalat eredménye

A tovabbi vizsgalatokhoz a FET-teszt alapjan szamolt 72 6ras LCio (2,154 £ 0,254 mg/1)
értékre alapozva hataroztuk meg a 33 napos teszt soran alkalmazott koncentraciokat (2 mg/l, 0,25
mg/l). A 33 nap soran minden nap feljegyeztiik, hogy az adott napon hany egyed pusztult el. A
kontroll csoportban €s az oldoszeres kontroll csoportban az sszes elhullas a kelést kovetd 30 nap
alatt nem érte el a 20 %-ot. A kezelési csoportokban csak az alacsonyabb koncentracio esetében
maradtak életben egyedek (72%) a teszt végére. A 2 mg/l esetében pedig mar a 6. napon elpusztult
minden egyed (3. dbra). Az életben maradt kezelt egyedek mérete kisebb volt a kontroll csoport
egyedeihez viszonyitva, valamint jellemzd tiinet volt a pigmenthiany.

3. dabra: Hossz tavu teszt: 33 napos teszt napi pusztulasa (3A9EC)

Hosszu tava vizsgalat eredménye

120

100

)

E 80 @t K ONtO

[72]

s

= 60 @=fil== K ontroll (DMSO)
8

1S

E" 40 i 0,25 Mg/

20 2mg/l

1234567 8 9101112131415161718192021222324252627282930313233

Termékenyiilést kiveto eltelt napok szama

Figure 3: Long-term test: Daily mortality during 33-day test

Transzgenikus zebradanio vonalakon végzett kisérletek eredménye

A kisérletek soran olyan kezelési koncentraciokat alkalmaztunk, melyek a korabbi
vizsgalatokban (FET) fejlédési rendellenességeket okoztak. A vizsgalat folyaman megfigyelt
elvaltozasokat a 4. dbra mutatja, melyeket vizualis kiértékelés alapjan kaptunk. A vér és érrendszer
transzgenikus egyedek vizsgalata soran az anyag két magasabb koncentracidja esetében figyeltiink
meg nagyobb elvaltozasokat. ElsOsorban a feji részén keletkeztek kisebb-nagyobb kiterjedésii
véromlenyek, valamint a szelvény kozotti erek egy része a vérsejtek szamara nem volt atjarhato. A
kozponti idegrendszer morfologidjaban nem talaltunk eltérést, azonban az agyban az oszt6do
sejteket jelold voros fluoreszcens jel eréssége bizonyos teriileteken magasabb volt a kontroll
csoportban észlelt jel erdsségéhez viszonyitva. A vese-transzgenikus vonalon a két magasabb
koncentraci6 esetében, a riporter gén kifejez0désének csokkenése volt megfigyelhetd a
kopoltytiveken.
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4. abra: Transzgenikus embriokon végzett vizsgalatok eredményei (3A9EC)

3A9EC 4mg/l  2mg/l 1mg/l

véromlenyek kialakulasa
érfejlodési zavarok
eltérés az 0sztddo idegsejtek szamaban

X
X

X X X X
X X X X

vesefejlddési rendellenességek
Figure 4: Results of trasgenic embryos treated by 3A9EC

Kovetkeztetések és javaslatok

A FET-teszt soran, mar a legalacsonyabb koncentracional (1 mg/l) megfigyelhet6 volt enyhe
pigment hidny, mely a magasabb koncentracio fel¢ haladva egyre fokozodott. A vizsgalat folyaméan
szamos fenotipusos elvaltozas volt megfigyelhetd mar az alacsony koncentracioknal is. Az anyag
hosszi tavu vizsgélata sordn annak ellenére, hogy LCio érték alattiak voltak a kezelési
koncentraciok, csak az egyik kezelt csoportban maradtak életben egyedek. Ennek oka feltehetéen
az anyag hatdsira a szervekben bekdvetkezd kéarosodas, melyek fenotipusos elvaltozasként a
hosszu tava teszt soran nem voltak lathatdéak, a vizualis értékelés soran. Ezen feltételezés
alatamasztasa érdekében vontuk be a vizsgalatokba a transzgenikus vonalakat.

A transzgenikus vonalon végzett vizsgalatok alapjan megallapithatd, hogy az anyag
kedvezotleniil befolyasolja az ér- és idegrendszer fejlédését, valamint a vese transzgenikus vonalon
is megfigyelhetd volt a kezelés hatasa. Az idegrendszer esetében sejtosztodast befolyasold hatas
volt megfigyelhetd. A transzgenikus vonalak koziil csak a neurogenin-nesztin vonal alkalmas a
megfeleld sejtosztodas vizsgalatara, azonban ez nem jelenti azt, hogy a sejtosztédas megvaltozasa
csak ezt a szOvetet érinti, ezért tovabbi vizsgalat sziikséges.

Az eredmények aldtdmasztasa érdekében molekularis vizsgalatot fogunk elvégezni qPCR
segitségével, ahol olyan géneket fogunk vizsgalni, amelyek fontos szerepet toltenek be az egyes
szervek megfeleld fejlodése €s mitkodése soran. Tervezziik tovabba, egy bovitett 33 napos teszt
elvégzését, tovabbi harom kezelési csoport bevondsaval, melyet mar az OECD 210-es szamu
szabvany alapjan fogunk elvégezni. Ez a vizsgalat alkalmas egy ismeretlen hatasti anyag letalis és
szubletalis hatasanak értékelésére.

Az eredmények alapjan megéllithat6, hogy sziikséges az anyag tovabbi vizsgalata, mert
hosszan tart6 fogyasztasa karos lehet az €16 szervezetekre, igy az emberre is.
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