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MX - zwiazek o silnej aktywnosci mutagennej

Zwiazek wykazujacy niezwykla aktywnos¢ mutagenna, czyli
3-chloro-4-(dichlorometylo)-5-hydroksy-2(5H)-furanon, znany
w literaturze jako MX, po raz pierwszy wyizolowano z chloro-
wanej pulpy drzewnej, a nastepnie stwierdzono jego obecnogé
w wodzie do picia [1-3]. Wykazano, ze MX powstaje réwniez
podczas chlorowania $ciekéw biologicznie oczyszezonych [4-6].
Takze chloraminowanie wody generowalo jej aktywnos§é muta-
genna, ktéra co prawda poddawata si¢ dzialaniu protein (S9 mix,
BSA, glutation), ale w znacznie mniejszym stopniu niz roztwory
MX [7]. Stan wiedzy dotyczacy MX do roku 1992 zostat przed-
stawiony w artykule przegladowym [8]. Celem niniejszej pracy
bylo omdwienie dalszego postepu w badaniach nad wlagciwoscia-
mi MX oraz przedstawienie wynikéw badan przeprowadzonych
po raz pierwszy w Polsce.

Aktywnos§¢ mutagenna MX jest tak wysoka, 12 mozna ja tylko
poréwnywac z aktywnoscia przejawiang przez aflatoksyny [9].
Ta witasnie aktywnos$¢ i powszechna obecnosé MX w wodach do
picia [8] sklonily Swiatowa Organizacje Zdrowia (WHO) do
umieszczenia tego zwiazku na liscie potencjalnie szkodliwych
dla czlowieka produktéw ubocznych procesu dezynfekeji [10].
Jednak brak odpowiednich danych do$wiadczalnych uniemozli-
wia wyznaczenie zalecanej, dopuszczalnej wartosci stezenia MX
w wodzie do picia. MX odpowiedzialny jest za okoto 30+60%
aktywnosci mutagennej ekstraktéw wody pitnej [11-13]. Nasuwa
sig wigc pytanie, jakie zwiazki odpowiadaja za pozostate 40+70%
aktywnosci? Czy jest to stosunkowo liczna grupa zwiazkéw
o Sredniej aktywnosci, czy tez kilka zwiazkéw o stosunkowo
wysokiej aktywnosci mutagennej? Czy sa to zwiazki pokrewne
2z MX [12}? Przebadano wiele polaczeri z rodziny furanonéw,
zwiazkdw zblizonych struktura do MX [11,13-15], lecz jedynie
bromowane analogi MX wykazuja aktywno$é mutagenna poréw-
nywalng z MX [11], cho¢ doniesienie to nie zostato dotychczas
potwierdzone przez innych autor6w. Stwierdza sig, ze mutagen-
nos¢ BMX jest nizsza niz MX, a poza tym zwiazki te sa bardzo
nietrwate [35]. Dotychczasowe doniesienia wskazuja, Ze nie ma
wyraznej korelacji pomigdzy OWO a ilo§cig generowanego MX
[17]). Natomiast istnieje wyrazna zalezno$é miedzy iloScia MX
a pH reakcji: im nizsze pH chlorowania tym wigcej powstaje MX
[18]. Podobng zaleznos¢ generowania MX od pH zaobserwowano
przy chlorowaniu fenoli i zwiazkéw strukturalnie pokrewnych
[19]. Zdolno§é powstawania MX w trakcie chlorowania fenoli
jestpodobna do wydajnosci otrzymywania MX przez chlorowanie
tyrozyny [20]. Obnizanie wiec pH w celu zmniejszenia ilosci
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w wodzie do picia

generowanych trihalometanéw (THM) ma wiec swoje drugie
oblicze. Badano takze sezonowe wahania stezenia MX i choé
zauwaza si¢ réznice w réznych porach roku to nie uktadaja sig
one w powtarzalna korelacje [21].

Stabilno§é¢ MX w wodzie zalezy nie tylko od pH ale takie od
temperatury [4,21]. Gotowanie wody zawierajacej MX zdecydo-
wanie zmniejsza jego steZenie, podobnie naswietlanie promienia-
mi UV oraz obecnosé NazSO3 [4]. W dziedzinie analityki MX
wykazano wyzszo$¢ wysokorozdzielczej spektrometrii masowej
nad niskorozdzielcza [9]. Proponuje sie derywatyzacje MX alko-
holem pentafluoropropylowym [5,16]. R6wniez analiza MX przy
pomocy GC/ECD jest okolo 3,5-krotnie czulsza niz po metylacji
[5,16].

Zwrécié takze nalezy uwage na prace nie dotyczace bezposred-
nio MX, ale zwigzku o zblizonej strukturze, tj. kwasu mukochlo-
rowego. Wykazano, iz miedzy nukleozydami akwasem mukochlorowym
dochodzi do reakeji i utworzenia nowych produktéw [26-28]. Bio-
logiczne znaczenie tego odkrycia nie jest jeszcze znane.

Trwaja takze poszukiwania zwiazkéw pokrewnych MX, ktére
wykazywalyby zblizona aktywno$é mutagenna. Jednak mimo
przetestowania szeregu zwigzkéw o strukturze furanonu dotych-
czas nie znaleziono substancji o tak wysokiej aktywnosci muta-
gennej jak MX [13,28,29]. Szereg z tych pochodnych wykrywa
sig takze w wodzie pitnej w stezeniach 1+45 ng/dm” [13], a wiele
z nich wykazuje aktywnos$¢ mutagenng od umiarkowanej do
wysokiej. Dowiedziono takze, Ze struktury liniowe (izomery
liniowe badanych furanonéw) sa mniej aktywne mutagennie niz
analogi furanonowe [29]. Mutagennosé furanondw gléwnie zale-
zy od obecnosci grupy hydroksylowej [29]. Wskazywano takze
na istotna role pierscienia furanonowego oraz grupy dichlorome-
tylowej przy weglu C-4 [14,30].

Do badania oddziatywari zwiazku ze sktadnikami krwi szczura
uzyto Mo MX i wykazano, ze okolo 32% MX taczy si¢ z hemo-
globing, ale tylko w umiarkowany sposéb obnizato to jej zdoInosé
do przenoszenia tlenu [22]. Wykazano statystyczne korelacje
pomigdzy zachorowalnoscia naraka nerek i pecherza moczowego
a mutagennosciag wody do picia w Finlandit w latach 1955-1986
[23]. Ta korelacja dobrze koresponduje z farmakokinetyka MX,
ktéry w organizmie cztowieka uwalnia sie w nerkach [24], lecz
wyniki te wzbudzity takie szereg kontrowersji [25].

Toksycznosé ostra MX badano na szczurach i myszach. Sto-
sunkowo duze dawki MX powodowaly obnizenie konsumpciji
wody i zywnosci, a w konsekwencji zmniejszenie przyrostu wagi
gryzoni. Zmiany chorobowe zaobserwowano w przewodzie po-
karmowym gryzoni[31]. Najwieksze zmiany obserwowano w Zo-
fadkach gryzoni, jednak przenoszenie tych spostrzezeri na
czlowieka jest dos¢ ryzykowne, poniewaz budowa zotadka gry-
zoni znacznie rézni si¢ od ludzkiego, jak i stosowane dawki MX
znacznie przekraczaly te spotykane w rzeczywistosci.
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Metodyka badan i dyskusja wynikéw

MX - (3-chloro-4-(dichlorometylo)-5-hydroksy-2(5H)-furanon)
zsyntetyzowano w Abo Akademi (Turku, Finlandia), wedtug
procedury opisanej w pracy [32]. Derywatyzacje alkoholami
(metylowym, etylowym i pentafluoropropylowym) przeprowa-
dzono wediug ogélnie znanych procedur [5,16,33,34]. Procedura
oznaczania MX zawsze zawiera etap derywatyzacji, dzieki kté-
remu blokuje sie aktywna grupe hydroksylowa. Zwykle stosuje
sig reakcje metylowania [33,34]. Proponowano tez derywatyzacje
alkoholem pentafluoropropylowym [5,16]. Poniewaz reakcja
estryfikacji przebiega réwniez latwo z etanolem, poréwnano te
trzy metody derywatyzacji MX pod katem czulosci detektora
ECD. Derywatyzowano po trzy roztwory MX o réznych steze-
niach (153, 460 i 767 ng/cm3) 1 poréwnano sygnaly detektora
otrzymywane dla kazdej derywatyzowanej prébki.

Nalezy podkreslié, ze w literaturze nie ma zgodnosci na temat
wydajnosci reakcji metylowania MX. W badaniach [12] wykaza-
no, ze wydajnos¢ tej reakcji nie przekracza 60%, natomiast w pra-
cy [35] podaje si¢, ze reakcja ta przebiega ze 100% wydajnoscia.
Wedtug autoréw prac [5,16] derywatyzacja MX alkoholem penta-
fluoropropylowym poprawia wykrywalno§é MX okoto 3,5-krot-
nie w stosunku do pochodnej metylowej. Z wynikéw
przedstawionych w tabeli 1 wynika jednak, ze derywatyzacja
pentafluoropropanolem poprawia t¢ wykrywalno§é tylko
okoto 1,3+1,8-krotnie.

Tabela 1. Wspétczynniki odpowiedzi detektora ECD
(jedn. pola/pg MX todch.st.) w zaleznoéci od sposobu derywatyzacji

Stezenie MX Odczynnik derywatyzujacy
ng/em®
Metanol Etanol Pentafluoropropanol
153 3.200 £100 2.100 £320 5.700 270
460 6.900 £250 4.500+280 11.000 £460
767 14.000 +400 9.200 +420 18.800 £890

Dodatkowym zadaniem niniejszej pracy byta analiza wystepo-
wania MX w poznaiiskiej wodzie wodociagowej. W tym celu do
10 dm® wody dodawano standardu wewnetrznego, ktérym byt
kwas mukobromowy. Po zakwaszeniu wody do pH=2 przepusz-
czano ja przez ztoze Amberlitéw XAD-4 1 XAD-8 (1:1), ktére
oczyszczano uprzednio w aparacie Soxhleta przez ekstrakcje
metanolem, octanem etylu, acetonem i heksanem. Po przepusz-
czeniu calej objetosci wody ztoze Amberlitéw suszono w stru-
mieniuazotu, po czym eluowano zaadsorbowane zwiazki octanem
etylu. Eluat octanowy odparowywano do suchaiderywatyzowano
g0 200 pl 2% H3SO4/metanolu przez 1 godzing w temperaturze
70 °C. Derywatyzowany MX ekstrahowano trzema porcjami
heksanu o objetosei 0,5 em®.

Prébki analizowano przy pomocy dwich zestawéw analitycz-
nych. Pierwszy z nich to chromatograf gazowy Hewlett-Packard
5890 sprzezony z detektorem masowym (MSD) Hewlett-Packard
5971A, drugi to chromatograf gazowy Dani 3800 podtaczony do
spektrometru masowego VG 7070E. Oba chromatografy byty
wyposazone w kolumne kapilarng HP-1 (25 m % 0,20 mm % 0,33 pm).
Analize GC/MS prowadzi¢ mozna w zasadzie tylko technika
monitorowania pojedynczych jonéw (SIM), pomimo bowiem
skomplikowanej i dlugiej procedury oczyszczania Amberlitéw
stanowia one Zrédlo olbrzymiej ilosci zwiazkéw w ekstrakcie
octanowym. Ekstrakt ten zawiera takze cala game zwiazkdw
pochodzacych z wody. Chromatografia gazowa czystego, dery-
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Rys. 1. Chromatogram (TIC) wzorca MX oraz kilku pokrewnych zwigzkéw

watyzowanego wzorca MX dostarcza informacji o czasie retencji
MX. Otrzymany chromatogram MX pokazano na rysunku 1.

Fragmentacja metylowanego MX polega przede wszystkim na
odszczepieniu grupy metoksylowej, dzigki czemn w widmie ma-
sowym obserwuje si¢ jon (M—OCH3)*. Ze wzgledu na obecnosé
trzech atoméw chloru w tym jonie fragmentacyjnym i naturalny
sktad izotopowy chloru, fragment (M—OCH3)” sktada sig z trzech
pikéw o m/z réwnych 199, 201 i 203. Stosunki intensywnogci
tych trzech jonéw fragmentacyjnych maja si¢ do siebie (w przy-
blizeniu) jak 1:2:1, co réwniez wynika z naturalnego sktadu
izotopowego chloru (rys.2, tab.2).

Badania te po raz pierwszy w Polsce wykazaly obecno§é MX
w wodzie wodociggowej. Pomimo ogélnie dobrej jakosci wody
w Poznaniu, stwierdzono obecnosé 8+18 ngMX/dm3. Nie sa to
wielkosci odbiegajace od innych, znanych z literatury oznaczeri.

Tabela 2. Wyniki analiz wybranych chlorowanych hydroksyfuranonéw
w wodzie wodociggowej Poznania (ng/dms)

Prébka MBA | MCA | MCF | CMCF | MX E-MX
Standard 1129 116 173 86 80 97
106”
Poznah-1 56 34 3,4 24 84 18
Poznan-1" | 56 36 59 0,38 85 nb
Poznari-2 28 49 - 43 12,0 49
Poznan-2"F | 28 7.1 10,0 15 18,0 nb

9 steZenie standardu dla wszystkich wzorcéw oprécz MX
®) _ stezenie standardu dla MX

HP _ analizowano stosujac zestaw GC-MSD firmy Hewlett-Packard
(inne prébki analizowano stosujac zestaw Dani 3800/VG 7070E)

* — w oznaczeniu przeszkodzit nieznany zwigzek
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Rys. 2. Jony fragmentacyjne (M~OCHa)* 0 m/z 199, 201 203
oraz ich intensywnos$ci

Dotychczasowy stan badari nad obecnoscia MX w wodach
uzdatnionych wskazuje na powszechno§é wystepowania tego
mutagenu wszedzie tam, gdzie do dezynfekcji wody stosowany
jest chlor.

Oprécz MX wykryto takze kilka zwiazkéw strukturalnie spo-
krewnionych z tym zwiazkiem, takich jak: 3,4-dichloro-5-hydro-
ksy-2(5H)-furanon (MCA)), 3-chloro4-metylo-5-hydroksy- 2(SH)-furanon
(MCF), 3-chloro4-chlorometylo-5-hydroksy-2(5H)-furanon (CMCF)
orazkwasE-2-chloro-3(dichlorometylo)-4-okso-butenowy (E-MX).
Sposréd tych substancji E-MX jestizomerem MX (ipod wptywem
niskiego pH E-MX przeksztalca si¢ w MX), a CMCF wykazuje
stosunkowo wysoka aktywno§é mutagenna.
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MX - High-Activity Mutagen in Drinking Water

Presented is a detailed account of reports on MX (3-chloro-4-(dichloro-
methyl)-5-hydroxy-2(5H)-furanone) which have been published since 1991.
There has been a growing interest in this mutagenic species all over the
world. The experimental section substantiates a higher sensitivity of ECD

to pentafluoropropanol-derivated than to methylated MX. To detect the
presence of MX in the drinking water of Poznari use was made of GC/MS in
the SIM mode. Together with MX, we identified a number of compounds of
a similar structure.
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