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1. ELOZMENYEK ES CELOK

A nanoanyagok alkalmazasi teriilete rendkiviil széles, emiatt az
utobbi 30 év soran gyakorlatilag mindenhol megjelentek. Felhasznalhatjak
Oket a kozmetikai iparban, a gyogyszeriparban, az élelmiszeriparban, az
elektronikai és az optikai eszkozok gyartasakor. Emellett alkalmazzak a
nanoszerkezeteket bizonyos karos molekulak megkdotésére, rakkutatasban,
novényvédelemben, talajremediacid illetve szennyviztisztitds sordan ¢&s
kornyezeti detektorokban is. A felhasznalds sordn a méretcsOkkenésbol
ad6do megvaltozott tulajdonsagokat hasznaljak ki, ezzel szemben az ebbdl
adodo lehetséges hatranyokkal és veszélyekkel korabban sokkal kisebb
mértékben foglalkoztak. Ez a tendencia valtozéban van, egyre tobb a
nanoanyagok mellékhatdsaival foglalkozd vizsgalat, viszont a kutatasi
eredmények nehezen Osszehasonlithatoak és megismételhetdek a kiilonb6zo
modszerek hasznalata miatt, mivel elfogadott szabvany nem all
rendelkezésre. Emellett sok tesztelési hiba meriil fel az elérhetd kutatasok
vizsgélata sordn. Gyakori a felhasznalt anyagok hidnyos jellemzése, nem
megfeleld koncentraciok hasznalata vagy akar a sziikséges kontroll
csoportok kihagyasa.

A nanoméretli fém-oxidokra jellemz6 a gyakori felhasznalas tobbek
kozott a kiilonleges katalitikus  aktivitdsuk, az optoelektronikdban
felhasznalhato tulajdonsagaik, valamint az erds antimikrobialis aktivitasuk
miatt. A cink-oxid nanostruktira az egyik leggyakrabban alkalmazott
nanoanyag koziilik. Fotokatalitikus és kémiai aktivitisa magas, ezért
kornyezeti kdrmentesitésre, mint pl. talajremediaciora vagy viztisztitasra is
alkalmazzak, ami 4ltal ezek az anyagok kozvetve és kozvetleniil is
bekeriilhetnek a talajpba. A nanoszemcsés cink-oxid toxicitasa tobb
tulajdonsagbol eredhet, ilyen lehet a kioldodott cink-ionok, a reaktiv oxigén
gyokok (ROS) képzddése és a potencialisan méretbdl adédo hatasok, pl. az
¢lolények sejtjei €s a nanorészecskék kozotti kozvetlen taldlkozésok. A
nZnO kibocsajtas az anyagok sokoldalt alkalmazhatésag miatt (pl.:
viztisztitas, talajremediacio, orvosi felhasznalas) elérelathatélag nem fog
csokkené tendenciat mutatni, annak ellenére sem, hogy rendkiviil sok adat
all rendelkezésre a potencialis veszélyekrdl és kockazatokrol. Ezaltal fontos
feladatta valt a mar kijutott vagy még legyartatlan anyagok megismerése és
azok toxikus hatasainak csokkentése. Erre megfeleldé modszer a negativ
hatdsok olyan modu enyhitése vagy akar megsziintetése, hogy a szamunkra
elényds tulajdonsdgok megmaradjanak kiillonb6z6 mitigdldé anyagok
segitségével. A nZnO esetében ilyenek lehetnek a kiilonb6z6 természetes
szerves anyagok, bevonatok és akar antioxidansok, mint példaul az
aszkorbinsav vagy az N-acetilcisztein. Tovabbi problémat jelenthet, hogy a
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nagymennyiségli kibocsajtas miatt a melléktermékként, hulladékként vagy
célzottan kikerlilt nanoanyagok véletlenszerlien keveredhetnek mas
anyagokkal vagy nanoanyagokkal. Ebben az esetben szamtalan uj anyag és
anyagkombinéci6 johet 1étre. Emellett a koztiik 1étrejovo interakeid soran a
keverékek alapanyagaitol fiiggéen megvaltozhatnak a lehetséges hatasok. Az
ilyen jellegli vizsgalatok nagyon ritkdk, annak ellenére, hogy rendkiviil
fontos informaciokat nytjthatnak a részecskeméretbdl adodo toxikus hatasok
vizsgélatai soran.

A talajba jutd nano-fémoxidok drasztikus valtozasokon mehetnek
keresztiil, kotddhetnek a talajszemcsékhez, bekovetkezhet agglomeracio
vagy aggregacid a részecskék kozott, reakcioba 1éphetnek a talajban talalhato
szerves anyagokkal vagy a talajvizbe is oldodhatnak. Ezért is nagyon fontos
a kozvetlen expozicidban is részesiild talajorganizmusokra kifejtett hatdsok
vizsgalata a nanoszemcsés cink-oxid esetében, lehetdleg kdrnyezetileg
relevans tesztkozegben, hogy figyelembe tudjuk venni a talajt, mint
befolyasold tényezdt. A talajban él0 szervezetek eltérden reagalhatnak a
szennyezésekre, ezért is 1ényeges olyan indikator fajok hasznélata, amelyek
kiilonbo6z6 talajlako é161ény csoportokat képviselnek. Természetesen ezzel a
faj- vagy egyedszintli érzékenység nem képezhetd le, mégis tobb informaciot
nyujt az eltérd hatasokrél, mintha csak egy-egy csoporton végeznénk a
kisérleteket.

A nZnO talajfaunara kifejtett hatasait 6sszegyiijté tanulmany alapjan
a legmagasabb kockazatnak a mikrofaunaba tartozo allatok vannak kitéve. A
mikrofaunat nagyon jol reprezentaljak a fonalférgek, mint tesztallatok. A
fonalférgek idealisak a laboratoriumi tesztek elvégzésére, mert kevés helyet
igényelnek, konnyen kezelhetOk és tenyészthetk, emellett altalaban rovid
¢letciklus jellemzi Oket.

A mikrofauna mellett a mezofauna tagjai is er6sen ki vannak téve a
kiilonbozd talajszennyezések hatasainak. Az ugrévillasok és azon belill a
Folsomia candida faj hasznalatos a legtobb szabvany szerinti
okotoxikologiai vizsgalatnal. A F. candida rendkiviill népszerd, mivel
szliznemzéssel szaporodik ¢€s nagyon konnyen tarthaté laboratoriumi
korlilmények kozott.



1.1.Célkituzések

o Kiilonbozo tesztkdzegek hatasanak vizsgalata 6kotoxikologiai
tesztrendszerekben:

o kornyezetileg relevans tesztkdzeg kisérleti fejlesztése
Panagrellus redivivus tesztallaton a 15 nm és a 140 nm ZnO
jelenlétében,;

o Folsomia candida tesztfaj esetében a kiilonb6z6 expozicios
utvonalak (kutikulan keresztiili és oralis valamint csak oralis
expozicidt engedélyezd kozegek) hatdsanak vizsgalata a két
Zn0O szemcse toxicitasara;

e aszemcseméretbeli toxicitasi kiilonbségek kimutatasa, a
hatdsmechanizmusok megértése és vizsgalata a felhasznalt ZnO
részecskéknél:

o N-acetilciszetin mitigacids dgens segitségével rdmutatni a
toxicitasi mechanizmusban rejlé kiilonbségekre;

o interakcios kisérletek végzése a kornyezetben megtorténd
keveredés okozta toxicitasbeli valtozasok szimulalasara és a
szemcsemeéretbeli toxikus hatdsok specifikus vizsgalata
céljabol;

o gyakorlatban is alkalmazhaté mérési modszer kifejlesztése a
P. redivivus sejten beliili reaktiv oxigén gyok mennyiségének
a mérésére;

o szemcseméretek toxicitasi mechanizmusanak vizsgélata a
termelddott reaktiv oxigén gyok mérés altal.



2. ANYAG ES MODSZER

2.1.Tesztanyagok és vizsgalatuk

Vizsgalataim soran két kiilonb6z6 szemcseméretii  ZnO-dal
dolgoztam (Gyarté: US Research Nanomaterials, Inc., Houston, TX
Amerikai Egyesiilt Allamok). A gyartd altal meghatarozott adatok szerint
10-20 nm (atlagosan 15 nm) 99 + % tisztasagu és 80-200 nm (atlagosan 140
nm) 99 + % tisztasagl részecskéket tartalmaznak. A dolgozatban a gyartd
altal megadott atlagos méreteket tiintetem fel. Mindkét anyag az igynevezett
nedves kémiai mddszerrel késziilt és nem alkalmaztak rajtuk feliiletkezelést.
A méreten kiviil morfologia tekintetében is kiilonboznek: a kisebb gdomb
alaku, mig a nagyobb irreguldris részecskéket tartalmaz. A 15 nm-es 20-60
m?/g, a 140 nm-es pedig 4,8-6,8 m?/g fajlagos feliilettel rendelkezik. A
kioldodott ionok hatdsdnak megfelelé vizsgéalatdhoz ionos kontrollként
ZnClz-ot hasznaltam, a mitigacids vizsgalatokhoz pedig N-acetilciszteint
(Gyarto: Sigma-Aldrich, Darmstadt, Németorszag).

Az elsédleges szemcseméret és morfologia felvételezése a 15, 140
nm ZnO részecskér6l oOnalloan, a talajoldat és N-acetilciszetien
hozzaadasaval ¢és a két anyag 50-50 % keverékérdl pasztazo elektron
mikroszkoppal (SEM, FEI Quanta 3D, ELTE, Magyarorszag) tortént.
Mindegyik vizsgalat a fonalféreg akut toxicitasi vizsgalatokndl hasznalt
legnagyobb koncentracion tortént (10,4 mg/l Zn). A kiértékelést Image J
szoftverrel végeztem.

A kioldodott ionok mennyiségét minden kisérlet elétt megvizsgaltam.
5-5 ml torzsoldatot (10,4 mg/l Zn) vizsgaltam 24 és egyes esetekben 48 Ora
inkubacié utan, a mérést induktiv csatolasi plazma atomemisszios
spektrometria segitségével végeztem el.

2.2. Tesztkozegek hatasanak vizsgalata kiilonb6z6
szemcseméreti ZnO jelenlétében
2.2.1. Panagrellus redivivus toxicitasi tesztek: Kiilonb6zo
tesztkozegek
Kiséreteimhez a P. redivivus tesztfajt valasztottam a mikrofauna
reprezentalasara. Tartasuk a Szent Istvan Egyetem Allattani és
Allatokologiai Tanszék laboratoriumaban zabpelyhes taptalajon, sotét
termosztatban 20 + 1 °C torténik (TS606-CZ/4-WAR, Németorszag).
Kifejlett ndstény egyedekkel dolgoztam két kiilonbozé teszt kozeget (Milli-
Q viz és talajoldat) felhasznalva. Az expozicios idot kivéve (Milli-Q viz — 24
ora; talajoldat — 48 ora) a tesztek beallitasa ugyanugy tortént. A talajoldatos
tesztnél 24 ora alatt nem tapasztaltam mérhetd hatést, igy valt indokolttd a
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hosszabbitott expozicios i1d6. Mivel a teszt nem szabvanyositott
okotoxikologiai teszt, az érvényességi kiiszobot irodalmi adatok alapjan tgy
hataroztam meg, hogy a kontroll csoportban a maximalis elhullas nem lehet
tobb 20%-nal. A tesztek soran etetés nem tortént. A két kiilonbozo
szemcseméretli ZnO-bol és a ZnClx-bol torzsoldatokat készitettem, majd 20
perc szonikdlds utdn megalkottam a kisérleteknél felhasznalt koncentracid
sorozatokat. A végleges koncentraciok 0,32; 0,63; 1,26; 2,51; 5,02 és 10,04
mg/l Zn voltak a Milli-Q viz esetében, megfelelve a 0,39; 0,78; 1,56; 3,13;
6,25; 12,5 mg/l ZnO-nak és 0,65; 1,31; 2,61; 5,23; 10,46 és 20,92 mg/l
ZnCly-nak. A talajoldattal végzett kiséreteknél eldtesztek alapjan kitapasztalt
magasabb koncentracidkat hasznaltam (1028,4; 2056,8; 4113,61; 8227,22 és
16454,5 mg/l Zn, megfelelve 1280; 2560; 5120; 10240 és 20480 mg/l ZnO-
nak és 2141,72; 4283,44; 8566,88; 17133,77 és 34267,52 ZnClz-nak), mivel
ugyanabban a koncentracio tartomanyban a ZnCly kivételével egyik
anyagnal sem tapasztaltam szignifikans hatast. A koncentraciokat probaltam
kozeliteni az ugrovillas teszteknél alkalmazottakhoz. Koncentracionként és
kontroll (negativ) csoportonként négy ismétlést alkalmaztam. A teszteket 96
lyukGit  mikrotitrald lemezeken végeztem (Bioster S.p.A., Italy),
ismétlésenként 5 db kifejlett nOstényt hasznaltam. A torzstenyészetbdl egy
Milli-Q vizet tartalmazo szamlaldé edénybe helyeztem random mintavétellel
egy adag allatot. Innen valogattam ki pipetta segitségével a ndstény
egyedeket. Mivel a tenyészetekben 1évé allatok 90%-a ndstény, csak arra
kellett figyelni, hogy him allat ne keriiljon a kisérleti rendszerbe. A néi
ivarnyilds a hasoldal kozépvonaldban, mig a himivarnyilds a test hatso
végében helyezkedik el, ahol jol kivehetd a rovid, hajlitott parzotiiske.
Emellett a himek altalaban kisebbek, mint a ndstények. Az Aallatok
behelyezése eldtt a nedves kdrnyezet megteremtése végett 100 pl Milli-Q
vizet vagy talajoldatot pipettaztam a mikrotitralo lemezekre. Ezutan, mindkét
kisérletnél az allatokkal egyiitt kétszer 30 pl Milli-Q vizet helyeztem minden
felhasznalni kivant kiivettaba. Mivel a kiivettakban mar volt folyadék mire
az oldatokat hozzaadtam, ezért minden nominalis koncentracionak a duplajat
készitettem el a kisérletek elott. Ezekbdl 160 ul tesztoldat, vagy a kontroll
csoport esetében tovabbi Milli-Q viz hozzdaddsa utdn végiil minden
kiivettaba 0Osszesen 320 pl folyadék keriilt. A mikrotitrdlo lemezeket
termosztatban sotét koriilmények kozott, 20 + 1 °C —on inkubaltam. A teszt
végpontja a mortalitas volt, a tesztek leolvasasat a Milli-Q vizes kozeg
esetében  transzmisszidés  sztereomikroszkop  (Olympus SZH 10,
Németorszag) alatt végeztem. Mivel a talajoldat vizsgalata soran joval
magasabb koncentracidkat hasznaltunk, ezért a ZnO részecskék minden
esetben vastag réteget képeztek a lyukak aljan, megnehezitve az alsd
megvildgitisban torténé leolvasast. Igy ezeknél a kisérleteknél feliilrol
vilagitottam és szamoltam meg a mintakban a talélt egyedeket.
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2.2.1.1. Modszerfejlesztés

Irodalmi adatok alapjan a modszerben az allatokat iivegpipettaval
helyezték a 96 lyuka mikrotitrald lemezekre. Mivel ezt a modszert tilzottan
id6igényesnek és pontatlannak talaltam, attértem az 5-200 ul-es pipetta
hasznalatara. gy az allatokat pontos folyadékmennyiséggel tudtam a
kisérleti rendszerbe helyezni és kisebb gyakorlds utan maga az athelyezés is
konnyeddé valik, ami nagyon fontos VoIt nagy egyedszamt kisérletek
beallitasanal.

2.2.2. Folsomia candida toxicitasi tesztek: Kiilonb6z6

tesztkozegek és expozicios utvonalak

A mezofaunabol a F. candida tesztfajt valasztottam. Hasonloan a P.
redivivus-hoz, tartasuk sotét termosztatban (20 £ 1 °C) valdsul meg, viszont
ebben az esetben a Tanszéken hasznalatos gipsz és aktiv szén keverék (200 g
gipsz/ 200 g viz/ 10 g aktiv szén) szolgdl a torzstenyészet taptalajiul.
Ezeknél a kisérleteknél is két kiilonb6zo tesztkozeggel, a gipsszel és
mesterséges talajjal dolgoztam. A gipsz esetében az OECD 232-es szabvany
modositott verzidjat hasznaltam fel. Elokisérletek alapjan a torzstenyészetek
talajat biztositd gipsz keverékkel dolgoztam a kisérletben is. Ezt miianyag
Petri csészékbe helyeztem bele. A tesztanyagokat a kihelyezett taplalékhoz
kevertem hozza, nem a tesztkdzeghez, hogy biztositani tudjam a kizarolagos
per os expoziciot. Habar a gipsz tesztkozegben taladlhato aktiv szénbdl
részben tudnak fogyasztani az allatok, el0kiséretek alapjan ezt a keveréket
talaltam megfelelonek, Aktiv szén hozzdadasa nélkiili tenyészetek tulélése
csokken, emellett a leolvasast is rendkiviil megneheziti a szén hianya. A
taplalékkeént hasznalt 0,5 g porélesztéhoz 1,5 ml tesztoldatot adtam és egy
filter papiron a gipszes tesztkdzeg kozepére helyeztem. Hetente egy
alkalommal cseréltem az oldat-és taplalékkeveréket. A mesterséges talajon
lezajlott kisérletet az OECD 232-es szabvany alapjan végeztem.
Tesztedényenként 25 g talajt és 5 ml oldatot vagy desztillalt vizet (kontroll
csoport) alkalmaztam. Mindkét vizsgalatnal azonos koncentraciokat
hasznaltam: 160,69; 321,37; 624,75; 1285,5 and 2571 mg/kg Zn. Ezek a
koncentraciok megfelelnek 803,44; 1606,87; 3213,75; 6427,5 and 12855
mg/l Zn-nek, abban az esetben, ha a talajhoz és 3213,75; 6427,5; 12855;
25710 and 51420 mg/l Zn-nek, ha a taplalékhoz adott oldaltra szamoljuk at
6ket (ZnO-ra megfeleltetve: 200, 400, 800, 1600 és 3200 mg/kg ZnO, ZnCl»-
ra megfeleltetve: 334,63; 669,25; 1338,5; 2677 és 5354 mg/kg ZnCly).
Koncentracionként négy ismétlést €s a kontroll csoportban (negativ) pedig
nyolc ismétlést alkalmaztam mindkét vizsgalatnal. A szinkronizalt koru
allatok a torzstenyészetbOl levalogatott ¢és elkiilonitett felndtt egyedek
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petéibdl szarmaztak. A felndtteket 2-3 nap utdn eltavolitottam a
szinkrontenyészetekrdl, hogy azonos koruak legyenek a kisérleti egyedek.
Minden tesztedénybe 10 db 10-12 napos egyed kertilt. A kisérleti 1d6 letelte
utan (28 nap) a leolvasasnal a mesterséges talajos kisérletnél csapvizzel
toltottem meg az edényeket, majd tintaval szineztem be, hogy jol lathatoak
legyenek az allatok. Ezek utan leszamoltam a talélt adult egyedeket és a
szaporulatot. A gipszen végzett tesztnél fényképeket készitettem minden
koncentraci6 minden ismétlésérdl ¢és Image J szoftver segitségével
megszamoltam az adult és a juvenilis egyedeket.

2.3. Hatasmechanizmusok megértése és vizsgalata
2.3.1. N-acetilcisztein toxicitas mitigalé hatasa a Panagrellus

redivivus-ra

A tesztkdzegek hatasat vizsgald kisérletek soran sziiletett
eredményekbdl kiindulva fontosnak taldltam a felhaszndlt anyagok
hatdsmechanizmusdnak megismerését célzo kisérletek elvégzését is. A
teszteket az altalam elvégzett korabbi kisérletek alapjan allitottam Ossze.
Ezeknél a vizsgalatoknal mar csak a P. redivivus tesztfajjal dolgoztam, a
gyorsan elvégezhetd, konnyen magyarazhatd eredményeket hozo kisérleti
modszer miatt. A tesztid6 24 ora volt. A felhasznalt koncentraciok majdnem
minden esetben — kivéve az ionos cinkformanal — megegyeztek a Milli-Q
vizes kozegben végzett tesztekével (0,63; 1,26; 2,51; 5,02 és 10,04 mg/l Zn).
A ZnCl, koncentraciokat az altalam elére lemért kioldodott cink
mennyiségek atlaga alapjan hataroztam meg (0,13; 0,26; 0,53; 1,06; 2,12 és
4,23 mg/l Zn). Minden koncentrdcioban és a kontroll csoportban is négy
ismétlést alkalmaztam, ismétlésenként 5-5 allattal. Beéllitottam egy negativ
kontrollt (320 pl Milli-Q viz) és egy NAC-t tartalmazo kontrollt is (160 pl
Milli-Q viz és 160 ul NAC). A 24 6ras termosztatban toltott (s6tét, 20 £+ 1
°C) expozicidés id6 utan sztereomikroszkop alatt vizsgaltam meg a talélt
egyedek szamat. A kisérleteket elvégeztem a 15 és 140 nm szemcseméretii
ZnO ¢és ZnCly alkalmazésaval Onmagukban ¢és egy mitigdld 4agens
részvételével is. Az egyes toxikus hatasok (példaul ROS termelddés és/vagy
oldott cink ionok hatdsa) mitigalasara az N-acetylcisztein antioxidanst
hasznaltam fel. A NAC célja a kisérletekben a toxikus hatasok csokkentése
és ezaltal az ebben rejld kiilonbségek kiemelése volt. 10 mg/l-es
koncentracioban torzsoldatot készitettem, majd ebbdl minden felhasznalando
kiivettaba 100 pl-t pipettaztam. A mitigacios kisérletek esetében a
torzstenyészetbdl kiemelt allatokat nem Milli-Q vizbe, hanem a 10 mg/l-es
NAC oldatba helyeztem ¢€s innen tortént a kivalogatasuk kétszer 30 pl vagy
egyszer 60 pl folyadék kiséretében. Az Osszes allat kivalogatdsa utan, a
2.5.2. Panagrellus redivivus tesztek c. fejezetben leirtakhoz hasonléan 160
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ul oldatot adtam minden lyukhoz, igy elérve a végsd 5 mg/l-es NAC
koncentréciot.

2.3.2. Nano és nagyszemcsés cink-oxid kozotti interakcio

tesztelése

Az anyagok kozotti interakcidt vizsgald kisérletek soran is P.
redivivus akut mortalitasi tesztet végeztem. A 15 nm és a 140 nm ZnO 50-
50%-o0s keverékébdl alkottam meg a felhasznalt koncentracidé sorozatot. A
kisérlet a 2.5.2. Panagrellus redivivus tesztek c. fejezetben leirt Milli-Q vizes
kisérletek és a 2.3.1. N-acetilcisztein toxicitas mitigalo hatasa a Panagrellus
redivivus-ra c. fejezet szerint tortént. Az eldkisérletek soran csak a harom
legmagasabb koncentracioban teszteltem (2,51; 5,02 és 10,04 mg/l Zn)
onmagaban és NAC hozzaadasaval a keveréket, hogy megnézzem van-e
értékelhetd eredmény. Miutdn kétszeri ismétlés soran is erds eltérés
mutatkozott a keverék és az 6nallé anyagok toxicitasa kozott, féleg a NAC
hozzéadasaval, megismételtem az egész kisérletet a teljes koncentracid
sorozatot felhasznalva (0,63; 1,26; 2,51; 5,02 és 10,04 mg/l Zn). 24 6ra
termosztatos inkubdcié utdn sztereomikroszkop alatt vizsgiltam meg az
allatok reakciojat a felhasznalt anyagokra. Negativ kontrollként Milli-Q vizet
hasznaltam.

2.3.3. Sejten beliili reaktiv oxigén gyok termelddés mérése

A sejten beliili reaktiv oxigéngyok termelddést aminofenil-
fluoreszcein (APF, A36003, Thermo-Fischer, Németroszag) teszttel mértem
a Szent Istvan Egyetem Kornyezetbiztonsagi Tanszékének munkatarsa, Dr.
Acs Andras segitségével. Az APF egy viszonylag 1j, az eddig hasznat
festékeknél (mint pl: a 2’,7’-diklorodi-hidrofluoreszcein  diacetat)
specifikusabb €s stabilabb indikator a ROS méréshez. A fény altal indukalt
oxidaciot jobban tiiri és leginkabb hidroxil gyok (OH-), preoxinitrit anion
(ONOO") ¢és hipoklorit anion (OCI) jelenlétében valik fluoreszcensé
(Nagano, 2009). Az APF haromszor erdsebben reagal a hidroxil gydkre,
mint egyéb ROS gyokokre pl.: szuperoxidra (-O27), hidrogén-peroxidra
(H20,) és a szingulett oxigénre (O'2) (Setsukinai et al., 2003). Sok vizsgalat
szliletett arra vonatkozdan, hogy a nanofém-oxidok fotokatalitikus ¢&s
antibakterialis tulajdonsagai foképp a szabad és feliilethez kotott hidroxil
gyokoknek koszonhetdk, habar a szuperoxid és a hidrogén-peroxid is nagy
szerepet jatszik a folyamatok soran. fgy feltételezhetjiik, hogy az OH-
termelddése reprezentativ a totalis ROS képzddésre nano ZnO hatasara.

Nincs szabvany moddszer a sejten beliili ROS méréshez APF
hasznalataval, igy egyéb mérési mddszerek és protokollok fejlesztésével
dolgoztam ki az altalam hasznaltat. A mérés beallitasa a fonalféreg toxicitasi
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tesztekéhez hasonloan tortént, kivéve, hogy csak 3 oras expozicionak voltak
kitéve az éllatok a harom legmagasabb koncentracioban (2,51; 5,02 and
10,04 mg/l Zn), koncentracionként 8 ismétlésben. A harom legmagasabb
koncentraci6 kivalasztdsa mogott az allt, hogy ezeknél mar feltételezhetéen
mérhetdé mennyiségli ROS termelddés torténik. Az expozicios 1dot
elokisérletek alapjan allitottam be, mivel 24 o6ra utdn ezekben a
koncentraciokban mar nagyaranyu az elhullds, 3; 5 és 6 6Oras expozicidt
vizsgéltam. Ezekbdl megmutatkozott, hogy nincs szignifikans eltérés az
idopontok kozott, igy technikai szempontbol a 3 o6rds expozicidt
valasztottam. Emellett a 96 lyukt mikrotitrald lemez helyett 2 ml-es
Eppendorf csovekbe helyeztem az éllatokat, hogy megfeleléen kinyerhetdek
legyenek az expozicids id6 leteltével. A harom oras termosztatos inkubalas
utan (20 + 1 °C) az egy kezeléshez tartozo6 ismétléseket egy Eppendorf csébe
csoportositottam (40 allat/cs6). A csovekben az allatokat 1,5 ml foszfatso
pufferrel (PBS, pH 7.2) atmostam. Ezt 5 percig tartdo 600 g cenrifugalas utan
(MiniSpin, Eppendorf A6 22331, Hamburg, Németorszag) az allatokkal
egylitt atpipettdztam egy szamlald edénybe és onnan sztereomikroszkop
segitségével, 80 ul folyadékkal egyiitt egy kovetkez6 Eppendorf csébe
helyeztem at. A kisérlet el6tt elkészitett APF torzsoldatbol (10 uM PBS-ben)
160 pl keriilt mindegyik kezeléshez. Majd 2 perc homogenizalast kovetéen
(Qiagen Tissuelyser LT homo, Hilden, Németorszag), ujra centrifugaba
raktam Oket (Qhaus Fe5718R, Németorszag). Itt 12 perc alatt 17 000 g-n
megtortént a lizatum és a pellet elvalasztisa egymastol. A feliiliszobol
kezelésenként 2 parhuzamost készitve 75 pl-t pipettdztam egy 96 lyuku
fekete mikrotitralo lemez kiivettaiba. Kiivettanként 100 pl-re egészitettem ki
a mintakat PBS-t hozzdadva. A vakhoz (50 pul PBS) és a pozitiv kontrollhoz
(50 pl H202 50 mM) 50 pl-nyi APF torzsoldatot adtam hozza. Annak
ellenére, hogy az oldatban csak torma-peroxidaz (HRP) jelenlétében kellene
reagalnia az APF-nek a H202-ra, molekularis oxigén hatasara a H20>
bomlani kezd és igy mar az APF-el is reakcioba keriilhet. Mivel nincs
szignifikans eltérés a HRP altal kivaltott és az oxigén hatdsara torténd
fluoreszcencia kozott, igy megfeleléen hasznalhato pozitiv kontrollként. 30
perc inkubacid utan (s6tétben, 37 °C-on) 490 nm/515 nm hulldmhosszon
mikroplate olvaséban megmértiik a kibocsajtott fluoreszcenciat (Thermo
Scientific Varioskan Lux, Németorszag). Ugyancsak két parhuzamosban 30
ul mintabol Bradford reagens (Bradford Reagent Sigma, B6916-500 ml,
Németorszag) segitségével fehérje mérés tortént.

2.3.3.1. Modszerfejlesztés

A protokollok alapjan 9sszerakott modszer nem volt miikoddképes.
Irodalmi adatok alapjan 5-20 kifejlett fonalféregbdl kell elvégezni a lizatum
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készitését. Tapasztalataim alapjan ez a mennyiség sem a fluoreszcencia
mérésre, sem a fehérje mérésre nem volt elég, igy 40-re emeltem a
darabszamot. Emellett a protokoll az allatok mosasnal a feliilaszo
eltdvolitasat javasolja ugy, hogy az éallatokkal egyiitt 100 ul folyadék
maradjon a csOvekben. Ez nem kivitelezhetd, hiszen nem lehet pontosan
meghatdrozni az Eppendorf csében maradd folyadék mennyiségét, hidba
iilepednek le az éllatok a csO aljara, ilyen kis mennyiségnél elkeriilhetetlen,
hogy a pipettaba keriiljenek. Masik tanulmany ezzel szemben mar
kivitelezhetobb modszert ajanl, az allatok {iveg targylemezre valo
Kipipettazasaval, viszont az altaluk javasolt 10 pl-nyi folyadékmennyiség
nagyon alacsony az én kisérleteimben hasznalt 40 allathoz. Igy sajat
tapasztalat alapjan 80 pl folyadék felhasznalasaval tudom az allatokat
athelyezni. Mindkét protokoll, tovabba egy masik tanulmany is a lizalas utdn
javasoljak az indikator hozzaadasat a mintdhoz, tesztjeink soran viszont azt
tapasztaltuk, hogy tul sok id96 telik el a tesztanyaggal torténd inkubacio és a
mérés kozott, igy a még €16 allatok képesek lehetnek lebontani a termelddott
reaktiv oxigén gyokoket. Ezért én rogton a teszt bontdsa utdn hozzaadtam az
APF-ct és azzal egyiitt végeztem el a lizalast, igy megakadalyozva a ROS-ok
elbontasat. A fejlesztések utan hasznalhatova valt a modszer, sikeres volt a
mintdk fehérje és fluoreszcenica mérése. A kifejleszett modszert 6
alkalommal ismételtem meg, hogy megbizonyosodjak a
miikodokeépességérol.
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3. EREDMENYEK

3.1. Tesztkozegek hatasanak vizsgalata kiilonbozo
szemcsemeéreti ZnO jelenlétében

3.1.1. Pasztazé elektronmikroszkopos vizsgalatok

Az atlagos méretet 100 részecske atmérdjének megmérésével 59 + 31 és 174
+ 138 (atlag +£ SD, n = 100) nm-t szdmoltam, a névleges 15 és 140 nm atlag
részecskemérethez képest. A részecskeeloszlasokbol kideriilt, hogy bar kis
szdmban, de a 15 nm-es anyag is tartalmazott nem nano részecskéket és
hogy a 140 nm ZnO-ban is béven talalhatunk 30-40 nm-es, de akar 640 nm-
es részecskéket is. Viszont az oszlopszélességbdl kalkulalva, elmondhatjuk,
hogy az elsé anyag tobb, mint 50%-ban nano-, mig a masodik tobb, mint50
%-ban nagyszemcséket tartalmaz (kb. a részecskék 30%-ka esik a
nanotartomanyba). A 15 nm-es szemcsénél a 34-51 nm-es, a 140 nm-es
részecskénél pedig a 37-97 nm tartomanyba esnek a leggyakrabban
el6forduld részecskék. Tovabbi felvételekbdl kideriilt, hogy a nzZnO
részecskék hozzakotddtek a talajoldatban talalhatd szerves Gsszetevokhoz és
a talajrészecskékkel nagyobb aggregatumokat képeztek, amelyek maér
nehezebben felvehetdk a talajban €16 organizmusok szamara.

3.1.2. Cink kiold6das mérés

A komplex Zn kioldédas mértékét Milli-Q vizben és talajoldatban
végeztem el. Mindkét anyag esetében szignifikansan joval alacsonyabb az
oldott cink mennyisége a talajoldatban, mint a Milli-Q vizes kdzegben. 24
ora elteltével mindkét anyagnal majdnem a fele, 48 ora elteltével a 15 nm
ZnO esetében egy negyede, a 140 nm ZnO esetében két harmada lett
talajoldatban az oldott cink mennyisége. A Milli-Q vizes kozegben 24 6ras
expozicid utan nem volt kiilonbség a két anyag oldodasaban, de 48 ora
elmultaval a 15 nm ZnO oldédésa a 140 nm-es anyag madsfélszeresére
novekedett. A talajoldatndl mar 24 orat kovetden is szignifikdnsan nagyobb
mennyiségii oldodas tortént a 15 nm ZnO esetében (35%-0s ndvekedés),
mint a nagyobb szemcseméretli ZnO-bol. Ezzel szemben 48 orat kovetden
megfordult a trend és a nagyobb szemcseméret esetén tapasztaltam
magasabb oldott cink mennyiséget. A 15 nm ZnO masfélszerese oldodott ki
a nagyszemcsés anyagbol. Talajoldatban a 48 6rads mintdnal a 140 nm ZnO
oldodasi intenzitasa hasonlé mértékben ndvekedett a Milli-Q viznél
tapasztaltakkal a 24 oras mintdhoz viszonyitva. 15 nm ZnO mintanal
duplajara névekedett az oldott cink mennyisége Milli-Q viz kozegben, ezzel
szemben talajoldatban szignifikans csokkenés tortént a 24 oras és a 48 oOras
mintavétel kozott.
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A pH érték az Gsszes teszt anyagnal (15 nm, 140 nm ZnO és ZnClp)
6-6,5 volt Milli-Q vizes kdzegben és 7-7,5 volt a talajoldat esetében.

3.1.3. Panagrellus redivivus toxicitasi tesztek: Kiilonb6zo

tesztkozegek

Az akut mortalitasi vizsgalat sordn Milli-Q vizes kozegben minden
tesztanyag nagysagrendekkel toxikusabb volt, mint talajoldatban. A LOAEC
értékek 15 nm ZnO és 140 nm ZnO: 0,32 mg/l Zn és ZnCl, 1,26 mg/l Zn
voltak. Talajoldatban nem volt semmilyen hatasa a 15 nm és a 140 nm ZnO-
nak a Milli-Q viz koézegnél hasznalt koncentracié sorozatban, csak a
magasabb koncentraciokban és kizarolag a 48 oras expozicidés id0 utan
(LOAEC: 15 nm ZnO és 140 nm ZnO: 1028,27 mg/l). A talajoldatban a
ZnCly toxikusabbnak bizonyult a masik két tesztanyagnal, a magasabb
koncentraciosorban mar 24 6ra utan az Osszes egyed elpusztult (LOAEC:
10,04 mg/l Zn). A talajoldatban emellett a két szemcseméret hatdsai kozott is
talaltam szignifikans kiilonbséget, ezt az LCso értékek is alatdmasztjak (15
nm:3645,3 mg/l Zn; 140 nm: 785,1 mg/l Zn). Itt a 140 nm-es nZnO
bizonyult toxikusabbnak. Milli-Q vizes k6zegben nem tapasztaltam toxicitasi
kiilonbséget az anyagok kozott.

3.1.4. Folsomia candida toxicitasi tesztek: kiilonb6z6
tesztkozegek és expozicios utvonalak

3.1.4.1. Mortalitas vizsgalatok

Az ugrovillas toxicitasi tesztben a valasztott expozicios utvonalak és
tesztkozegek (gipszen taplalékba és mesterséges talajkdzegbe kevert ZnO)
szignifikansan befolyasoltak az allatok elhullasat. A 15 nm ZnO és a ZnCl2
hasznalatakor mesterséges talajon szignifikdnsan nagyobb volt a mortalitas,
mint a tdplalékba helyezett oldatok esetében. A mortalitasi tesztnél egyik
kozegben sem tapasztaltam kiilonbséget a szemcseméretek toxicitdsa kozott.
Viszont a ZnCl, a mesterséges talajban szignifikansan magasabb mortalitast
produkalt a 15 nm és a 140 nm ZnO-nal. A legmagasabb koncentracioban
(2571 mg/kg Zn) a ZnCly kezelés soran minden egyed elpusztult. Ezt az
eredmény az LCsp értékeket is alatdmasztjak (15 nm: 8228,2 mg/l Zn, 140
nm: 8170 mg/l Zn, ZnCl,: 557,31 mg/l Zn).
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3.1.4.2. Reprodukcio vizsgalatok

A reprodukci6 tekintetében is hasonld tendencidt mutatott az
expoziciés utvonalak hatdsa, ebben az esetben mar minden anyag esetében
erésebb toxicitast tapasztaltam a mesterséges talajban, mint a gipsz kozegben
taplalékba helyezve. Gipsz kozegben a taplalékba helyezve a 15 nm és 140
nm ZnO szemcséknek enyhe és a ZnCl» tesztanyagnak erds szaporodas gatlo
hatasa volt (LOAEC: 15 nm ¢és 140 nm ZnO — 2571 mg/kg Zn; ZnCl; —
321,28 mg/kg Zn). Tovabba a 140 nm ¢és a ZnCly toxicitdsa kozott
szignifikans kiilonbséget is tapasztaltam. A mesterséges talajban a
reprodukcié koncentraciofiiggéen csokkent. Az ugrovillas teszt sorén itt
el6szor mutatkozott meg szemcseméretfiiggd toxikus hatéds, a 140 nm ZnO-
nak volt erésebb gatld hatdsa a reprodukciora. A talajba keverve mindkét
ZnO részecske enyhébb toxikus hatdssal birt, mint a ZnCl,. Ezaltal
mesterséges talajkozegben reprodukcids teszt soran a ZnClz gatolta
leginkabb a reprodukcios folyamatokat. Ezek a hatasok az ECsg értékekben
is megmutatkoznak (15 nm: 1543,9 mg/l Zn, 140 nm: 393,2 mg/l Zn, ZnCl.:
157,9mg/l Zn).

3.2. Hatasmechanizmusok megértése és vizsgalata

3.2.1. Pasztazé elektronmikroszkopos vizsgalatok
Megvizsgaltam a 15 nm és a 140 nm szemcseméretli ZnO 50-50%-0s
keverékét onalléan €s mindharom anyagot (15 nm, 140 nm, keverék) az N-
acetilcisztein hozzdadasaval is. Az atlagos méret 100 részecske atmérdjének
mérésével 130 + 118 nm (atlag = SD, n = 100) értek lett. Jol latszik, hogy a
leggyakoribb részecskeméret a modusz alapjan a 30 nm-es, viszont itt mar
nagyobb aggregatumok is jelen lehetnek (877 nm). Emellett a keveréknél jol
megfigyelhetd, hogy itt mar mind a két alaktipus (gomb, irreguléris) is
eléfordul a mintakban. A NAC hozzédadasa szignifikansan nem valtoztatta

crer

képezett bevonatot az anyagok koriil.

3.2.2. Cink kioldddas mérés

A mitigicios vizsgalatokhoz kapcsolodd komplex Zn?* oldodas mérés
soran nem volt szignifikans kiilonbség az 6nmagaban mért két kiilonbozd
szemcseméretll ZnO kozott. Viszont mindkettébdl szignifikansan kevesebb
cink ion oldédott ki (~30-40%-kal), mint a két anyag keverékébdl. A cink
kioldodas novekedése szintén tapasztalhatdo volt a NAC hozzdadésa soran
minden tesztanyagnal. Egyardnt erdsen szignifikans kiilonbség volt a 15 nm
és a 140 nm ZnO (20-30%), és kevésbé erds, de ugyancsak szignifikans
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kiilonbség a keverék esetében (4%) Osszehasonlitva az anyagok kezeletlen
parjainak kioldodasi értékeivel. Tovabba minden esetben szignifikdns
kiilonbséget talaltam a NAC-nel kezelt kisérleti anyagok kozott. A 15 nm és
a keverék esetében ez a kiilonbség viszonylag enyhe volt (~3%), ezzel
szemben a 140 nm ZnO részecskébdl mindkét masik anyaghoz képest joval
alacsonyabb mennyiségii oldott cinket mértem.

3.2.3. N-acetilcisztein toxicitas mitigalo hatasa a Panagrellus

redivivus-ra

Az N-acetilcisztein mitigalo hatdsat vizsgald akut mortalitasi tesztek
soran hasonloan a kozegek hatasat vizsgalo kisérletekhez, dGnmagukban nem
tapasztaltam szemcseméret fliggd toxicitast. A kioldodott cink mennyiség
alapjan beallitott koncentracid sorozatban a ZnCl; szignifikdnsan kevésbé
toxikusnak bizonyult, mint a két ZnO részecske. A NAC hozzaadasa erésen
szignifikansan csokkentette a toxikus hatasokat a 15 nm ZnO esetében. A
140 nm ZnO esetében enyhébb mitigdld hatdst tapasztaltam. A mitigalo
hatds a 15 nm ZnO-nal a 2,51 mg/l, mig a 140 nm ZnO-nal mar 1,26 mg/I
koncentracio felett csokkend tendencidt mutatott. Ezekkel szemben a ZnCl»
felhasznalasakor statisztikailag igazolhatdé enyhe mitigaciot csak a
legnagyobb koncentracid (4,23 mg/l Zn) kizérdsa esetében tapasztaltam. A
két kiilonb6zd szemcseméretre is eltérden hatott a mitigacids kezelés. A két
legmagasabb koncentraciot figyelmen kiviil hagyva — ahol egyik anyagnal
sem volt mitigdld hatas — a 15 nm ZnO jelenlétében erdsebb toxicitas
csOkkenést tapasztaltam, mint a 140 nm ZnO esetében. Ezek az eredmények
jol lathatéak az LCso értékekbdl is (Onélldan: 15 nm: 1,85 mg/l Zn; 2,66
mg/l Zn; NAC hozzédadasaval: 15 nm: 14,091 mg/l Zn; 140 nm: 10,73 mg/1
Zn).

3.2.4. Nano és nagyszemcsés cink-oxid kozotti interakcio

tesztelése

Szinergisztikus  toxicitas novekedést  tapasztaltam a @ két
szemcseméretli ZnO 50-50%-0s keverékének hasznalatakor. A 15 nm ZnO
részecskével Osszehasonlitva szignifikansan toxikusabbnak bizonyult a
keverék, mar 6nélldan felhasznalva is. Tovabba ez a toxicitasbeli kiilonbség
még inkdbb megndvekedett a NAC hozzdadasanak kovetkeztében, ezaltal
mar nem csak a 15 nm, de a 140 nm ZnO részecskénél is erdsebb lett a
toxikus hatasa a keveréknek. A keverékre nem volt statisztikailag igazolhat6
mitigdlo hatassal az antioxidans az 0sszes koncentracio tekintetében, bar az
1,26 mg/l Zn-es koncentraciokig enyhe toxicitas csokkenés volt észlelhet6 a
NAC hozzaadasa nélkiili keverék hatdsdhoz viszonyitva. Ez a LOAEC
értékekkel is alatdmaszthatod (Tisztan: 0,31 mg/l; NAC hozzaadasaval: 1,26
mg/l). A mitigdld hatds gyengébbnek bizonyult a keverék esetében, mint a
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ket ZnO szemcse 6nalld vizsgalatakor, ez lathato az LC50 értékekbol is
(Onalléan: 0,65 mg/l Zn; NAC hozzaadasaval: 1,62 mg/l Zn).

3.2.5. Sejten beliili reaktiv oxigén gyok termel6dés mérése

A reaktiv oxigén gyok (ROS) mérés soran a leggyakrabban 0,59-0,63
uM/mg (kiugr6 érték:1,07 uM/mg) kozott volt az allatcsoportok mért ROS
tartalma a Milli-Q vizes kontrollcsoportoknal, és 0,74-1,09 uM/mg kozott a
NAC-os kontrollcsoportokndl. Az adatsorok Osszehasonlithatésaga
érdekében kiilon-kiilon atlagot vontam. Ezaltal a statisztikai vizsgalatok
elvégzésénél mar az atlagok alapjan korrigalt értékekkel dolgoztam (Milli Q
vizes kontroll: 0,69 uM/mg; NAC kontroll: 0,97 pM/mg). A harom 6nall6an
mért anyag koziil a keverék esetében tapasztaltam a legmagasabb, a 140 nm
ZnO esetében a legalacsonyabb ROS termelddést. Ebbdl kifolydlag a 140
nm ZnO a keveréktdl és a 15 nm ZnO-t6l is szignifikdnsan kiilonbozott.
Koncentraciofiiggd novekedést tapasztaltam a 15 nm ZnO és a keverék
hatasara  termelédott ROS  mennyiségben. A NAC hozzaadasa
kontrollcsoportok esetében magasabb mért oxigéngyok termelddés
eredményezett. A NAC jelenlétében teljesen mas tendenciat tapasztaltam,
mint az onmagukban hasznalt anyagoknal. Ebben az esetben szignifikans
kiilonbség nem volt az anyagok kozott. Mind a 140 nm ZnO, mind pedig a
keverék esetében a 2,51 mg/l Zn koncentracioban kiugré ROS novekedés €s
utana erds csokkenés tapasztalhatd. A 140 nm ZnO-ndl 6nmagaban és a
NAC jelenlétében is a legmagasabb koncentracidban volt a legalacsonyabb
mért ROS érték.
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4. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Kimutattam, hogy a kiilonb6z6 szemcseméretli ZnO részecskék (15 nm
és 140 nm) kevésbé toxikusak a Panagrellus redivivus fonalféreg
tesztfajra talajoldat kozegben, mint Milli-Q vizben. Ez a ZnO szemcsék
¢s a talaj szerves és szervetlen 0sszetevdi kozotti kapcsolat miatt alakult
igy. Emellett bizonyitottam, hogy a Folsomia candida ugrovillas tesztfaj
esetében a gipsz kozegben torténd csak oralis expozicié csokkenti a 15
nm ZnO - a mortalitas esetében —, 15 és 140 nm ZnO — a reprodukcio
esetében — toxicitasat a mesterséges talajhoz képest. A talajban az
ugrovillasok jobban ki vannak téve a kutikularis expozicionak is,
emellett valoszintisithetd, hogy a gipszre kihelyezett szennyezett
taplalékot képesek elkeriilni.

Mitigacios vizsgalatok soran kideritettem, hogy az N-acetilciszteinnek
toxicitast csokkentd hatasa van a Panagrellus redivivus tesztfajra 15 nm
é¢s 140 nm ZnO jelenlétében. Mindazonaltal kimutattam, hogy N-
acetilciszteinnek nagyon alacsony a mitigdlé hatdsa a ZnCl és a két
nanoanyag (15 nm és 140 nm nZnO) 50-50%-o0s keveréke hasznalata
esetén ugyanerre a tesztfajra.

Sikeriilt kimutatni az oldott Zn vizsgalat segitségével, hogy a Zn?*
okozta toxikus hatdsokon feliil fennall tovabbi szemcseméret specifikus
hatas a vizsgalt anyagoknal (15 nm és 140 nm ZnO). Ez a hatas az ionos
toxicitastol fliggetlen ROS képzddés és a szemcsék kozvetlen fizikai
interakcidja okan alakulhat ki.

Bizonyitottam, hogy tobb esetben nem a kisebb szemcseméretii, hanem a
140 nm ZnO volt a toxikusabb (a talajoldat — P. redidivus; mesterséges
talaj — F. candida; mitigaciés vizsgalatok — P. redivivus). Ez betudhato
lehet a 15 nm ZnO részecskék gyorsabb ¢és nagyobb mennyiségi
kotédésének a talajszemcsékhez, morfologiai kiilonbségeknek és annak,
hogy az N-acetilcisztein kevésbé tudott komplexeket képezni ezzel az
anyaggal, mint a kisebb szemcseméretiivel.

Kimutattam, hogy a két anyag (15 nm és 140 nm ZnO) 50-50%-0s
keveréke szinergikusan toxikusabb, mint az anyagok Onall6an
alkalmazva.

Kiegészitéseimmel létrehoztam egy, a Panagrellus redivivus tesztfajon
hasznalhato, sejten beliili reaktiv oxigéngyok (ROS) termelddés mérésére
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alkalmas moddszert. A modszer segitségével kimutattam, hogy a ZnO
részecskék minden esetben okoznak reaktiv oxigén gyok termelddést a
Panagrellus redivivus tesztfajnal és ez a mennyiség a legmagasabb a
keverék ¢és a legalacsonyabb a 140 nm ZnO esetében volt.
Szakirodalomban a nZnO reaktiv oxigén gyok termelddés indukalo
hatasat eddig még fonalféreg tesztszervezeten nem vizsgaltak.
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5. DISZKUSSZIO

5.1. Tesztkozegek hatasanak vizsgalata kiilonb6zo

szemcsemeéreti ZnO jelenlétében
Ebben a tesztsorozatban két kiilonb6zo tesztkdzeg hatasat vizsgaltam
a mikro- és a mezofauna egy-egy indikator fajara. Tekintélyes kiilonbséget
talaltam a toxicitasban mindkét faj esetében. A vizsgalt ZnO tesztanyagok
toxicitasa csokkent a gipsz kozeg (Folsomia candida) és a talajoldat
(Panagrellus redidivus) hasznalatakor. Ezek alapjan is igazolhato, hogy a
tesztkozeg szignifikansan befolyasolja a toxicitasi tesztek kimenetelét.

5.1.1. Panagrellus redivivus toxicitasi tesztek

Habar egyre tobb kisérlet foglalkozik a nZnO hatésaival
kornyezetileg relevans talajallatokon, figyelembe véve tobb toxicitast
befolyasold tényezOt, mint az aggregacio, a feliileti bevonat, a pH, az
oldodés, az expozicid mddja, a morfologia és a fotoindukalt hatdsok, a
tesztelési kozeg hatasanak kutatasara kevesebb vizsgalat iranyul.

A Kkisérleteimben az 4ltalam hasznalt koncentraciokban minden
tesztanyag toxikusnak bizonyult a Panagrellus redivivus-ra, annak ellenére,
hogy irodalmi adatok alapjan éppen ez a faj volt a legkevésbé érzékeny két
masik baktérium fogyasztd fonalféreggel dsszehasonlitva. Specidlisan erre a
fajra kevés akut toxicitasi adatot talaltam, mas bakterivor fonalféreg faj, a C.
elegans 24 oras LCso értékei viz kozegben 0,32-111 mg/l Zn kozott
mozognak. A Milli-Q vizben végzett kisérleteim az alacsonyabb értékek
kozé tartoznak. Talajoldatot kevés fonalférgekkel végzett kisérletben
alkalmaznak tesztkozegként. Irodalmi adatok alapjan alacsonyabb a cink
felvétel a talajoldat jelenlétében, viz kozeggel Osszevetve. A kozegek hatasat
vizsgald kisérleteink soran a ZnO részecskék kevésbé voltak toxikusak a
talajoldatban. Ez a részecskék/oldott cink és a talaj kiilonb6z6 komponensei,
mint a fulvosav, a humin sav és a csersav kozott fellépd interakciok révén
kovetkezhetett be. A harom koziil a csersav csokkentette a legerésebben a
nanoszemcsés ZnO toxicitasat. A kutatdsomban a talajoldat mind a két
szemcseméretll ZnO esetében erdsen csokkentette a kioldodott ionok
mennyiségét. Az oldodast befolyasolhatta a talajoldat pH értéke (Milli-Q
vizbe: 6-6,5 pH, Talajoldat: 7-7,5 pH), mivel a neutralis pH-n a legkisebb a
kioldédott ionok mennyisége az oldatban. Emellett a talajszemcsék feliiletén
is megkdtddhetnek a nanorészecskék, ami altal csokkenhetett a biologiai
elérhetdségiik. Ezt tamasztja ald az, hogy a Zn ionos formaja
nagysagrendekkel toxikusabb volt, mint a két ZnO forma talajoldat
kozegben. Mig a ZnO részecskék megkotddhettek a szemeséken, ahogy azt a
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SEM vizsgalat is mutatta, addig a ZnCl, szabadon felvehetd maradt az
allatok szdmara. A kisérleteim alapjan a talajoldat kdzeg erésen csokkenti a
tesztelt 15 nm és 140 nm ZnO toxikus hatasait Panagrellus redivivus fajra.

5.1.2. Folsomia candida toxicitasi tesztek

Irodalmi adatok alapjan a nZnO-nak enyhén toxikus hatdsa van a
Folsomia candida faj talélésére (6400 mg/l Zn koncentracidoban). A kutatok
foként a kioldodott ionoknak tulajdonitjdk a toxikus hatdsokat,
megallapitjak, hogy emiatt az oldott cinkforméknak erésebb hatasa van, mint
a nanorészecskéknek. Emellett a kozeg pH-janak ¢és szerves anyag
tartalmanak erés befolydsa van a cink ionok oldddasara és ezéltal a
toxicitasra. Az irodalomban talalhato elkeriilési kisérletek is ezt tdmasztjak
ala, ahol a tesztelt ugrovillasok kevésbé keriilték el a nanoszemcsés ZnO-ot,
mint a ZnCl-ot. Ezeket az eredményeket a jelen kisérletek eredményei is
megerdsitik, habar a tovabbi kisérleteimbdl kideriil, hogy a nZnO toxicitasat
nem csak a Zn?" oldodassal lehet magyarazni. Tovabbi publikalt
kisérletekben ugyanazt a modszert hasznaltdk a kiilonb6zé expozicios
utvonalak tesztelésére, mint amivel a kutatasaim alatt dolgoztam. A tesztelt
anyagok kozott a nagyszemcsés cink is szerepelt, mellette kadmiummal,
o0lommal és rézzel is kisérleteztek. Az eredményeimmel egybehangzéan 6k
1s azt tapasztaltdk, hogy a tesztelt fémek erdsebb hatast fejtettek ki a F.
candida-ra talajban, mint gipsz kozegben taplalékba keverve. A talajban az
ugrovillasok jobban ki vannak téve a kutikularis expozicionak, emellett a
gipsz kozegen végzett vizsgalat soran valdszinlileg képesek elkeriilni a
kihelyezett szennyezett taplalékot. A mortalitasi és reprodukcios eredmények
alatamasztjak, hogy a két expozicids utvonal koziil a gipsz kdzegen
taplalékba helyezett 15 nm — a mortalitas esetében —, 15 és 140 nm ZnO —a
reprodukcio esetében — alacsonyabb a toxikus hatdsa a Folsomia candida
fajra, mint a mesterséges talajba kevert anyagoknak.

5.2. N-acetilcisztein toxicitas mitigalo hatasa a Panagrellus

redivivus-ra

Vizsgalataim soran az N-acetilcisztein sikeresen csokkentette a két
kiilonboz6 szemcseméretli ZnO toxikus hatasait a Panagrellus redidivus
fonalféreg fajra. A NAC mitigdld hatasat nano-fémoxidokra fOképp emberi
sejtek tesztelésekor mutattak ki. Az erre vonatkoz6 vizsgélatok f6 célja, hogy
a rékkutatasban ¢€s egyéb emberi felhasznélas sordn csokkentsék a ZnO nem
kivanatos hatasait. Emellett sziilettek vizsgalatok vizibolha (Daphnia
magna) érzékenységére is, a NAC itt is csokkentette a toxicitast. Fonalférgek

crer
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nanoanyag, pl.: az Al2Os és a TiO2 toxikus hatasait sikeresen mitigaltak
NAC segitségével.

Konkrétan az N-acetilciszteinnek a Zn kioldodasra gyakorolt hatasara
vonatkozoan szakirodalmi forrasokat nem taldltam, viszont az anyag
kelatképz6 tulajdonsagait tobb esetben is részletesen ismertették. Az altalam
mért oldodasi értékek szignifikdnsan magasabbak voltak a NAC
hozzaadasakor. Ez annak tulajdonithatd, hogy a teljes Zn tartalmat mértiik,
igy a NAC altal komplexben tartott Zn részecskék is bekeriiltek az értékbe.
Mig a két tesztelt ZnO részecskébdl onalléan nagyjabol azonos mennyiségii
Zn oldodott ki, addig a NAC hozzaadasa utan szignifikdnsan alacsonyabb
értéket kaptam a nagyobb szemcseméretnél. A 15 nm ZnO-bol nagyobb
aranyban tudott a NAC ionokat megkotni €s azaltal csokkentette jobban a
toxicitasat is. Ez feltételezhetden annak kdszonhetd, hogy a két anyag eltérd
feliileti toltés stiriséggel, eloszlassal és elektromos potenciallal rendelkezett,
a kiilonbozd méret és morfologia miatt. gy az N-acetilcisztein a hozza
képest nagyobb részben ellentétes toltéssel rendelkezd részecskékekkel
alkotott inkabb komplexet. A toxicitasi tesztjeimben a NAC-nel kezelt
kontroll csoportokban mindig nagyobb volt az elhullas, mint a Milli-Q vizes
kontrollcsoportoknal. Ez annak tudhatdo be, hogy — féleg magasabb
koncentraciokban — a NAC Onmagéaban is marginalisan toxikus lehet. A
kisérleteim ramutattak arra, hogy az N-acetilcisztein csokkenti a nZnO
szemcsék toxicitasat a Panagrellus redivivus-ra.

5.3. Reaktiv oxigén gyok termelédés modszer értékelése

A modszerfejlesztés soran sikeriilt két publikélt prokoll altal leirt
reaktiv oxigéngyok mérést ugy modositanom, hogy az &ltalam hasznalt
tesztfaj €és indikator anyag mellett hasznalhat6 €s megismételhetd modszer
legyen. A tapasztalataim és fejlesztéseim nélkiil a moddszer nem volt
haszndlhato. A fejlesztett modszert tobb alkalommal sikeresen alkalmaztam,
igy a jovoben fel tudom hasznédlni a sejten beliil termelddott reaktiv
oxigéngyok mérésre APF indikator hasznalataval a Panagrellus redivivus
tesztfajon.

5.4. Szemcseméretfiiggo toxikus hatasok és a hatteriikben

miikodo mechanizmusok értékelése

A pasztazd elektron mikroszkopos vizsgalat sordn kidertilt, hogy a
gyarto altal megadott 15 és 140 nm-es részecskeméretek valgjaban 59 + 31
és 174 £ 138 nm méreteknek felelnek meg. Emellett mind a két anyagban
talalhatoak nano- és nagyszemcsék, bar a részecskék szamanak 50%-at nem
haladjak meg, igy még a 15 nm a nano- és a 140 nm a nagyszemcsés
tartomanyba tartozik. Ennek ellenére ezek a méretek valdszintisithetéen
befolyassal voltak a kisérleteim eredményeire. Feltételezhetd, hogy ha a
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nominalis részecskeméret lett volna a valos, akkor az 6nalldo vizsgalatok
soran (tesztkdzeg ¢és mitigdcds 4agens befolydsa nélkiil) a kisebb
szemcsemeéret lett volna a toxikusabb, a viszonylag azonos toxikus hatdssal
szemben, amit jelen esetben tapasztaltam. Viszont abban az esetben sem
kizarhat6, hogy a talajoldat, a talajkdzeg és az N-acetilcisztein hasznalatakor
a jelen vizsgalatokhoz képest eltéré eredményéket kapnék, tehat nem a 140
nm ZnO hatasa lenne a toxikusabb. Emellett véleményem szerint a
keveréknél még erdsebb szinergikus toxicitas novekedést tapasztalnék, ha
ténylegesen a megadott méretekkel dolgoztam volna.

5.4.1. Kozegek és expozicios utvonalak vizsgalata soran

A nZnO-dal végzett kutatasok soran tobb esetben nem talaltak
kiilonbséget a szemcseméretek toxikus hatdsa kozott, amig mas
vizsgalatokban kimutattdk, hogy a nanoszemcsés forma a toxikusabb. Az
egyik okként a nanoszemcsés ZnO magasabb toxicitdsa mogott, a
nagyszemcsés formahoz képest nagyobb mérvii oldddast nevezték meg.
Ezzel ellentétben az altalam hasznalt 140 nm ZnO magasabb toxicitast
mutatott a talajoldat (P. redidivus) és a mesterséges talaj (F. candida)
jelenlétében, mint a kisebb szemcseméreti parja. Valoészintsithetjiik, hogy a
15 nm ZnO erdsebben ¢és gyorsabban aggregalodott a talajszemcsék
jelenlétében és ezaltal csokkenhetett a toxikus hatdsa. Ezt a hipotézist a
kioldédott ionok vizsgalata is alatdmasztja, mivel kevesebb cink ion volt
talalhaté a 15 nm ZnO mintdban, mint a nagyobb szemcsésben 48 Oras
inkubaciot kovetéen. Ugyanakkor a Milli-Q vizes kozegben a 15 nm ZnO
oldodasa kozel kétszerese volt a nagyobb szemcsésnek. Emellett a két anyag
morfolégiaja is kiillonbozott (15 nm ZnO gémb, 140 nm ZnO irreguléris),
ami szintén okozhatta a toxicitasbeli kiilonbséget. A vizsgalataim alapjan az
altalam hasznalt nagyobb szemcseméretii (140 nm) ZnO magasabb toxicitast
gyakorolt a talajoldat kbzegben a Panagrellus redidivus és mesterséges talaj
kozegben a Folsomia candida fajra, mint a kKisebb szemcseméretii ZnO (15
nm).

5.4.2. Reaktiv  oxigéngyok termelédés mennyiségének

vizsgalata soran

Nanoszemcsés ZnO vizsgalatakor altaldban kimutathaté a reaktiv
oxigéngyokok koncentraciotol fiiggd termelédése. Mas fém-oxidokkal
Osszehasonlitva a H202 termelddés kozegfiiggd, viszont a szuperoxid
termel6dés minden esetben a legmagasabb volt a nZnO-nal. Az irodalomban
nano- és nagyszemcsés ZnO 0sszehasonlitdsa soran a legtobb esetben tisztan
lathatd szemcseméretfiiggd hatast tapasztaltak, a kisebb szemcseméretli
anyag esetében volt magasabb a termel6dott mennyiség. A vizsgéalataim
soran a legnagyobb termeldddtt mennyiség 3 oras expoziciot kovetden a
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keverékben volt, a legkisebb pedig a 140 nm ZnO-ban. A NAC
hozzéadasakor a reaktiv oxigéngyokok joval nagyobb mértékben
termel6dtek, mint Onalléan a Milli-Q vizes kontrollcsoporthoz képest. A
szakirodalomban 4ltaldban a ROS termelddés csokkenését tapasztaljak NAC
hatasara. Feltételezhetd, hogy a NAC altal indukalt GSH termelddés az
altalunk alkalmazott 3 6ras ROS mérési expozicio alatt még nem indult be,
igy nem csokkenést tapasztaltam a ROS értékekben, hanem novekedést.

5.4.3. N-acetilcisztein alkalmazasa soran

A szemcseméretfiiggd mitigaciora kevés adatot sikeriilt taldlnom,
mivel az ilyen jellegi vizsgalatoknal a legtobb esetben kimaradt a
nagyszemcsés kontroll. Egy ilyen témaval foglalkozo kutatasban bar nano
mérettartomanyba tartozo, de két kiillonb6zé méretli ZnO részecske hatasat
hasonlitottak 6ssze (18,5t1,2 nm ¢és 47,1£5,1 nm ZnO) az emberi
neuroblasztoma SHSY5Y sejt vonalra. Onalloan a kisebb szemcseméret volt
a toxikusabb, a NAC hozzdadasa mindkét szemcseméret toxicitasat
csOkkentette. A mitigacid a 40 mg/l alatti koncentraciokban volt a
legerdsebb, e felett mar csokkent hatast észleltek és a két szemcseméret
toxicitas csokkenésében enyhe kiilonbséget tapasztaltak. A nagyobb
szemcseméret esetén volt kisebb a mitigacio mértéke, hasonldan az altalam
végzett vizsgalatokhoz, ahol a 140 nm ZnO-nal tapasztaltam ezt az enyhébb
hatast. Emellett, hasonldan a jelen dolgozat kisérleteihez, a tanulmanyban a
nanoszemcsés ZnO anyagok hatéasait egy ionos formaban 1évé Zn-kel a
ZnCly-dal is Osszehasonlitottak. Habar ebben az esetben megfigyeltek
mitigaciot két alacsonyabb koncentracioban (122,9 uM és 245,7 uM ZnCly),
de e felett a sejt talélési aranya 10% ala csokkent még a NAC hozzaadasa
mellett is. Tehat joval gyengébben hatott a NAC a ZnClz-ra, mint a
nanoformékra, hasonléan az én eredményeimhez. Ezen feliil az altalam
hasznalt ZnCl; koncentracidk a tesztrendszerben jelenlévd kioldddott Zn ion
mennyiséget reprezentaltak, igy az anyagoknal onmagukban és NAC
hozzaadéasaval is jol lathatd, hogy a két szemcseméreti ZnO toxikus
hatasainak hatterében nem csak az ionok és az ionok hatdsara termelddott
ROS éllnak, hanem tovabbi szemcseméret fliggd toxikus hatdsok is lehetnek.
Ezek az eredmények korrelalnak mas kutatdsokkal, ahol kimutattak, hogy a
kioldodott Zn?* és a generalt ROS mennyiség nem indukalhatott olyan
mértékii toxicitast, mint amit tapasztaltak. Igy feltételezéseik szerint is
tovabbi toxicitdsi tényezOknek is fent kell allniuk az észlelt hatasok
eléréshez. A kisérleteim alapjan a NAC kevésbé hat az ionos toxicitasra.
Emellett az altalam hasznalt két anyagra eltérd toxicitdsi mechanizmus
jellemezd, igy itt a nagyobb szemcseméretii forma bizonyult toxikusabbnak.
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5.4.4. Két anyag kozotti interakcio vizsgalata soran

Két kiillonb6zé nanoanyag keverésekor kimutattak masok is
szinergisztikus toxicitds novekedést pl. nZnO-+nAg; nAu+nPt és
nAg+nTiO2. Egyes esetekben ezzel szemben a negativ hatasok csokkenését
tapasztaltak. Az irodalmoban a nanoszemcsés ZnO és TiO2 keverékekor
toxicitds csokkenés 1épett fel, ezt a hatast a TiO: feliiletén adszorbealodott és
ezaltal kevésbé felvehetd Zn?"  csokkenésével magyaraztdk. A
vizsgalataimban a két kiilonb6z6 szemceseméretii ZnO 50-50%-o0s keveréknél
erds toxicitas novekedést tapasztaltam. A SEM képek alatamasztjak, hogy
mindkét anyag megtalalhato az 0j keverékben, igy egy 1j, a két mésik anyag
kozotti atlag szemesemérettel rendelkezd ZnO-t sikeriilt 1étrehozni (130 +
118 nm), amiben mind gémb, mind irreguldris alaki részecskék is jelen
vannak. A keverék esetében mindkét anyagndl erdsen szignifikdnsan
magasabb volt a Zn kioldddas és marginalisan a ROS termelddés is. A
toxicitas novekedése fennallt az N-acetilcisztein hozzaadasa mellett is, a
keveréknél volt a legalacsonyabb mitigald hatasa a NAC-nak. A NAC
vizsgélatok alapjan az antioxidans kevésbé befolyasolja a kioldodott ionok
altal okozott toxikus hatasokat. A keverékben masfélszer magasabb volt
ezeknek a mennyisége, mint a két anyagnal kiilon-kiilon. Emellett az N-
acetilcisztein ebbdl az anyagbdl tudott a legkevesebbet megkdtni (Keverék <
140 nm < 15 nm). A részecskeeloszlasokbdl is lathato, hogy ~30%-ban a 140
nm ZnO-ban is talalhatunk nano részecskéket (37-97 nm, ebbdl
leggyakrabban a 37 nm fordul eld), igy a kétféle anyag Gsszekeverése okan
megndtt a 30 nm-es részecskék aranya a keverékben. Emellett
feltételezheten a nagyobb részecskék diszpergaldo hatast fejtettek ki a
tesztrendszerre. A keverékben a részecskék inkabb egymassal aggregalodtak
az eltérd toltés eloszlas miatt, mint a sajat méretcsoportjukhoz tartozo
részecskékkel. Ebbdl kifolyolag a 140 nm ZnO részecskék feliiletén
aggregalodott kisebb részecskék altal fixalodott a nagy feliilet, nétt a
kioldodas, a rekcioképesség, ezaltal a toxicitds. Tehat a szemcsék
Osszekeverésével a két anyag kiillonbozd negativ hatdsai (15 nm -
részecskeméretbél adodo, 140 nm - irregularis morfoldgia) felerdsitették
egymast és ez allhat az erds toxikus hatdsok hatterében.

5.5. Kovetkeztetések osszegzése

Altaldnossagban elmondhatd, hogy mindharom talajélélény csoport
érzékenyen reagalt a 15 és a 140 nm-es ZnO kezelésre. A legérzékenyebbnek
a mikrofaunaba tartozo Panagrellus redivivus faj bizonyult Milli-Q vizes
kozegben. A vizsgélatokbol kideriilt, hogy a kiilonb6zd kozegek (Milli-Q
viz, talajoldat), a teszttalajok fizikai és bioldgiai jellemz6i és expozicios
utvonalak (oralis, dermalis és ordlis) is befolyasoljak a tesztanyagok toxikus
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hatasat. Emellett az N-acetilcisztein képes mitigadlni mindkét vizsgalt
szemcseméret toxikus hatasat.

Az altalam atalakitott modszerrel minden felhasznalt anyagnal
reaktiv oxigéngydk termelddést tapasztaltam. Onalldan legmagasabbat a
keverék esetében, legalacsonyabbat a 140 nm ZnO-nal. NAC hozzaadasaval
az anyag kismértékii toxicitdsanak kovetkeztében minden érték magasabb
lett, mint Onalléan. A vizsgalat elvégzéséhez magasabb expozicios 1d6
sziikséges, hogy az antioxidans ki tudja fejteni a hatésat.

Az altalam hasznalt két szemcseméret koziil tobb esetben is a 140 nm
ZnO bizonyult toxikusabbnak (a talajoldat — P. redidivus; mesterséges talaj —
F. candida; mitigacios vizsgalatok — P. redivivus). Ez indokolhaté a 15 nm
ZnO részecskék gyorsabb ¢és nagyobb mennyiségli kotddésével a
talajszemcsékhez, morfologiai kiilonbségekkel, toltés eloszlas kiilonbséggel
¢s azzal, hogy az N-acetilcisztein kevésbé tudott komplexeket képezni ezzel
az anyaggal, mint a kisebb szemcseméretiivel. Valosziniileg ennek a
hatterében is a morfoldgiai kiilonbségek allnak.

Emellett a NAC hatasa kevésbé befolyéasolta a cink ionok toxikus
hatasat, ezért is lehetett, hogy a két anyag keveréke esetében, ahol
szignifikansan magasabb volt az olddédas, nem tapasztaltam statisztikailag
igazolhat6 mitigald hatést.

Az altalam hasznalt ZnCl, koncentraciok a tesztrendszerben jelenlévd
kioldédott Zn ion mennyiséget reprezentaltak, ezaltal kimutathat6, hogy a
két szemcseméretii ZnO toxikus hatasai hatterében nem csak az ionok és az
ionok hatdsara termeldédott ROS allnak, hanem egyéb szemcseméret fliggd
toxikus hatasok is lehetnek, hasonldan ezt alatamaszto irodalmi adatokhoz.

A két anyag 50-50%-0s keverésekor a toxikus hatasok jelentds
mértékben megndttek, magasabb lett az oldott cink tartalom és a termelddott
ROS mennyiség is. Feltételezhetd, hogy az anyagok kémiai és fizikai
tulajdonsagai (tobb kisebb szemcse — magasabb bioldgiai elérhetdség, fixalt
nagy feliiletb6l, morfologiai szempontokbol adddo toxicitds ndvekedés)
egymas hatasait felerésitve egy sokkal reaktivabb és a P. redivivus szamara
konnyebben felvehetd elegyet képeztek.

A vizsgalatok alapjan a 15 nm ZnO 6nmagaban nagyobb mennyiségii
ROS termelésére képes €s a kioldodott ionok mennyisége is magasabb, mint
a 140 nm ZnO esetében. Viszont, ha mar egy tovabbi, a 15 nm ZnO toxikus
hatdsait semlegesité tesztelemet is a rendszerbe helyeziink (pl. talaj,
talajoldat tesztkdzeg, mitigaldo agens), rogton a 140 nm ZnO lesz a
toxikusabb. Ebbdl arra lehet kdvetkeztetni, hogy ennél az anyagnal egy
harmadik tényez0 is fennall, amit kevésbé befolydsolnak a talajszemcsék és
az N-acetilcisztein is. Feltételezhetden ez az anyag irregularis részecske

crer
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