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Kivonat

A kornyezetben taldlhato genotoxikus anyagok hatasdnak meghatarozasara szamos toxicitasi
teszt all rendelkezésre, melyek koziil célszerli a koriilményeknek megfelelden valasztani. Az
altalam vizsgélt kagylé mikronukleusz teszt alkalmazasara szdmos szakirodalmi példa van,
szabvanyositott formdja azonban még egyeldre nem létezik. Annak érdekében, hogy a teszt
altalanos alkalmazhatosagat felmérjem tobb kiilonbozé mérést végeztem, amelyek egyarant
kiterjednek a teszt egyes paramétereinek vizsgalatara, a mikronukleusz teszt eredményeinek
Osszevetésére mas genotoxicitds mindsitd tesztekkel, valamint egyedi kornyezeti mintdk
vizsgalatara.

Mivel a teszt szabvanyositasat nehezitheti, hogy nincs ra egységes modszer, az egyik vizsgalt
paraméternek az expozicios iddt valasztottam, amely bizonyitottan hatassal van a keletkez6
mikronukleuszok szamaéra. Szintén befolyasolo6 tényezo lehet a kagylok mérete, azaz, a reakciok
testméret fiiggésének vizsgalata és leirasa, amely a kiilonb6zd tanulmanyok 6sszehasonlitdsanal
fontos. Megallapitottam az expozicios idé optimalis hosszat, valamint azt a mérettartomanyt,
amely még nem befolyasolja a mikronukleusz szamot.

Szintén lényeges, hogy a kagylé mikronukleusz teszt milyen eredményt ad més, mar
zabvanyositott tesztekhez képest, és ismert hatdst szennyezdanyagokra. Vizsgalataim soran két
baktérium teszttel, az SOS Chromotest-tel és az Ames teszttel, valamint egy viszonylag Uj
modszerrel, a flow citometrias méréssel hasonlitottam Ossze a mikronukleusz teszt
eredményeit. A kiértékelésnél mindenképpen figyelembe kell venni, hogy az egyes tesztek
kiilonb6zé hatdsmechanizmusokra épiilnek, igy ugyanarra az anyagra eltérd erdsségi
valaszokat kaphatunk.

A viltozatos kornnyezeti mintdk konkrét toxicitds vizsgalata jelentds részét képezte
feladataimnak. A kiilonb6z6 jellegii mintak a kornyezetben eléforduld genotoxikus anyagok
tobb csoportjat is lefedték, igy adott volt a lehetdség, hogy minél teljesebb képet kapjak a
mikronukleusz teszt alkalmazhatosagarol. Vizsgaltam allelopatikus ndvényi kivonatokat,
amelyek természetes eredetli szennyezok; kiillonboz6 szennyviz mintakat, amelyek igen vegyes
Osszetételliek; biodizel mintat, amelynek a vizsgalata a kornyezettudomanyban tobb
szempontbol is aktualis; valamint természetes, de feltehetdleg szennyezett €l6helyek in situ
felmérését is elvégeztem. Az eredményeim alapjan a mikronukleusz tesztet széles kdrben
alkalmazhato, a valtozatos koriilményekhez adaptalhato eljarasként ajanlom a genotoxikus

hatas felmérésére.



Abstract

Several toxicity tests are avalible to determine the effects of genotoxic compounds in the
environment, from which it is practical to choose one which fits the conditions. There are many
specialized literature examples for the mussel Micronucleus test | have chosen but there isn’t a
standardized form yet. To be able to estimate the applications of the test | have done several
different measurements which also covered the analysis of the parameters of the test, the
comparison of the results of the Micronucleus test with other genotoxicity tests as well as | have
examined unique environmental pollutants.

Because the standardisation of the test is aggravated by the missing of a unified method I have
chosen for one of my examined parameter the exposure time, what has been proved to affect
the number of the formating micronucleuses. The size of the mussels can be an influential factor
as well what can be important by the comparing of the different studies so | have analysed the
effects of this, too. | have determined the optimal length of the exposure time and the range of
the size which does not influence the number of the micronucleus.

It is important as well to analyse the results of the MN test compared to other standardized and
offered test by known pollutants. During my examinations | have compared the MN test results
with two bacteria tests with the SOS Chromotest and with the Ames test as well as with a
relative new method the Flow cytometric measurement. During the evaluation it needs to be
considered taht each test sings different effect mechanisms so they can give different results for
the same pollutant.

The concretizied toxicity examination of the diversified environmental samples was giving the
significant part of my work. The different kind of the samples has covered more groups of
contaminating materials, found in the environment so the chance was given for me to get a more
complex view of the potential of the application of the MN test. | have examined allelopathy
samples of plants which are natural contaminators, different waste water samples which had a
very mixed ccomposition, biodiesel samples which research is in the environmental science in
many aspects relevant and | have investigated in situ natural but presumably contaminated
habitat. Doe to my results the micronucleus test is a method that can be used in a wide range

and can be adapted to the diverse conditions to estimate genotoxic effects.



Auszug

Damit die Effekte der in der Natur auffindbaren genotoxischen Substanzen definiert werden
konnen stehen viele toxische Tests zur Verfligung, von denen es zweckhaft ist anhand der
Umsténde zu wihlen. Fiir die Anwendbarkeit des Muschel Mikronukleus Testet stehen viele
fachliterarische Beispiele zur Verfligung, aber cine standardisierte Form gibt es bis jetzt noch
nicht. Um die Anwendbarkeit des Testes studieren zu konnen habe ich viele verschiedene
Messungen gemacht, die sowohl die verschiedenen Parameter des Tests untersuchen, die
Ergebnisse der Mikronukleus Probe mit anderen Tests die die Genotoxizitdt messen als auch
eigene umweltliche Patterns forschen.

Weil die Standardisierung des Tests davon erschwert wird, dass noch keine einheitliche
Methode vorhanden ist, habe ich fiir eins der untersuchten Parameter die Exposition Zeit
gewihlt, die bezeugt einen Effekt auf die generierte Nummer des Mikronukleus hat. Die Grofle
der Muscheln kann auch eine beeinflussende Ursache sein, das bei dem Vergleich der
verschiedenen Forschungen von Belang sein kann, deshalb habe ich auch diesen Effekt
untersucht. Ich habe die optimale Dauer der Expositionszeit beurteilt sowohl den
GroBenbereich das die Anzahl der Mikronukleusse noch nicht beeintrachtigt.

Es ist auch von Belang was fiir ein Ergebnis erfolgt im Vergleich zu dem schon bekannten und
vorgeschlagenen Test fiir die schon bekannten genotoxischen Substanzen. Wahrend meiner
Forschung habe ich die Ergebnisse der Mikronukleus Proben mit zwei Bakterien Test, mit dem
SOS Chromotest und mit dem Ames Test als auch mit ein relativ neues Verfahren mit dem
Flow cito metrischen Messung verglichen. Bei der Auswertung muss man unbedingt in Acht
nehmen, dass die einzelnen Tests verschiedene Wirkungsmechanismen zeigen so kdnnen sie
fiir die gleiche Substanz unterschiedliche Ergebnisse vorbringen.

Die Untersuchung der konkreten toxikologischen Effekten von den vielfdltigen natiirlichen
Vorlagen hat einen beachtlichen Teil meiner Arbeit ausgemacht. Die verschiedenen Arten der
Proben haben mehrere Gruppen der in der Natur vorfindbaren genotoxischen Ich habe
allelopathiesche Pflanzenextrakte untersucht die Kontaminationsmittel natiirlichen Ursprungs
sind; verschiedene Abwasservorlagen, die sehr gemischte Zustinde hatten, Biodiesel Vorlagen,
dessen Untersuchung in der Umweltwissenschaft wegen mehreren Hinsichten aktuell ist als
habe ich auch die in situ Messung von natiirlichen aber wahrscheinlich kontaminierten
Lebensraumen ausgefiihrt. Anhand meiner Ergebnisse ist die Mikronukleus Probe ein, im
weiten Umgang anwendbar, zu den diversen Verhiltnissen adaptierbares Verfahren um die

genotoxischen Wirkungen zu ermessen.



Bevezetés

A kornyezetszennyezés az emberi tarsadalmak szerencsétlen velejaroja, amely nem csak az
embert és az ¢él6lények sokaksagat, hanem az Okoszisztémak miikodését is veszélyezteti A
szennyezés egyarant kihat az egyes kornyezeti elemekre, mint a levegd, a viz vagy a talaj, mig
természetét tekintve lehet valamilyen anyag (pl. nehézfém, szerves oldoszer, peszticid stb.),
sugarzas, vagy az emberi tevékenység egyéb velejardja, példaul a zaj és a a fény. Az egyes
szennyezések kiilonbozé modokon fejtik ki hatasukat, melyek koziil bar mar hosszu ideje
ismertek a mutagén és genotoxikus hatasok, ezek pontos leirasat, okainak és mechanizmusainak
vizsgalatat a technoldgia hidnyossaga sokaig korlatozta. Az elmult 10-20 év fejlédése szamos
kérdést megvalaszolt és legalabb ugyanannyi 0j kérdést is hozott. Az biztos, hogy ezek a
hatasok komoly aggodalomra adnak okot, mivel szamos sulyos betegség kivaltoi lehetnek,
raadasul a génallomanyt és génszerkezetet érintd valtozasok az utdodokra is kihathatnak.

Az elmult évtizedben globdlis szinten is egyre siirgetobbé valt a kornyezetvédelem és ennek
érdekében az alkalmazott technologidk és anyagok tisztasaganak eldsegitése, a kornyezetbe jutd
koztes-és végtermékek, majd lebomlasi termékek hatasanak kutatdsa az Okoszisztémakra, €s
figelembevételiik az 0j technoldgiak bevezetésében.

Ahhoz, hogy kézbe tudjunk avatkozni, ha a kdrnyezetlink romlasnak indul, fontos, hogy mindig
ismerjiik annak referencia (eredeti, kiindulasi), valamint az aktualis allapotat, és folyamatosan
nyomonkovessiik a valtozasokat. Ezt a fizikai és kémiai paraméterek monitorozasaval, a
kornyezeti elemek megfigyelésével valamint a flora és fauna Osszetételében végbemend
valtozasok kovetésével tehetjiik, természetesen a befolydsolo hatasok minél pontosabb ismerete
mellett (pl. WFD 2000). A kornyezetallapot felmérés egyik eszkoze lehet az in situ jelleggel
alkalmazott mikronukleusz teszt (MN teszt) is, amennyiben pontosabb képet kapunk az
alkalmazhatdsagarol.

A kagyld mikronukleusz teszt egy viszonylag egyszerli ¢és koltséghatékony teszt,
Magyarorszagon azonban kevéssé elterjedt. A 4 napos expozicidés id0 miatt a baktérium
teszteknél lassabban ad eredményt, azonban nagy elénye, hogy mivel a kagylok (az emberhez
hasonloan) képesek bontani bizonyos szennyezdanyagokat, ezzel a teszttel a képz6dod
metabolitok toxikussagat is mérhetjiik. A teszt elterjedését eldsegitendd, kiilonboz6 anyagokkal
és kiilonbozo koriilmények kozott vizsgaltam az alkalmazhatdsagat, valamint 6sszevetettem az
érzékenységét bakterialis genotoxicités tesztekkel. A vizsgalatok megtervezésénél figyelembe

vettem a kornyezetvédelem aktualis problémait és kevéssé ismert teriileteit is.



1. Irodalmi attekintés

1.1. Tesztszervezetek bemutatasa

Az édesvizi biodiverzitas indikatorai — fajszam, populaciok siiriisége, megujulasi ideje — az
elmult évtizedek soran egyre nagyobb mértékii csokkenést mutatnak Az édesvizi allatok
fajgazdagsagat jelzi, hogy bar a bolygo felszinének alig 1%-at boritja édesviz, mégis itt €l az
Osszes allatfaj 7%-a (Dudgeon, 2010). A hozzavetdleg 840 édesvizi kagylofaj koziil 2003-ban
még alig szadz volt legaldbb mérsékelten veszélyeztetett, mig 2013-ra ez a szam
megkétszerez6dott elsdsorban az Unionidae csaladba tartozo fajok novekvd veszélyeztetettsége
miatt (Graf & Cummings, 2007; ITUCN 2003; IUCN 2013). A kagylok (Bivalvia, jelentése:
kéttekndjliek) a puhatestiiek torzsébe tartoznak. Rendszerezésiik a kopolty, valamint a fogak
alapjan torténik, mely szerint az altalam vizsgalt folyamikagylok (Unionoida) a
Paleoheterodonta alosztaly egyediili é16 rendje. Nagy szamban ismertek mind édesvizi és
tengeri fajok (ITIS).

A kagylok ismertek viztisztitod szerepiikrdl, ami nem csak a toxikoldgiai tesztekben hasznalhat6
fel, de dkologiai hasznuk is jelentds az élovizekben. Az altaluk megsziirt vizbol kivalasztott
lebegbanyagok egy részét megemésztik és beépitik sajat testiikbe, héjukba, mig a meg nem
emésztett részt nyalkaba burkolva engedik vissza a vizbe (pszeudofécesz). Az ilyen modon
kivalasztott és kompaktabb pszeudofécesz pelletekbe tomoritett lebegéanyagok az iiledéket
vastagitjak. A kagylok ezen szlir6-lilepitd szerepe tehat geologiai jelentdségli (Haranghy,
1959).

A kagylok héjat a taplalékukbol kivont kalciumbdl allitja el a kopeny, melynek ezen kiviil az
oxigénfelvételben és az aramlatkeltésben is fontos szerepe van (Brown, 1971). A kdpenyen
talalhato a taplalkozashoz elengedhetetlen bevezetd (ventralis) és a kivezetd (dorzalis) szifo
nyilasa. A bevezetd szifon szivjak be a taplalékdus vizet és vezetik tovabb a kopoltyuiiregbe,
ahol a kopoltyulemezeket boritd csillok kisziirik a taplalékul szolgald planktont és detritusz
részecskéket. A megsziirt viz, a salakanyagok ¢€s a parazita larvak az elvezetd szifon tdvoznak
a kagylobol (Jergensen, 1991).

A puhatestiiek nyilt keringési rendszerét alkotd testnedv (hemolimfa) igen hig, és bar kevés
alakos elemet tartalmaz, az itt taldlhaté hemocitak feleldsek a szervezet ellenalld képességének
fenntartdsahoz, illetve az immunrendszer megfelelé mikodéséhez nélkiilozhetetlen 6roklott
sejtes immunvalaszért. Figyelembe véve, hogy a gazda szervezet elsddleges védelmi vonalat a

hemocitdk képezik, és megfeleld miikodésiik nélkiilozhetetlen a hatdsos immunvalaszhoz,
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megallapithatd, hogy a sériilt sejtek szamaval jol jellemezhetd az allatok egészségi allapota

(Terehara et al., 2003).

1.2. A kagylék, mint tesztalanyok

A kagylok tobb szempontbdl is jo tesztalanyok a vizek szennyezettségének meghatdrozasara
végzett toxikoldgiai tesztekhez. Téaplalkozasuk soran rovid id6 alatt is nagy mennyiségii vizet
szlirnek at (Unionidae fajok 15 °C vizhémérsékleten kb. 6-8 I/nap /Kim et al., 2011/), igy
konnyen kumuldlodnak benniik a kiilonféle szennyezé anyagok. Kagylok és kagylolarvak
haszndlata vizek toxikussdganak meghatarozasat célzd tesztekben mar évtizedek ota elterjedt
(Bedford et al., 1968; Landres et al., 1988). Vizi kornyezetben a kagylok érzékenysége
kiemelkedd, sokféle szennyezés kimutatdsidra alkalmazhatoak, a toxikus kozegben adott
reakcioik miatt széleskoriien alkalmazott bioindikatorok (Imlay, 1982, Jurkiewicz-
Karnkowska, 1998).

Altaldnossagban elmondhat6, hogy a kisebb méretii kagylok rovidebb élettartamiiak, mig a
nagyobb méretlick tovabb élnek. A kagylok korat legegyszeriibben a héj korgytriiinek
szamabol lehet meghatarozni, bar ez tobb mindentdl is fiigg, az eredmény j6 kozelitéssel pontos.
Mivel a kagylok életiik sordn folyamatosan ndnek, a hosszuk és koruk kozott is szoros
Osszefliggés van, azonban kiilonboz0 teriileteken a novekedés mértéke illetve a maximalis
¢letkor eltérd lehet, igy ezek nem Osszehasonlithatoak. Ennek tudhato be, hogy az Unionoida
fajok altlagos élettartamarol eltéréek az irodalmi adatok. Az Anodonta és Unio fajoknak
altalaban 10-15 évet josol Brander (1956) és Smith (2001), mig mas forrasok szerint 20-30 évet
is élhetnek (pl. Comfort, 1957). A kor el6rehaladtaval a reprodukciods siker is novekszik,
egyrészt mivel az idésebb egyedek gyakrabban szaporodnak, mdasrészt a nagyobb mérethez

nagyobb kopoltyt tartozik, amiben tobb glochidium fejlodik ki (Aldridge, 1999; Bauer, 1992).

1.3. Kagylotesztekben alkalmazott fajok
Az édesvizi kagylok legelterjedtebben alkalmazott tesztszervezetei két nagy rendbe tartoznak,

ezek a Veneroida és Unionoida fajok.

1.3.1. Unionoida

A fest6 kagylo (Unio pictorum, Linnaeus, 1758) (1. abra) éshonos kagylofaj a Balatonban, de

szinte egész Eurdpaban és kis Azsiaban tobb teriiletén is megtalalhato, bar nem gyakori.
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Ko6znapi nevét onnan kapta, hogy régen a festomiivészek a kagylok héjaban keverték ki
festékeiket. A kifejlett kagylok atlagosan 7-10 cm hosszura nonek, bar az idésebb egyedek a 14
cm-t is elérhetik. Az egyedek novekedésének sebessége, igy az atlagos és a maximalis hosszuk
¢lohelyenként eltérd lehet az egyedi koriilmények miatt. Héjuk szine a fako sargatdl a barnaig
terjed, helyenként zoldes arnyalatot vehet fel. A hasonlo kiilsejii folyami kagylotol
(Unio tumidus) a héj alakja alapjan lehet megkiilonboztetni, ugyanis az U. pictorum héjanak
als6 szegélye egészen egyenes — az alsd ¢s felsd szegély kozel parhuzamos — nem pedig

domboru (Nagel, 2015).

1. abra: A fest6 kagylo (Unio pictorum)

Egyarant megtalalhato tavakban, lasst folyasu folyokban, holtdgakban €s csatornakban, ahol
az altala kedvelt homokos vagy iszapos aljzat dominal. Elterjedésében szerepet jatszhat, hogy
a magasabb vizhdmérsékletet is elviseli, igy mas 6shonos fajoknal kevésbé korlatozzak a forrd
nyarak. Atlagos életkora 15 év koriil van, de tapanyag szegény vizekben hosszabb, akar 20 évig
is élhet. A szaporodasi cstcs aprilis és julius kdzé tehetd, de egy szezon alatt tobbszor is
kibocsathatglochidiumokat. Ezek szadma a kagyld6 méretétdl fiigg, de akar 200 ezer
glochidiumot is kibocsathat egyszere, amelyek a kdrnyezetiikben 6shonos halfajokon tapadnak
meg €s 1-2 hétig maradnak rajtuk. Ilyen nalunk a comp6 (Tinca tinca, Linneaus, 1758), a stigér
(Perca fluviatilis, Linneaus, 1758), a fenékjaro kiill6 (Gobio gobio, Linneaus, 1758), a tiiskés
piko (Gasterosteus aculeatus, Linneaus, 1758), a bodorka (Rutilus rutilus, Linneaus, 1758), a
veresszarnyu keszeg (Scardinius erythrophthalmus, Linneaus, 1758) vagy a fejes domolyko hal
(Squalius cephalus, Linneaus, 1758). Az idsebb kagylokban esetenként eléfordulhat gyongy,
de nem jellemzd (Nagel, 2015).

A hosszu életiik és szesszilis életmodjuk miatt az Unionoida fajok kifejezetten alkalmasak az

crer
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Azokon a teriileteken, amelyeken az U. pictorum &shonos, jo valasztas lehet in situ
vizsgalatokhoz. A genotoxikus anyagokkal vald szennyezettség mértékét a Comet teszt és a
mikronukleusz teszt segitségével lehet meghatarozni, mig a nehézfémek és PAH-ok jelenlétét
az egyes szennyezOkre specifikus biomarkerek vizsgéalataval lehet kimutatni. A
bioakkumulaciés adatok csak akkor tiikkrozik a tényleges koncentraciok mértékét, ha ezek
biologiailag hozzaférhetd hanyada kelléen magas (Guidi et al., 2010).

Az amuri kagylo (Sinanodonta woodiana, LEA, 1834) (2. abra) Délkelet-Azsiaban, illetve
Oroszorszag keleti részén, az Amur vidékén dshonos, magyar nevét is innen kapta (Graf, 2007).
Nagyméretii faj, elérheti a 30 cm-es testhosszt, illetve 1 kg tomeget. A héj alakja az
Anodontinae alcsalddban 1évé eurdpai fajokkal ellentétben viszonylag rovid és elliptikus, a
ko6zEéps6 részen majdnem kerek és az Anodonta fajokhoz képest nagyon vastag. Szine a
sOtétbarna és sargaszold kiilonbozd arnyalatait veszi fel, helyenként vordses csikokkal (Von

Proschwitz, 2008).

2. abra: Az amuri kagylé (Sinanodonta woodiana)

Nemcsak meérete szempontjabol robosztus: viszonylag jol tiri a koOrnyezetszennyezést,
Oshazdjaban eutrof, sot hipereutrof tavakban is eléfordul (pl. Liu et al., 2010). Nemcsak elviseli,
hanem kifejezetten kedveli a magas (30°C koriili) vizhdmérsékletet, igy alacsony oldottoxigén-
koncentraci6é mellett elényben van a tobbi kagylofajjal szemben. A fiatal egyedek intenzivebb
szliroképesseége alkalmassa teszi Oket természetvédelmi felhasznalasra is (Kim et al., 2011).

Eredeti elterjedési teriiletének egyes orszadgaiban gyongytermesztésre hasznaljak, de
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biomanipulacios vizmindségjavitasra is alkalmas. Kindban fogyasztjak is, ami némi kockazattal
jarhat, mivel a kinai tavak jelentds része szennyezett, a S. woodiana pedig jol akkumulalja a
kiilonb6z6é szennyezd komponenseket, igy a testébe bekeriilt mérgek a kagylét fogyasztod
emberek szervezetébe is bekeriilhetnek (Jiao et al., 2014). Bioakkumulacios képessége révén
ugyanakkor j6 indikator szervezet is (Krolak & Zdanowski, 2001).

Az Unionidae csaladba tartozo6 kagylok jellegzetessége, hogy ektoparazita larvai (glochidium)
halakon tapadnak meg ¢és bizonyos fejlddési szint eléréséig azokon é16skddnek. A szaporodasi
csucs junius-augusztusban torténik, majd a kibocsatott glochidiumok atlagosan 7-10 napot
toltenek a gazdaszervezeten. A parazita szakasz hosszat nagyban befolyasolja a vizhomérséklet,
25°C koriili vizben rovidebb ideig, 15°C-ban akar 15-18 napig is eltarthat (Dudgeon & Morton,
1984). A S. woodiana morfologiaja nagyban hasonlit az dshonos tavi kagyl6éhoz (Anodonta
anatina, Linnaeus, 1758). A 14-15 éves egyedek akar a 20 cm-es hosszt is elérhetik, bar ez
¢lohelyenként eltérd lehet. A kifejlett egyedek a Balatonban valamivel kisebbek, mint
Magyarorszag mas teriiletein, atlagosan 15-17 cm hosszura nének meg. A héj szine a sotét sarga
¢s a sotétbarna arnyalatait veszi fel, esetenként vordses csikokkal. A hasonlo kiilseji tavi
kagylotol a jellegzetesen kiemelkedd bub alapjan lehet megkiilonboztetni (Benk6-Kiss et al.,
2012).

A S. woodiana invazidja viszonylag 0j probléma, vilagméretii terjedésének kezdete a 20. szazad
a hatdsos szaporodasi modja. A parazita életmodu glochidium larvai megtapadnak a halak
uszojan, igy viszonylag nagy tavolsagokra is eljutnak. Eurdpaba feltehet6leg mesterséges tton,
a tavol-keleti sziir6 életmodu és ,,n6vényevd™ halak (pettyes busa, Hypophthalmichtys nobilis,
Richardson, 1845; fehér busa, Hypophthalmichtys molitrix, Valenciennes, 1844; amur,
Ctenopharyngodon idella, Valenciennes, 1844) allomanyaival keriilt be. Figyelembe véve,
hogy koztes gazddjaként az eurdpai vizekben dshonos halak is megfelelnek, nagyobb a terjedés
valoszinlisége, mint a tobbi kagylofajnal (Baskay et al., 1996).

A S. woodiana gyakorlatilag szinte valamennyi eurdpai orszagban megtelepedett, egyel6re
kivételt képeznek a Brit-szigetek, illetve Eurdpa északabbi teriiletei. Magyarorszagon
valdsziniileg mar az 1960-as években megjelent, de leirasara csak 1984-ben kertilt sor, egy
gyulai csonakdzo tobol (Petrd, 1984). Mara Eurdpa nagy részén elterjedt ez a gyorsan
szaporodod, nagytestl, invaziv kagyl6faj. Magyarorszagon legnagyobb tomegben a Koros egyes
holtagaiban talalhato meg (Kiss, 1990). A Balatonban 2006-ban regisztraltadk a faj elsd
megjelenését, a Keszthelyi-obolben akkor mar 4-6 éves példanyokat taldltak, igy a bejutdsa

feltehetdleg 2000 kornyékére tehetd (Majoros, 2006). A kagyld a nyugati (Keszthelyi)
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medencében 2011-re dominanssa valt, de a to keleti része ekkor még S. woodiana mentes volt.
Ez azért is fontos, mert tobb szakmai forumon is szerepelt az a feltételezés, hogy a Balatonba a
Si6-csatornan keresztiil keriilhetett be (Benkd-Kiss et al., 2013).

Az 1994-1996 kozott végzett részletes elemzés alapjan bar magaban a csatornaban eléfordult a
kagylo, bejutasat a Balatonba valdszinlileg meggatolta a Sid-csatorna kornyékén jellemzo
iiledékszerkezet. A déli part laza sekély és mobil homokpadja kevéssé alkalmas az Uniodidae-
k megtelepedésének, mert a juvenilis kagylokat a homok mozgéasa konnyen betemeti (Kiss,
1997).

Masik lehetséges invazios centrum a Balaton déli vizgytijt6jén talalhato halas-, és horgasztavak.
Ezen tavak egy részébe mar korabban bekeriilhettek a vizgyljtén kiviilrd szarmazo,
glochidiumokkal fertézott halak. Egy 2013-ban végzett vizsgalat a déli part f6 befolydin, és a
rajtuk 1étrehozott halas-, és horgasztavakon vett szisztematikusan mintdkat az ott talalhato
kagylofajokbol. Tobb befolyon illetve halastoban a S. woodiana volt a dominans faj, bar
tobbnyire 6shonos fajokkal egyiitt volt megtalalhatd. Mivel a feltételezett bekeriilése 6ta mar
tul sok id¢ telt el, igy nyilvanvalo, hogy ezek az adatok nem mutatjak egyértelmiien, pontosan
melyik halastobol, melyik befolydbol keriilhetett annak idején a toba a faj, de tény, hogy a
Keszthelyi-medencében valt dominansa, igy vilosziniileg a fertézési centrum is a to6 nyugati
részén lehetett. A 2011-es balatoni adatsort Osszevetve egy 1992-es felmérés eredményeivel,
lathatd, hogy a Keszthelyi-6bdlben a S. woodiana teljesen kiszoritotta a kacsakagylot
(Anodonta cygnea), és a tavi kagylo (Anodonta anatina) részaranya is 17,8%-rol 8,6%-ra
csOkkent (Kovats et al., 2014).

Egyel6re nem lehet pontosan tudni, miért sikeresebb a faj a tobbinél. Egyik lehetséges
magyarazat a S. woodiana gyors névekedése, amivel gyakorlatilag fizikailag is kiszorithatja a
versenytarsakat. Ez a fizikai kiszoritas mar larvakorban is megfigyelhetd: a halgazdan elfoglalt
helyért nemcsak fizikai értelemben folyik versengés, hanem a S. woodiana glochidiumok
adaptiv immunvalaszt valthatnak ki, ami a tobbi larva megtapadasat akadalyozza (Rogers &
Dimock, 2003). Bar viszonylag kevés dsszehasonlito tanulmany sziiletett annak az értékelésére,
hogy a S. woodiana mennyivel tiiri jobban a szennyezett kornyezetet, mint Gshonos
kagylofajaink, néhany szerzé eredményei alapjan valdszintisithetd, hogy valoban nagyobb az
ellenalloképesse (pl. Ponta et al., 2002). Ez nyilvan elénydsebb versenyhelyzetet teremt
szamara a tobbivel szemben. Vilagszerte érzékelhetd tendencia az dshonos Unionidae fajok
allomanyanak csokkenése, amelynek részben az ¢16helyek szennyezettsége az oka (Lydeard et

al., 2004).
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Azokon ateriileteken, ahol a S. woodiana nagy mennyiségben talalhato, jelentés szerepet tolthet
be tobb makrogerinctelen faj (legnagyobb mennyiségben vandorkagylo) megtelepedésében,
amelyek szamara ,,¢16 aljzatként” szolgalhat. A S. woodiana, amely az iszapos aljzatot kedveli,
igy hozzajarul a vandorkagylé terjedéséhez, amely altalaban a kdves parti zonaban talalhato
meg, de ilyen mddon az iszapos teriileteken is képes nagyobb telepeket Iétrehozni (Balogh et
al., 2014).

A hazankban idegenhonos, kifejezetten invaziv S. woodiana tobb szempontbodl is idealis
tesztszervezet toxikologiai tesztekhez. Jelentds elterjedési teriiletén elég gyakori €s viszonylag
konnyen gyljthet6. Mint a kagylok altalaban, a S. woodiana is fontos funkcionalis elemét
reprezentalja az 0koszisztémanak, de idegenhonos, invaziv mivolta miatt gyiijtése és vizsgalata
nem von maga utan etikai problémakat. Szamos kisérletet végeztek kérnyezeti monitoringban
¢s szennyez0 forrasok kimutatasara val6 felhasznalhatdsagarol.

Woznicki et al. (2004) egy ismert genotoxikus szennyez0, a benzapirén segitségével vizsgaltak
¢és bizonyitottak be a S. woodiana alkalmazhatosagat viztoxikologiai tesztek és kornyezeti
mintak vizsgalata soran. A mar emlitett JDS tanulmanyban szintén a Comet teszt segitségével
értékelték a Duna kornyezeti allapotat terepen gytijtott S. woodiana és Unio sp. egyedek
alapjan. A vizsgélatban a két teszt eredménye korrelalt egymassal, ami megerdsitette az adatok
hitelességét. Az idegenhonos és az Oshonos fajok érzékenysége kozott nem tapasztaltak
szignifikans eltérést, mindkettd sikeresen jelezte a kiilonb6zé szennyezd forrasok (pl.
kommunalis szennyviz kibocsatds, mezdgazdasag, olajfinomitd) okozta kornyezetterhelés
hatasat (Kolarevits et al. 2016). Konkrét szennyezok tekintetében egy 2001-es tanulmany
Osszehasonlitva vizsgalta a S. woodiana és az 6shonos A. anatina érzékenységét nehézfémek
nehézfémeket, hogy bioremediacids célokra is alkalmas lehet (Krolak & Zdanowski, 2001). A
nehézfémek mellett peszticidekre mutat még kiilonds érzékenységet, amelyeknek jo
mérdszdma lehet mind magas, mind rendkiviil alacsony koncentracid esetén. Kinai kutatok
hexaklorociklohexan (HCH) és diklor-difenil-trikloretan (DDT) maradvanyokat mutattak ki
S. woodiana egyedekben olyan teriileten, ahol az emlitett szereket mar tobb 20 éve betiltottak
(Bian et al.,, 2009). Egy olasz kisérletben természetes kornyezetben (egy folyd mellett
¢s Corbicula leana egyedeken. Az eredmények azt mutattak, hogy bar a C. leana magasabb
mennyiségben akkumulalta a vizsgalt szennyezdket, a maximalis peszticid koncentracid utan

5-7 nappal a S. woodiana egyedek magas mortalitasat tapasztaltak (Uno et al., 2001).
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Vizsgalataim soran a kagyld6 MN teszthez U. pictorum és S. woodiana egyedeket hasznaltam.
Tesztalanyként valo alkalmazasra a S. woodiana lenne elényosebb, mivel invaziv fajként a
gyljtése és haszndlata nincs korlatozva, valamint széles korben elterjedt, konnyen gytjthetd
nagy mennyiségben. Ugyanakkor invaziv jellegét a hatdsos szaporodasa mellett éppen a
szennyezO6kre mutatott nagyobb ellenalloképessége okozhatja. Az 6shonos U. pictorum ezzel
szemben bizonyitottan érzékeny tobb kdrnyezeti szennyezore, de mivel a halaszati torvény
(2013. évi CII. torvény a halgazdalkodasrol és a hal védelmérdl) az dshonos halak és kagylok
védelmére kiilon hangsulyt fektet, igy gytjtésiik és hasznalatuk engedélyhez kotott.

Az Unionoida fajok kiiziil gyakran alkalmazzak nem megfeleléen kezelt szennyvizek
mindsitésére az Elliptio complanata egyedeket. In vitro modszerrel tesztelt antibiotikumok
kornyezetileg relevans mennyiségben kiilon-kiilon és egyiittesen is novelték a vizsgalt egyedek
immunvalaszat (Gust et al., 2012). Egy hossza tavh (28 és 180 napos expozicid) teszt soran a
szintetikus Osztrogén hatdsat vizsgaltdk egyes biomarkerekre és a reprodukcidra szintén
E. complanata egyedeken. Az eredmények alapjan mar az 5 ngll-es koncentracio
kimutathatéan ndvelte a biomarkerként hasznéalhat6é vitellogenin fehérje szintjét, valamint
eltéréseket okozott a kibocsatott glochidiumok és tojasok aranyaban. A teszt arra is rdmutatott,
hogy a kronikus tesztek alkalmazasa az akut tesztek mellett 6sszetettebb képet adhat a toxikus
hatas jellegérél (Leonard et al., 2017).

Falfushinska és et al.. egy Osszetett vizsgalatot végeztek a Dnyeszter folyobol (Ukrajna) gytjtott
Unio tumidus egyedeken. A két gytijtési pont egyike egy szennyezésmentes teriilet volt, amelyet
referencianak is hasznéltak, a tobbi kagylé egy kezeletlen szennyvizzel terhelt szakaszrol
szarmazott. A kagylokat 7 napig akklimatizaltak laboratoriumi koriilmények kozott majd a
referencia teriiletr6l szarmaz6 kagylokat csoportonként ibuprofén, triklozan és Osztron
kezelésnek tették ki két hét expozicioval, valamint egy kontroll csoportot is elkiilonitettek. A
szimulaljanak. Az expozicid végén szdmos biomarkert vizsgaltak, valamint a DNS kéarosodas
mértékét. Az eredmények alapjan a referencia csoport és a szennyezett teriiletr6l gyljtott
kagylok kozott még a teljes 3 hét laboratoriumban eltoltott id6 utan is szignifikans eltérés volt
az oxidativ stressz, a membran integritds, a DNS karosodas ¢és a vitellogenin szerii fehérjék
tekintetében. Azt is kiemelték, hogy nem csak a tesztalany koriiltekintd megvalasztasa a fontos,

hanem annak szdrmazasa is (Falfushinska et al., 2014).
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1.3.2. Veneroida

A Veneroida rendbdl leggyakrabban az azsiai kagyldé (Corbicula fluminea), a vandorkagylo
(Dreissena polymorpha) ¢és a kvaggakagylo (Dreissena bugensis) fajokat szoktak
okotoxikologiai tesztekhez hasznalni, koziiliik is leginkabb akkumulécids vizsgalatokhoz.

Egy 2018-as tanulmanyban a Kanada ¢és USA hataran elteriilé Szent Loérinc folyo
biomonitorozasat végezték el vandorkagylo (Dreissena polymorpha) ¢és kvaggakagyld
(Dreissena bugenis) egyedeket vizsgalva. Az immunmarkereket és kiilonb6z6 PAH, PCB és
lehet6ségeit mutattak be, de az invaziv D. polymorpha és az shonos D. bugensis érzékenységét
is Osszehasonlitottdk, miszerint az invaziv faj kisebb érzé¢kenysége a vizsgalt szennyezésre
hozzéjarulhat sikeres terjeszkedéséhez. Eredményeikben kiemelték, hogy a morfoldgiai alapu
fajmeghatarozds a két vizsgalt faj esetében akar 25%-ban is téves lehet, ami eltérd
akkumulacids jellemzdik miatt jelentdsen befolydsolhatja a kapott adatok kiértékelését. (Evarist
et al.,, 2018). Egy masik tanulmany soran Olaszorszag nagy tavaiban ¢él6 D. polymorpha
eredmények alapjan a faj elég érzékeny volt ahhoz, hogy az egyik téban egy 7 évvel azel6tti
szennyezés kovetkeztében az atlagosnal 5-9-szer magasabb DDT koncentraciét mérjenek a
vizsgalt egyedekben (Riva et al., 2008).

Bar a D. polymorpha egy kisméretii kagylofaj, nagy mennyisége miatt jelentds szerepet jatszik
az élovizek természetes tisztitdsdban. A Balatonban megtelepedett kagyloallomany akar a teljes
viztérfogat 0,1%-4t (kb. 1,7 mill6 m?) is képes megtisztitani az algatol egyetlen nap alatt, igy
nagymértékben hozzajarul a vizmindség javuladsdhoz (Balogh et al., 2008).

Guo és et al.. (2018) kozel negyven év publikaciojanak Osszegzésében mutatja be a
Corbicula fluminea faj toxikus anyagokra adott valaszait. Egyarant kitérnek a viz és az iiledék
vizsgalatara ammonia, fém vegyiiletek és szerves szennyezdok esetében. A mért végpontok
kozott szerepel a bioakkumulécid, az egyedek morfologiai és viselkedésbeli valtozasai valamint
a biokémiai indexek. Az eredmények bemutatasa utdn megtargyalja a konkrét vizi szennyezés
értékelésére, a toxikoldgiai mechanizmusok meghatarozéasara, a toxicitas eldrejelzésére és a

bioremediaciora vonatkozo kérdéseket is.
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1.4. A Kkagylétesztek végpontjai

1.4.1. Mortalitas

A mortalitas végpontot alkalmazo6 tesztek elsdsorban kagylolarvakkal dolgoznak. Az Egyesiilt
Allamokban 1étezik erre vonatkozd szabvany is, amely édesvizi kagyléfajok glochidium
larvainak, ill. juvenilis egyedeinek alkalmazdsat szabalyozza toxicitas-vizsgalatok céljara
(ASTM /E2455-05/).

Awadhesh N. Jha ¢és et al. (2000) kagylolarvakon teszteltek kornyezeti mintakat, és a kapott
vetették Ossze. Tapasztalataik szerint komplex szennyezettségii kornyezeti mintak esetében egy
megfeleléen validalt in vivo rendszer ugyanolyan érzékeny lehet, mint az analitikai
vizsgalatok). Szintén kornyezeti mintak vizsgalata segitségével mutattak ki, hogy a juvenilis
Corbicula fluminea egyedek mortalitas adatai megfeleld6 mérészamai lehetnek folyok
deltatorkolatai altalanos szennyezettségének. Sot, tiledékmintak vizsgalata soran mar egy nap
utan jelentds mortalitast tapasztaltak (amelynek mértéke aranyos volt a 6 nap utan mért teljes
mortalitissal), mig a vizmintdk esetén 2-3 nap utdn jelentkezett a mortalitasi cstics. Az eltérést
valdsziniileg a szennyezdanyagok két fazis kdzotti megoszlasa okozhatta, igy bar mar egy nap
utan értékelhetd eredményt kaphatunk, célszerli a vizsgalat idejét hosszabbra valasztani
(Cataldo et al., 2001). Kovats és et al. (2010a) lapos tavikagylo (Pseudanodonta complanata)
kajmacsos larvaival becsiilte kommunalis szennyviz toxicitasat. Megallapitasuk szerint erre a
tipust mintara a kagylolarvak érzékenyebbek, mint a szennyvizek mindsitésére szabvanyositott
Daphnia teszt. Egy masik tanulmanyukban tobb kagylofaj (Anodonta anatina, Unio tumidus,
Pseudanodonta complanata) glochidium larvainak érzékenységét vetették dssze réz-szulfatra,

viszont nem tapasztaltak eltérést a fajok toxicitasa kozott (Kovats et al., 2010Db).

1.4.2. Novekedés

A novekedés egy viszonylag ritkan alkalmazott végpont, mivel a megfelelden mérhetd
adatokhoz az altalanos expozicios 1d6nél hosszabb tavua tesztekre van sziikség, igy a tobb évig
tartd folyamatos méréseknél lehet hasznos. Laboratériumi vizsgélatok helyett az a végpont
kifejezetten in situ teszteknél alkalmazhat6 olyan fajokkal, amelyek a mérendd kdrnyezetben
természetesen eléfordulnak. Konnyen elvégezheté mas végpontok mellett is, és mivel a

novekedés sebességét nem egy, konnyen meghatarozhatd faktor befolyasolja, hanem szamos
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kornyezeti €s antropogén eredetli hatas Osszessége, igy jO kiegészité adat lehet a vizsgalt
kornyezet allapotanak leirasaban (Rogers et al., 2018).

Mig a felndtt egyedek esetében csak egy tobb éves vizsgalat soran lehet a szennyezés okozta
novekedés csokkenést megfigyelni, addig a juvenilis kagylok mar néhany honap utan
szignifikans eltérést mutathatnak egy kontroll kérnyezethez képest. Ennek a mddszernek az
elterjedését hatraltatja, hogy a par milliméteres kis kagylokat olyan ketrecbe kéne kihelyezni,
amibdl nem tudnak kijutni, de biztositja a megfeleld aramlast és ellenall a rongalédasnak

(Barnhart, 2006).

1.4.3. Viselkedés és morfologia

A legelterjedtebben alkalmazott viselkedésbeli végpontja a kagyld teszteknek a filtracio. A
kagylok védekezésképpen az egyes szennyezOanyagok jelenlétében csokkentik sziirésiik
sebességét, hogy minél kevesebb viz aramoljon at a kopenyiiregen, s igy kevesebb
szennyezbanyag juthasson a szervezetiikbe. Az ilyen anyagokat mas végponttal is vizsgalva az
eredmények sokszor nem mutatnak kelld Osszefliggést, ezért ajanlott a filtracioval egyiitt
értékelni (Salanki & V.-Balogh, 1989). Masok azt is kimutattak, hogy a filtracios aktivitas
néhdny oras késéssel reagal az adott stresszorra, amit figyelembe kell venni a teszt hosszdnak
megvalasztasanal (pl. Hartamann et al., 2016).

A viselkedéssel kapcsolatos végpontok koziil altalaban egyszerre tobbet vizsgalnak és inkabb
mindségi, mint mennyiségi jelzést adnak, tehat adott szennyezd(k) bizonyos koncentracioja
folott mar szignifikans eltérés tapasztalhatd, azonban a koncentracido emelkedésével nem
feltétleniil aranyos. Gyakorlatilag minden mérhetd viselkedési forma lehet végpont; a filtracion
kiviil alkalmazzdk még a héj nyitas/zardst, labmozgast, oxigénfogyasztisi €s ammonia
kivalasztasi ratat, de van példa a 1égzés aktivitds vagy a beasasi képesség mérésére is (GUO &
Feng, 2018). A héj nyitas/zaras napi ritmusanak alakulasara ki lehet épiteni olyan megfigyel6
rendszert, ami akar valds idejli automata biomonitoring rendszerként is mitkddhet, és korai
figyelmeztetést adhat a potencidlis Okotoxikoldgiai kockdzati teriileteken a szennyezés
novekedésérdl (Chen et al., 2012a).

A kagylok szervezetébe bekeriilé szennyezdanyag hosszabb idejii kontaktus soran egyes
szervekben morfologiai elvaltozast okozhat, ami korszévettani elemzéssel kimutathatd. A
legelterjedtebben az emésztOmirigybdl vett mintat vizsgaljak, mivel a xenobiotikumok
artalmatlanitdsaban fontos szerepe van, valamint a metabolizmis és az akkumulécio f6 helye,
igy itt varhato el0szor elvaltozas, de a kopoltyu, vese és ivarmirigyek biopszidja is hasznos
lehet. Az elére meghatarozott vizsgalatok mellett célszerti feljegyzéseket késziteni az egyéb,
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szokatlan elvaltozasokrol is, ami a szdvettani elemzéssel egyiitt hozzajarulhat a vizsgalt

szennyezOk hatasmechanikajanak megismeréséhez is (Rogers et al., 2018; Guo & Feng, 2018).

1.4.4. Akkumulacio

Akkumulalodo vizszennyezOk vizsgalatara, kimutatasara a kagylok jobb tesztalanyok, mint a
halak, mivel — szesszilis, sziiréget6 életmodjukbol adéddéan — nagyobb mennyiségben veszik
fel és raktarozzak el ezeket a vegyiileteket (Ponta et al., 2002). Krolak és Zdanowski vizsgalatai
pedig bebizonyitottak, hogy a kagylok teste tartalmazza az akkumuldlt nehézfémek jelentds
hanyadat, mig a héjba lényegesen kevesebb épiil be (Krolak és Zdanowski, 2001). Az
akkumulalédé szennyezOk vizsgalata sordn szamos nehézséggel kell megkiizdeni. Mint
barmely mas szennyezd esetében, itt is jelentds eltérések vannak az egyes fajok érzékenysége
— az akkumulacié mértéke — kozott, igy a tesztalany megvalasztasa jelentosen befolyasolhatja
az eredményeket. Az akkumuléciora hatassal vannak egyes abiotikus faktorok is, mint a viz
tapanyag tartalma és pH-ja, de a kagylok mérete és taplalékuk mindsége is fontos lehet.
Figyelembe kell venni, hogy tobb szennyezd esetén szinergikus, additiv és antagonista
kolesonhatasok is felléphetnek, de ezekrdl még kevés informacié all rendelkezésre (Guo &
Feng, 2018).

Az akkumulécios tesztek soran célszerli egyidejiileg a filtraciot is vizsgalni, mivel eléfordulhat,
hogy a szennyezd anyag ellen a kagylok ugy védekeznek, hogy lecsokkentik az aktiv
idészakukat (a napnak az az idGszaka, amit kisebb megszakitasokkal, de nagyjabol
egybefiiggden filtracioval toltenek), igy kevesebb vizet sziirnek at, tehat kevesebb szennyezot
fognak akkumulalni (Salanki & V.-Balogh, 1989). A viz nehézfém vagy PAH tartalma és ezek
kagylokban akkumulalt mennyisége ko6zott sok esetben nincs kimutathatd kapcsolat, ami
részben magyarazhato az adott anyag bioldgiai hozzaférhetdségével (Guidi et al., 2010; Bonnail
et al., 2016). Ugyanakkor a perzisztens szennyezOk (pl. DDT, PCB-k) viszonlyag zart
kornyezetben (pl. egy lefolyas nélkiili toban, felszin alatti vizben) évtizedek multan is
kimutathat6 hatassal rendelkeznek (Riva et al., 2008).

Az akkumulacidés vizsgdlatok gyenge pontja, hogy gyakran a tesztalany elpusztitasaval jar,
mivel a kis méretli kagylokat altaldban egyszerlien homogenizaljak a méréshez, nagyobb
méretll kagylok esetében pedig a szovetminta vétele okozhat végzetes sériilést. Mivel ezek a
tesztek jelentds részét képezik az dkotoxikologiai vizsgalatoknak, ezek sordn a lehetdségekhez

mérten ajanlott a nem letalis biopszia eljarasokat alkalmazni (Naimo et al., 1998).
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Egyes fajok magas filtracios ratajuk ¢és akkumulacidos képességiik miatt sikeresen

rrrrrr

folyoszakasz tisztitasaban (Rosa et al., 2014; Pipolo et al., 2017).

1.4.5. Biokémiai és immunmarkerek

A technologia fejlodésével egyre kidolgozottabb modszerek jelennek meg az ugynevezett
biomarkerek dkotoxikologiai hasznositasara, mivel barmilyen toxikus hatas el6bb jelentkezik
szubcellularis szinten, mint annak szoveti és szervi manifesztalodasa, vagy maga a mortalitas
(Zuykov et al., 2013). Ezeket a biomarkereket nagy altalanossagban két csoportba sorolhatjuk.
A molekularis szintli valtozdsokat biokémiai markerekkel kovethetjilk, mig a valamivel
Osszetettebb  hatasokat, amelyek beinditjdk a szervezet védekezd rendszerét
immunmarkereknek nevezziik, bar a ketté kozott nem mindig €les a hatéar.

Az immunmarkerek alapjat a szennyezdanyag hatdsira a szervezet védekezd rendszerében
bekovetkezd valtozasok adjak. Kagylok esetében az elsd védelmi vonalat a hemolimfaban 1év6
hemocitadk jelentik, amik fagocitozissal prébaljak elimindlni a test belsejébe jutott
mikroorganizmusokat és szennyezGanyagokat. Ezt koveti a reaktiv oxigéngyokok képzodése
(Reactive Oxygen Species: ROS) valamint lizozimek termelése, ami altalanos jelzés. A
hemocitak ezek mellett nitritet is termelnek, amibol egyrészt baktericid hatdanyagot allitanak
eld, masrészt viszont immunmodulatorként is miikodik. A gyulladasos reakciok indikatora az
ilyen esetekben keletkezd ciklooxigendz (COX) lehet. Ezekre a folyamatokra épiilnek az
immunmarkerek, mint a hemocitak mérete, mennyisége és ¢letképessége (flow citometrias
modszerrel mérhetd), a fagocitdézis mértéke, COX aktivitds a hemocitdkban, lizoszéma
aktivitas, nitrit koncentracié a hemolimfaban, illetve az oxidativ aktivitds (ROS), ami az
artalmatlanitd kapacitas egyik leggyakrabban mért indexe (Gust et al., 2012). Az
immunmarkerek alkalmazasanak nagy el6nye, hogy in vitro moédon is elvégezhetdek
hemolimfa mintabol, és mivel a kagylokban egyébként is kozvetleniil érintkezik a viz a
szovetekkel, az eredmény a valos folyamatot fogja leirni (Evarist et al., 2018).

Biokémiai marker altaldban a detoxifikacios rendszer részét képzd kiilonbozd fehérjék és
enzimek mennyisége vagy jelenléte (korai jelei sok nehézfém, rovardld és gydgyszermaradék
jelenlétének), illetve a nukleinsavak karosoddsanak mértéke szokott lenni, de ezek mellett
gyakran szerepel a ROS mérés valamelyik valtozata (Guo & Feng., 2018). A specifikus ROS
artalmatlanitd kapacitas gyakran 0sszefiigg mas sejtszintli végpontokkal, mint a lizoszémas
membranstabilitas vagy a DNS kdrosodas, ezért bar igen érzékeny, de biologiailag kevésbé
relevans, mint a TOSC (Total Oxyradical Scavenging Capacity), amely szamszeriisiti a
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szervezet teljes ROS-szerii hidroxil- és peroxilgyok semlegesité képességét. Az oxidativ stressz
tovabbi mérészama lehet a kataldz aktivitds (Cat), a lipidperoxidacio egy végtermékének (pl.
malondialdehid) feldiisulésa illetve a fehérjék oxidaciojanak mértékeként a fehérjék karbonil
tartalma (Falfushynska et al., 2013). Szamos szennyezdanyag hatasara megnovekedik a
glutation (GSH) koncentracid is, ami a szabadgyokok detektora a szervezetben. A szennyezok,
eltérd hatdsmechanizmusuk miatt a glutation metabolizmus kiilonb6z6 pontjaira hathatnak;
markeriik lehet a total glutation, a glutation reduktaz vagy a glutation S-transzferdz mennyisége,
valamint a glutation peroxidaz aktivitas is (Guidi et al., 2010; Falfushynska et al., 2013).

A biomarkerek tobbsége nem specifikus, vagyis nem kothetd kifejezetten egy fajta
szennyez6hoz, inkabb csak a kiilsé 0sszterhelés mértékét mutatja. Vannak azonban specifikus
markerek is, amelyeknek egy konkrét anyag vagy anyagcsoport kimutatasaban lehet szerepiik.
Ilyen a metallotionein (MT) fehérje, amelyet a kagylok szervezete egyes nehézfémek jelenlétére
kezd termelni, hogy a fémekhez kapcsolodva megkosse és artalmatlanna tegye Oket (Pilote et
al., 2018).

A hormon tartalmu gyogyszerekbdl a vizelettel a szennyvizbe jutd anyagok eltavolitasanak
hatékonysaga sok szennyviztisztitd esetében nem megfeleld, igy a hormonok jelenléte bizonyos
befogado ¢éldvizekben jelentds. Az Gsztrogén éldvizben valo jelenlétét mutatja a vitellogenin
(Vtg) fehérje megjelenése a hemolimfaban és az ivarmirigyben (Leonard et al., 2017).

Mivel az egyes biomarkerek kiilon-kiilon nem tiikr6zik a szervezet egészségi allapotat, a vegyi
anyagok biologiai hatasanak realisztikusabb értékeléséhez és az ilyen véltozasok soran
lejatsz6dd mechanizmusok felismeréséhez egy valaszfelhd alkalmazasa sziikséges. A
multibiomarker-megkozelités alkalmazasa nagyban segiti a szennyezésre adott biokémiai €s
sejtszintll valaszok Osszetettségének megértését, valamint megvizsgalja az ezen biologiai

valtozasok megjelenése mogott hizo6dd mechanizmusokat (Guidi et al., 2010).

1.5. Insitu és ex situ vizsgalatok

Az ex situ, laboratoriumban végzett vizsgalatok célja altalaban valamilyen toxikus anyag azon

crer

detektalhaté hatast valt ki a tesztszervezetben (Rand, 1995). Ezeknek a teszteknek az
eredményeit gyakorta hasznaljdk a vizsgalt anyag kornyezeti koncentraciojanak
megallapitasahoz, illetve a varhato hatasok felméréséhez (Weber, 1991).

Nagy elonyiik, hogy kdnnyen standardizalhatéak. A szabvany vagy protokoll kitér a modszer

menetére, a tesztszervezet jellemzdire és a kapott adatok kiértékeléséhez sziikséges statisztikai
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elemzésekre is. Az ilyen modon elvégzett tesztek jol dsszehasonlithatdak egymassal, hiszen a
vilag egyik felén pont olyan laboratoriumi koriillményekkel dolgoznak, mint a mésik felén. Sok
esetben azonban a laboratériumi vizsgélatok eredményei nem extrapolalhatok valds kornyezeti
helyzetre (La Point & Waller, 2000).

Az in situ tesztek Iényege, hogy a tesztszervezetet kozvetleniil a természetes kornyezetében
vizsgaljuk, ahol az expozicido valos kornyezetiben zajlik, és az eredmény a laboratoriumi
vizsgalatokndl redlisabb koriilmények hatdsat mutatja. Ahelyett, hogy minden tényezdt, ami
hatassal lehet az eredményre megprobalunk adott szinten tartani, hogy a tesztszervezet
reakcidja egyértelmiien a vizsgalt toxikus anyagra adott valasz legyen az in situ tesztek soran
az egy¢b kornyezeti faktorok valtozasa is jelentds befolyassal bir (USEPA, 1994).

A két legfontosabb paraméter vizi kornyezetben, amit laboratériumi vizsgalatokban kontroll
alatt tartunk, in situ mérésnél azonban nincs ra hatasunk a hémérséklet és az oldott oxigén
tartalom, amelyek bizonyitottan hatassal lehetnek a teszt kimenetelére. Maga a vizsgalt
stresszor is jelentOsen eltérhet ex situ és in situ mérés esetében. Laboratoriumban egy valasztott
koncentraci6 vagy koncentracidsor hatdsat vizsgaljuk, mig a kornyezetben a tényleges
koncentraciot sok faktor befolyasolja, gyakran folyamatosan valtozik. Elsésorban folyovizek
valtozasaval (Stambuk et al., 2009).

Az in situ vizsgalatoknal alkalmazhatunk az adott ¢éléhelyen megtalalhato ill. kihelyezett
kagylokat. Az él6helyrdl begytijtott kagylokon alapuld kornyezettoxikoldgiai vizsgalatoknak
Eurépaban legnagyobb volumeni alkalmazasa a Duna allapotfelmérését célzé Joint Danube
Survey volt. Ennek keretében Kolarevi¢ és et al.. 68 mintavételi helyrdl gytijtott kagylokbol
vett mintakon (Unio sp. /Unio pictorum/Unio tumidus/ és Sinanodonta woodiana) végezte el a
Comet tesztet az esetleges genotoxikus komponensek jelenlétének megallapitasa céljabol
(Kolarevic et al., 2016).

A kihelyezett kagylok esetében szamolhatunk azzal az elénnyel, hogy a vizsgélati pontot
(mintavételi helyet) magunk valasztjuk meg, mig a természetes él6helyrdl gyujtott kagylok
esetében a természetes el6fordulast az él6hely jellemzdi is  befolyasolhatjak
(Arbuckle & Downing, 2002). Mivel a kihelyezett kagylok még nem adaptalodtak az adott
mintavételi ponton eléforduld szennyezé komponensekhez, relative érzékenyebbek lehetnek
(Regoli & Principato, 1995). Ugyanakkor szamolni kell a kihelyezett eszkdzok (pl. ketrec)
megrongalodasaval.

Talan a leglényegesebb kiilonbség, hogy a kihelyezett kagylok esetében magunk vélasztjuk meg

az expozicios id6t. Az in situ transzplantalt kagylot alkalmazo vizsgalatok soran meglehetésen
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eltér az egyes szerzok altal alkalmazott expozicios 1dd, tovabba a parhuzamosok (egy minta
értékelésekor alkalmazott kagylok) szama. Guidi és et al. (2010) a Cecina foly6 és a Possera
patak (Olaszorszag) szennyezettségének feltérképezésére U. pictorum egyedeket hasznalt (55-
75 mm mérettartomanyban), amelyeket a Maggiore-tobol (Eszak-Olaszorszag) gyiijtottek.
Gyjtés utan a kagylokat kozvetleniil felhasznaltak, az egyes pontokra 15-15 kagylot helyeztek
ki, 4 hetes expozicids idovel marciusban. Egy masik kutatocsoport szintén U. pictorum-ot
alkalmazott (mérettartomany 60-78 mm), 3 hetes expozicios idével oktoberben, mintavételi
pontonként 30 egyed kihelyezésével (Stambuk et al., 2009). Vukovi¢-Gaci¢ és et al. (2014)
U. pictorum ¢és U. tumidus kagylokat alkalmazott (mérettartomany 70-100 mm).
Vizsgalatukban a begytijtott egyedeket 10 napos akklimatizacio utan helyezték ki, mintavételi
pontonként 40 egyedet, 30 napos expozicioval. Az elemzés céljara a kagylokbol hemolimfa
mintat 7, 14 és 30 nap utan vettek. A vizsgalatot aprilis 14-majus 15 kozott végezték a Duna és
a Szava horvatorszagi szakaszan.

Természetes €l6helyiikrdl gytijtott kagylok esetében az expozicios id6 altaldban nem ismert. Ez
alol kivételt jelenthet, ha egy adott idépontban bekdvetkezett szennyezés okozta kornyezeti kart
mindsitiink utdlag. Erre elsdsorban tengeri koérnyezetben taldlunk példakat, amikor is
olajszennyezés utani kornyezetallapot-értékelést, esetlegesen tobb éves monitorozast végeztek.
Eurdpai viszonylatban legismertebb példa a Prestige olajszallitd hajoé 2002-ben a spanyol
partoknal bekovetkezett katasztrofaja, amelynek soran a Biscayai- 6bolnél tobb mint 1000 km-
es partszakasz szenvedett karosodast. A kornyezeti katasztrofat tobb éves monitorozas — Mussel
Watch — kovette (Marigémez et al., 2013). Edesvizi kornyezetben altalaban az adott élhely
allapotanak, ill. a szennyzés(ek) okozta hatasok térbeli kiterjedésének értekelésére alkalmazzak
ezt a megkozelitést (Id. a mar emlitett Joint Danube Survey programot).

A kék kagylot (Mytilus edulis, Linneaus, 1758) tengerparti szennyezések monitorozasahoz
vizsgaltak tobb lehetséges végponttal, sokféle stresszorra, kiilonb6z6 helyzetekben. Ez az egyik
legjobban leirt tengeri kagylofaj, az érzékenysége igy széleskorlien ismert, aminek
koszonhetéen jelentds szerepet jatszik a legfontosabb szennyezOk regionalis €s helyi
tendenciainak nyomon kovetésében, valamint a veszélyes anyagok tengerparti viztestekbe valo
kibocsatasaért felelds iparagak megfelelségi ellendrzésében. Beyer és et al. (2017) tanulmanya
felhivja a figyelmet arra, hogy a kivalasztott tesztszervezetnek a koncentracios szintekhez kell
igazodnia, vagyis elég érzékenynek kell lenni, hogy a forrastdl tavol eso teriileteken is
kimutassa a szennyezOanyag hatasat. Egy kutatocsoport az USA-ban talalhatd Clinch folyon az
ott eredetileg is megtaldlhatd kagylokat vizsgalta a kozeli szénbanyédszat hatdsainak

feltérképezésében. A folyot viszonylag alacsony koncentracioban tobb nehézfém is szennyezi
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¢és megyfigyelték, hogy ezek hatasa a kdrnyezetbdl a kagylokba keriilve 6sszeadodik (Rogers
etal., 2018).

Osszegezve, vizi kornyezetben torténd in situ vizsgalatokhoz a legelterjedtebben alkalmazott
tesztalanyok koz¢ tartoznak a helytiilé kagylok; viszonylag egyszerii hozzaférhetdségiik és sok
szennyezOre ismert érzékenységiik teszi prkatikussa lokalis hasznalatukat (Chappie & Burton,
2000). Egyes tényezOk korlatozhatjak a kagylok alkalmazasat kdrnyezeti tesztekben, azonban
kortltekintd tervezéssel ezek kikiiszobolhetdk. Fontos, hogy a teszthez hasznalt kagylok
allapota jol ismert legyen. Lehetdleg ellendrzott gazdalkodasbol, kagyld farmrdl vagy
bizonyitottan tiszta kdrnyezetbdl szarmazzanak. A kihelyezésnél figyelembe kell venni, hogy
ott természetes modon eléfordul-e a valasztott faj, hogy elkertiljiik a mesterséges terjesztéssel
jar6 invazids kockazatokat. Mindemellett a végpont megvalasztasat is at kell gondolni. A
nagyobb meéretli kagylok jobb tesztalanyok, azonban lassabban ndnek és szaporodnak, a
mortalitas vizsgalata, mint végpont pedig lehet6leg elkeriilend6 (Farris & Van Hassel, 2006).
A szubletalis végpontok koziil mérhetjik a filtracios ratat, héj nyitas/zarast, biokémiai
markereket (Salanki & V.-Balogh, 1989), de szovetminta vételére is 1étezik non-letalis modszer
(Naimo et al., 1998). A kagylok kivalasztasanal szamitasba kell venni, hogy a kiilonb6z6 fajok
érzékenysége eltérd, de egy fajon beliil is vannak kiilonbségek az egyedek méretétdl és koratol
fliggden (Metcalfe-Smith, 1996).

Természetesen az in situ teszteknek is megvannak a maga korlatai. Szamolni kell ismeretlen
eredetli stresszorok hatdsaval és a lokalis koriilményekkel. Mivel a mérések kornyezeti
paramétereit nem befolyasolhatjuk, minden mérés eltéré koriilmények kozott torténik, igy az
egyes meérések eredményei nem Osszehasonlithatoak €s a kiértékeléshez referencia vagy

kornyezeti hattér adatok sziikségesek (Pereira et al., 2000).

1.6. DNS karosodas fajtai és kimutatasa

1.6.1. Genotoxicitas

A DNS karosodas a DNS alapszerkezetében bekovetkezett valtozasbol ered, ami modositott
fehérjefunkcidhoz, inaktivitashoz és genetikai mutaciokhoz vezethet. A DNS karosodas
torténhet kémiai addicioval, a bazissorrendben bekovetkezett valtozassal vagy lehet torés a
DNS lanc egyik vagy mindkét szalaban. Mutacionak a DNS-ben végbemend mennyiségi vagy
szerkezeti valtozdst nevezzilk, amely nem magyarazhato az eredeti genetikai anyag

rekombinacigjaval és 6roklddhet. A genotoxikus anyagok kozvetlen hatéssal lehetnek a génekre
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¢és a génexpressziora, de kozvetlen hatast is kifejthetnek a génfrekvenciara (Bierkens et al.,
2005).

A teljes genetikai allomanyban bekovetkezo, és kijavitddd, vagy nem manifesztalodd6 DNS
karosodasok nagyon gyakoriak, az emberi sejtekben is tobb tizezer DNS karosodas torténik
naponta részben spontan, részben kornyezeti hatasok miatt (Bernstein et al.,2013). A DNS
folyamatosan kapcsolatban van vizzel és oxigénnel, amik spontan hidrolitikus és oxidativ
kéarosodast okoznak, a pH és hdingadozasok hatasara pedig a bazisok amino csoportja valhat le
(dezaminalés), ami szintén okozhat mutéciot. Kiils6 hatasnak tekintheté az ionizald sugarzas,
amely hatasara gerjesztett és ionizalt molekulak alakulnak ki és véletlenszertien karosithatjak
barmely sejtdsszetevot, igy szamos DNS-elvaltozast indukal. Ugyanakkor meg kell jegyezni,
hogy a szervezetet érd sugarterhelés nagy része természetes eredetii (pl. kozmikus sugarzas,
alapkdzet sugérzasa, természetes radioaktiv izotopok) és csak kis részben antropogén eredetii
(pl. Rontgen-sugarzas, mikrohullamu sugarzas, sugarterapia) (Friedberg, 2003).

Bar vannak onjavitasi mechanizmusok a DNS karosodasok kijavitodasara, ezek nem miikodnek
100%-o0s hatékonysaggal. Ezek a repair folyamatok altalaban képesek 1épést tartani a sejtek
replikacidjaval jardo endogén karosodasokkal, részben azzal, hogy megallitjdk a DNS-
replikdciot a sériilés helyén, amig a javitds meg nem torténik. Ezzel ellentétben a nem
replikalodo sejtekben torténd DNS karosodasok felhalmozodnak, ami sietteti a sejt oregedését.
Egyes exogén vegyiiletek, mint példaul a dohanyfiistben 1év6 anyagok, tulterhelhetik a javitasi
utvonalat, magasabb szintii DNS karosodast okozhatnak, mint az endogén anyagok vagy ujfajta
hibakat hozhatnak létre, amelyeket lassabban lehet kijavitani. A DNS javitasi utvonalak
hianyossaga vagy hibai egyes karok nem keriilnek javitasra, felhalmozdédnak és nagyobb
hibakat, mutaciot okoznak. A gyakori mutacidk aktivaljak az onkogéneket, amelyek eldsegitik
a sejt tumorsejtté valasat, valamint inaktivaljak a tumorszupresszor géneket és ezzel novelik a
rak kialakulasanak kockazatat (Bernstein, et al., 2013).

A DNS karosodast szenvedett sejtek javitas hianydban altalaban inaktivalodak, melynek
leggyakoribb formaja az apoptdzis. Az ezt kivaltod specifikus DNS karosodasok koz¢ tartoznak
az O6-metil-guanin képzddése, a bazisok N-alkilacioja, a nagyméretii DNS-adduktumok, a
DNS-keresztkotések és a kettds szala DNS torések, amelyek dontd jelentdségliek az apoptozis

kivéltasaban (Roos & Kaina, 2006).

1.6.2. DNS karosodas formai

DNS karosodas el6fordulhat barmely sejben, a sejtciklus barmely szakaszédban és érinthet
egyetlen gént, gén szakaszt vagy akar egész kromoszomat. A leggyakrabban el6fordulé DNS
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karosodas a pontmutacio, ami legfeljebb néhany bazist érint. Ez torténhet ugy, hogy egy rovid
DNS szakasz duplén iro6dik 4t a replikacio sordn (duplikéacio), egy szakasz kiesik (delécio), egy
szakasz beékelddik a génbe (inszercid) vagy pedig két DNS szakasz megcserélddik
(szubsztiticid) (Bierkens et al., 2005). A pontmutaciok kiilonleges esete az ugynevezett
frameshift mutacio, amikor a kiesett vagy betoldott bazisok szdma nem egyenld harommal,
ilyenkor ugyanis a mutacio helyétdl a transzkripcios leolvisas iranyaban megvaltozik a kodolt
informacio (Falus et al., 2014).

Abban az esetben, ha a bekdvetkezett valtozds magat a kromoszoma szerkezetét érinti,
kromoszoma mutaciordl beszéliink. Ez altalaban, de nem kizarolag meiozis alatt kovetkezik be
¢és hatranyosan érintheti az egyedet. A végbemend folyamatok nagyjabdl ugyanazok, mint a
pontmutaciok esetében is, csak itt DNS szakaszok helyett kromoszoéma darabok
duplazodhatnak meg (duplikécio), veszhetnek el az atiras alatt (delécid), csatlakozhatnak egy
masik kromoszémahoz (transzlokacid) vagy eléfordulhat, hogy egy szakasz forditva ir6dik be
oda, ahol egyébként a helye lenne (inverzio) (Bierkens et al., 2005).

Ez eddigieknél ritkabb, de stulyosabb a genom mutacid, ami a kromoszomaszdm megvaltozasat
jelenti. A testi sejtekben végbemend genom mutacié eredménye altalaban daganatképzddés és
az ¢érintett sejtek normalis miikodésének megsziinése, de a rendellenesség nem 6roklddik at a
kovetkezd generaciora. Amennyiben viszont a mutdcié az ivarsejteket vagy a csiravonalat
érinti, a hatas 4toroklddik az utdédokra. Ez sok esetben életképtelen embriot vagy abnormalis
fejlodést okoz, mint tobb ismert szindromédnal (pl. Down-kér, Turner-szindroma)
(Theisen & Shaffer, 2010; Bierkens et al., 2005). A DNS karosodas érintett sejtek szerinti
lehetséges kimeneteleit, valamint az egyes mutacid fajtdk kimutatasara alkalmazhat6 teszteket

az alabbi 4bra szemlélteti (3. abra).
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3. abra: A DNS karosodas lehetséges kimenetelei és az egyes mutacio fajtak

kimutatasara alkalmas tesztek (példak)

Egy mas szemszogbdl a genotoxikus hatdsok csoportosithatok tigy, mint kdzvetlen és kdzvetett
folyamatok. A kozvetlen genotoxicitas egy vegyiilet DNS-sel valo kdlcsonhatasat jelenti. Ezek
az elsddleges okai a génmutacionak és a DNS lanc toréseknek, melyek szerkezeti kromoszéma
karosodasokat okoznak. Ezzel szemben a kozvetett hatdsok soran a vegytiletek valamilyen nem
DNS anyaggal lépnek kapcsolatba, igy generdlva genetikai karosodast. Illyen mechanizmus a
DNS szintézis gatlasa, a nukleotid egyenstly zavara, a topoizomerdz enzim gatldsa valamint
kihatassal lehet a belsO testhdmérséklet valtozasara. A kozvetett genotoxikus folyamatok az
elsddleges okai a kromoszéma szamot érintd elvaltozasoknak. A kozvetlen hatast kivalto
genotoxikus anyagoknak nincs kiiszobértékiik, vagyis akar egyetlen molekula is kivalthat DNS

karosodast, viszont a kozvetett folyamatok soran meg lehet allapitani tn. NOGEL értéket
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(No Observed Genotoxic Effect Level), amely arra utal, hogy ilyen esetekben a genotoxikus
anyag csak egy bizonyos kiisziibérték felett fog karosodast okozni (Graziano & Jacobson-
Kram, 2015).

1.6.3. Mikronukleusz teszt

Mikronukleuszok eukaridta szervezetekben johetnek létre rendellenes sejtosztodas soran.
Kromoszématorés vagy osztdodasi ors6 zavar esetén egy kromoszoma darab nem jut be az
utddsejtekbe, hanem sajat sejtmaghartyaval korbevéve a sejtmag mellett jelenik meg. Ilyen
folyamat ugyan természetesen is lejatszodhat, de a genotoxikus anyagok hatdsara a
mikronukleuszok a normalisndl joval nagyobb szdmban jelenhetnek meg. A mikronukleusz
gyakorisdggal jellemezni lehet az adott egyedet ért genetikai karosodas mértékét. A
genotoxikus anyagok és a hatasuknak kitett szervezetben 1évé mikronukleuszok szama kozotti
Osszefiiggést mar az 1970-es években leirtdk, majd a *80-as évektdl kezdve fel is hasznaltdk
egyedi szennyezOk, ill. komplex kornyezeti matrixok genotoxicitasanak mindsitésére
(Von Ladebur & Schmid, 1973; Schmid, 1975; Das & Nanda, 1986). Mivel mikronukleuszok
keletkezhetnek akar szomatikus, akar germinalis sejtekben, a tesztet barmilyen €16 szoveten el
lehet végezni (Bolognesi et al., 2004).

A mikronukleuszok képzOdését, igy a teszt érzékenységét szamos olyan paraméter
befolyasolhatja, mint a faj, a kor, a nem, vagy a reproduktiv allapot, azonban a tesztalanyok
koriiltekintd megvélasztasaval ezek nagy része kikiiszobolhetd.  Altaldnossagban
megfigyelhetd, hogy a fiatalabb egyedek érzékenyebbek, mint az iddsebbek, mivel a korai
fejlodési szakaszban az egyedek sériilékenyebbek. A faj kivalasztasanal a kdrnyezeti relevancia
mellett a kariotipusnak (a kromoszomak szdmanak, méretének és alakjanak) lehet meghatarozo
szerepe. Célszerli olyan fajt valasztani, aminek kevesebb, nagyobb méretli kromoszomai
vannak, a kis méreti kromoszomakbol képz6dd mikronukleuszok ugyanis sokszor olyan kicsik,
hogy nem lathatéak fénymikroszkop alatt. Uj anyag vizsgilatanal vagy uj faj alkalmazasa
esetén célszerli a negativ kontroll mellett egy pozitiv kontrollt is hasznéalni. Bar mikronuklesz
tesztet gyakorlatilag barmilyen szoveten el lehet végezni, a leggyakoribb a vér vagy hemolimfa
sejtek vizsgalata, mivel az ebbdl vett kis mennyiségili minta hianyat az egyedek gyorsan potoljak
A teszt kivitelezése soran fontos az expozicios id6 hosszat a mintazni kivant sejtek replikacios
ciklusa és életciklusa alapjan megvalasztani. (Udriou, 2006).

Bar nem szabvéanyszinten definialt, de bevalt, ellendrzott tesztprotokollok léteznek kagylo
mikronukleusz teszt elvégzésére (Woznicki et al., 2004). A mikronukleusz teszt széles kdrben
valo alkalmazhatosaganak oka a modszer rugalmassaganak és a pontos kivitelezés szdmos
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lehetdségének koszonhetd. Egyarant elvégezheté novényeken, gerincetelen allatokon (pl. foldi
giliszta, kagyld), alacsonyabb rendii gerinceseken (pl. kétéltiiek, hiillok, halak) és emldsokon
(pl. ragesalok, ember). A lobabra (Vicia faba) kifejlesztett mikronukleusz tesztet érzékenysége,
megbizhatosaga, koltséghatékonysaga és konnyen kezelhetdsége miatt elterjedten alkalmazzak
talaymintak (talaj, tiledék, komposzt, hulladék stb.) genotoxikus karakterének meghatarozasara
(Degrassi & Rizzoni, 1982; Ji & Chen, 1996; Foltéte et al., 2011); ennek kdszonhetd a teszt
szabvanyositasa is (ISO 29200:2013). Létezik leirt mddszer kajman embridk alkalmazasara,
amelyeknél a kikelés utan vett vérmintat vizsgaltak (Poletta et al., 2009), varangyosbéka
ebihalak szivébdl vett vérminta tesztelésére (Yin et al., 2009), valamint halak veséjébol vagy
uszonyabol gylijtott vér vorosvértestjeinek vizsgalatara is (Udriou, 2006; Deutschmann et al.,
2016). Ahhoz, hogy a tesztek eredményeit emberre extrapolaljuk sokszor sziikség van az
emlésokon végzett tesztekre is, amelyeket altaldban ragcsalokon végeznek. Ennek a menetét az
OECD Test Guideline 474 szabvany irja le, ami kiterjed mind a gerincvel6 sejtekkel, mind a
periférias vér sejtjeivel végzett teszt modszerre in Vivo expozicio esetén (OECD Test No. 474).
Az in vivo tesztek mellett 1éteznek sejtvonalas modszerek is, amellyekkel ugy végezhetjiik el a
vizsgalatokat (altalaban magasabb rendii allatotkon vagy emberen), hogy kozben nem meriilnek
fel etikai problémdk, hiszen tenyésztett sejteket hasznalunk. Erre szabvéanyositott mdodszer az
OECD Guideline 487, amely ragcsaldo vagy human sejtkultiran vizsgalja a tesztelt anyag
genotoxikus hatasat (OECD Test No. 487). A sejtvonalas modszerek nagy elonye, hogy az in
vivo teszteknél gyorsabban és egyszeriibben elvégezhetdek. A metabolikus aktivitas potlasara
S9 aktivaciot lehet végezni rajtuk, azonban a szervezet egyéb immunvalaszainak szimulalasara
nincs lehetdség, igy bar érzékenyebb az in vivo teszteknél, de kevésbé relevans eredményt
adnak (Kirsch-Volders et al., 2011; Kotova et al., 2015). Puhatestiick esetében permanens
sejtvonal 1étrehozasara még kevés példa van, de a primer sejtvonalak létrehozésa viszonylag
egyszerlien megoldhato (Faucet et al., 2003; Labieniec et al., 2003; Parolini et al., 2011). Ez a
modszer kikiiszobolheti a tesztallatok gytijtése soran felmeriilé problémakat is, mivel az
Unionidae csaladba tartozo fajok jelentés részénél nem megoldott a mesterséges szaporitas.
Egy U. tumidus egyedeken és a hemolimfajukbdl készitett sejtkultiran egyarant elvégzett
gyogyszervizsgalat soran az in vivo modszer adott csak szignifikans valaszt (mindkettot Comet
teszttel végezték), mig az in vitro modszer valdszintileg a hemocitak osztodasanak hianya miatt
nem mutatott ki DNS kdrosodast. Ebbdl is lathato, hogy a sejttenyészeteken végzett teszteknél
milyen koriiltekintéen kell megtervezni a kisérletet és megvalasztani a paramétereket (Gaci¢ et

al., 2014).
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Mivel a tesztalany megvalasztdsara szamos lehetdség van, a mikronukleusz teszt egyarant
alkalmazhato talaj, levegd vagy iledék mintak illetve vizsszennyezOk esetében is.
Vizszennyez6  komponensek  valamint  kornyezeti  vizmintdk  genotoxicitdsanak
meghatarozasara leggyakrabban kagylokat alkalmaznak. Mivel ez a modszer nincs szabvany
szinten definidlva, kiillonb6z6 metodikak 1éteznek. Kis méretti kagylok esetében — amelyekbdl
nem lehet a vizsgalathoz sziikséges mennyiségli hemolimfat gyijteni — Kopoltyu sejtekbdl
vesznek mintat. Ennek meg van az az elénye, hogy a kopoltyu sejtek érzékenyebben reagalnak
a genotoxikus anyagokra, mint a hemolimfa sejtek, igy kisebb koncentracié hatasdnak
kimutatasara is alkalmasak, ugyanakkor ez a mddszer a kagylok pusztulasaval jar. (Bolognesi
et al., 2004). Az elterjedtebb mddszer soran, amelyet én is alkalmaztam a vizsgalataimban, a
kagylok posterior adductor izmabdl vett hemolimfa minta sejtjeit elemzik. Eltérések itt is
vannak, tobbnyire az expozizids id6 és az egyedenként leszamolt sejtek tekintetében. Egyes
esetekben mar 1 nap expozicid utan szignifikans novekedést lehet tapasztalni a mikronukleusz
szamban, azonban ezt valoszinlileg csak a kozvetlen hatasti és gyors metabolizacidju
szennyezOk valtjak ki (Pinto-Silva et al., 2003). Mas vizsgalatok azt mutatjak, egyszeri
szennyezés esetén a mikronukleuszok szdma a 4. napon van maximumon, ezutan mar csdkken,
mig folyamatos szennyezés esetében a mikronukleusz szdm is folyamatosan nd, bar egyre
kisebb iitemben (Woznicki et al., 2004; Siu et al., 2004). Az egyedenként leszamolt sejteket
1000 ¢és 4000 koze valasztjak meg, amit a genotoxikus hatds vart erdssége szabhat meg.
Amennyiben a kKimutatni kivant hatds varhatéan gyenge, akkor sziikség lehet a 4000 sejtre
egyedenként, hogy szignifikans eltérést mutathassunk ki, azonaban az esetek tobbségében az
1000-2000 sejt leszamolasa elegendd (Pinto-Silva et al., 2003; Woznicki et al., 2004; Bolognesi
et al.; 2004).
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Célkituzések

Munkam soran a kagylo MN teszt alkalmazhatosaganak vizsgalata volt a f6 célom. Ennek

érdekében vizsgélataimat az aldbbi célkitlizések koré csoportositottam:

1. A vizsgalati paraméterek hatdsa a MN szdmra:

Fajspecifikus érzékenység: Kagyld MN teszt elvégzéséhez a szakirodalom szamos
kagylofajt hasznal, melyek kivalasztasanal jelentés szempont a kdrnyezeti relevancia,
vagyis, hogy az adott faj az érintett teriileten megtalalhat6 legyen. Vizsgalataimban két
kagylofajt alkalmaztam tesztalanyként, melyek a Balatonban 6shonos Unio pictorum és
az invaziv Sinanodonta woodiana voltak. Célom volt meghatarozni és Gsszhasonlitani a
két faj rézszulfatra és benzapirénre mutatott érzékenységét. Nullhipotézisem szerint
amennyiben a S. woodiana érzékenyebb vagy legalabb megfeleléen érzékeny,

genotoxicitas tesztekben kivalthatja a védelmet élvez6 éshonos U. pictorum-ot.

Expoziciés 1d6: A szakirodalomban a kagyldé MN teszthez kiilonb6zd expozicids idoket
talalunk mind a laboratoriumi (ex situ), mind a terepi (in situ) méréseknél. Az egyes
vizsgalatok eredményeinek 6sszehasonlithatosaga érdekében célom volt meghatarozni,

hogy a kapott MN szam kialakulasaban mekkora szerepe van az expozicios idének.

Egyedek mérete: A kagylok Kkiilonbozo életszakaszaikban eltérd érzékenységgel
reagalhatnak bizonyos szennyezdkre. Célom volt feltarni a kapott MN szamok és a

kagylok mérete (hosszusag, vastagsag, szélesség, suly) kozoti kapcsolatot.

2. A kagyld6 MN teszt érzékenységének meghatarozasa Osszehasonlitva mas genotoxicitas

tesztekkel:

A kagylo MN teszt érzékenységének Osszevetése baktérium tesztekkel: Genotoxicitas
mindsitésre a legelterjedtebben alkalmazott modszerek az SOS Chromotest és az Ames
teszt. Vizsgalataim soran célom volt meghatarozni a MN teszt ezekhez viszonyitott

érzékenységét mar ismert genotoxikus hatasu szennyezdkre.

A kagyld MN teszt érzékenységének Osszevetése Flow citometrias méréssel: A Flow
citométerre adaptalt kansperma teszt megfeleld festési eljaras mellett képes genotoxikus
karosodas kimutatasdra. Munkam egyik célja a kagylo MN teszt és a Flow citometrias
modszer érzékenységének Osszehasonlitdsa volt biodizel és gyogyszergyari szennyviz

mintakra.

32



3. Altalanossagban célul tiiztem ki olyan kérnyezeti mintak vizsgélatat, amelyek genotoxikus
potencialjat kagylo6 MN teszttel még nem, vagy csak kis mértékben vizsgaltak. Az ilyen
jellegti tesztek segitségével véleményem szerint atfogd képet kaphatunk a kagylé6 MN teszt

érzékenységérol.

4. In situ kisérlet soran vizsgalni kivanom, a kagyld6 MN teszt milyen mértékben alkalmazhato
monitoring jelleggel természetes vizek szennyezettségének vizsgalatara, ill. a kisérleti
koriilmények mennyiben befolyasolhatjdk a vizsgdlat menetét, az eredmények

megbizhatosagat.
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2. Anyagok és modszerek

2.1. Mikronukleusz teszt

A mikronukleusz teszt elvégzése a kagylok beszerzeésétdl a teszt kiértékeléséig tobb 1€pésbol
all. Ezek atlathatosdgat segiti az alabbi dbra (4. dbra), amelynek egyes részeit a kovetkezd

alfejezetekben mutatom be részletesebben.

Mikronukleusz teszt folyamata

Feladatok

Kagylok Kagylok
gylijtése akklimatizacioja

Mérés elbtt
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4. abra: A mikronukleusz teszt folyamatabraja

2.1.1. Kagylok gyiijtése és tartasa

A mikronukleusz teszteket festékagyld (Unio pictorum), valamint amuri kagyl6 (Sinanodonta

woodiana) egyedeken végeztem, amelyeket a Balatonbodl gytijtottiink. Tobb kagylogytijtés is
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tortént, de minden esetben a Keszthelyi-6bolbdl szarmaztak a kagylok, amelyeket egy
motorcsonakrol vontatott mintavevo eszkoz segitségével gyiijtottiink be. A kagylok koziil még
a motorcsonakban Kivalogattam a felhasznalni kivant fajokat és megszabaditottam a ratapadt
vandorkagyloktol.

A kivalasztott kagylokat (egyszerre kb. 100 egyedet) az MTA Okoldgiai Kutatokdzpont és
Balatoni Limnologiai Intézetének (Tihany) akvariumszobdjdban taroltam egy atfolyasos

medencében 4 héten at a tesztek elott.

2.1.2. Kezelés

A kezelés kezdetén atvalogattam a kagylokat, hogy csak egy meghatarozott mérettartoméanyba
esO egyedeket hasznaljam. Ez nagyjabol a 6-8 cm hosszi kagylokat jelenti, amiket a
tesztakvariumokban egyenletesen osztottam el, azonban néhidny mérésnél (cserszomorce,
biodizel, réz szennyez6knél, illetve az in situ mérés esetében) pontosan fel is jegyeztem kagylok
a hosszat, szélességét, vastagsagat ¢és sulyat, majd egyedileg jeldltem ket és csak ezutin

osztottam el 6ket az akvariumokban (5. abra).
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5. abra: A kagylok elhelyezése az akvariumokban a mérés soran
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A kagylokat minden mérés soran 3 1 volumenti kisérleti vizben inkubaltam. Mivel a kagylok a
Balatonbol szarmaztak ezért kontrollként, valamint a koncentraciok elkészitéséhez is Balaton
vizet hasznaltam. Minden koncentraciobdl 3 parhuzamos akvarium volt és mindegyikbe 5-5
kagylot helyeztem, igy egy atlagos méréshez (kontroll, valamint négy taghi higitasi sor) 75
kagylora volt sziikségem.

A teljes expozicids id6 4 nap volt (Woznicki et al. 2004), azonban figyelembe véve, hogy a
vizsgalt anyagok koncentracidja a tesztidd alatt csokkenhet (biologiai degradacio, fotolizis
stb.), szemisztatikus modszert alkalmaztam. A viz felét két nap utan kimertem az
akvariumokbdl és ugyanolyan térfogatt, az eredti koncentraciot tartalmazé oldattal toltottem
fel, igy egy kvazi folyamatos terhelést szimulalva. Ilyen moédon a metabolitok (az eredeti minta
esetleges bomlasa soran keletkezo, ismeretlen komponensek) altal varhato tobblet toxicitast is
kikiiszoboltem.

A felhasznélt Balaton viz miatt nem volt sziikkség a kagylok tovabbi etetésére, csupan a
levegoztetést kellett biztositani. A levegd homérséklete a tesztek alatt szobahdmérsékleten volt

tartva (t = 20-22°C) természetes fényciklus mellett.

2.1.3. Hemolimfa gyiijtése és fixalasa

A 4 napos expozicio letelte utan az egyedekbdl hemolimfa mintat vettem. A mintavétel a
Gustafson et al. (2005) altal leirt nem letalis mddszer alapjan, annak tovabbfejlesztésével
tortént. A fejlesztés 1ényege, hogy nem sziikséges hozzé a kagylokat felnyitni, igy nem csak a
mintavevd személy szamara lesz egyszeriibb és gyorsabb az eljaras, de a kagylokat sem éri
felesleges stressz és sériilés. A mintavételhez hasznalt fecskend6t a pant mellett, a két héj kozott
kell bevezetni — ahol csak egy vékony elszarusodott réteg van — igy kozvetleniil a hatulsd
zardizomba (posterior adductor) szurunk. A hemolimfa gy{ijtés nem letalis modszerét a 6. abra

mutatja egy Anodonta anatina egyeden.
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6. abra: Hemolimfa mintavétel a posterior adductor izomboél a kagylo felnyitasa nélkiil

Egyedenként kb. 1 ml hemolimfa mintat gylijtottem, amely akar két vizsgalathoz is elég, hogy
szlikség esetén meg lehessen ismételni. A begylijtott mintdhoz 7:3 ardanyban 10%-0s ecetsavas
metanolt adtam, majd 1000 rpm fordulattal 5 percig centrifugaltam. Ennek kdvetkeztében a
hemolimfa sejtek letapadtak a centrifugacsé falara, igy konnyedén le lehetett pipettazni a
feliiluszot, majd 1 ml 80%-os metanolban felszuszpendaltam a sejteket (7. abra). Az igy
tartositott hemolimfa mintak hiitdben kb. két hétig roncsolodas nélkiil eltarthatok. (Gustafson

et al. 2005)

7. abraA hemolimfa minta fixalasa késobbi felhasznalasra
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2.1.4. Festés és fotozas

A hemolimfa sejtek festéséhez a tartositott mintakat ujra le kellett centrifugalni (1000 rpm,
5 perc), majd a feliiliszé6 nagy részét lepipettdztam, hogy a maradék szuszpenzidé mingl
koncentraltabban tartalmazza a sejteket. Ezutan kb. 0,3 ml-t tdrgylemezre cseppentettem,
szabad levegdn beszaritottam majd 80%-os metanollal boritottam és Gjra hagytam beszaradni.
Szaradas utan 5%-os Giemsa oldatot csepegtettem a letapadt sejtekre és 20 percig festettem (8.
abra). Végiil a mintakrol desztillalt vizzel dvatosan lemostam a festéket amig a mosofolyadék
szintelen nem lett és még nedvesen fedflemezt helyeztem rajuk. A targylemezeket egy
szamitogéppel 0sszekotott, Zeiss AxioCam ICC1-es kameraval felszerelt Zeiss Axio-Scope Al
mikroszkép ala helyeztem és 400-szoros nagyitds alatt minden mintardl elegendé képet
készittettem ahhoz, hogy leaglabb 1000 hemolimfa sejtet azonositani lehessen rajta (Gustafson
et al. 2005).

8. abra: A targylemezre szaritott hemolimfa mintak festése

2.1.5. Mikronukleuszok azonositasa és szamolas

A lementett képekrol minden egyed esetében 1000 db sejtet szamoltam le, jelezve, hogy mennyi

volt kdzotte a mikronukleuszos sejt. A mikronukleuszok azonositasat Bolognesi és Fenech altal
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leirtak alapjan végeztem, igy csak a jol elkiilonitheté, ép membrannal rendelkez6 agranulocita
sejteket szamoltam. A nekrotikus és apoptikus sejteket nem vettem figyelembe.
Mikronukleusznak azt a sejtmag mellett megjelend testecskét tekintettem, ami kerek vagy
ovalis alakt,, morfologiailag €s szinében a sejtmagra hasonlit, elkiilonithet6 a sejtmagtol (nem
érnek Ossze) €s mérete a sejtmag méretének 1/3-a és 1/16-a kozott van. Egy sejtmag mellett
altalaban egy mikronukleusz van, de eléfordulhat ketté vagy tobb is, bar az én vizsgalataimban
ilyen esettel nem talalkoztam (Bolognesi & Fenech, 2012). Az alabbi montazson (9. abra)
lathat6 néhany példa a Giemsa festékkel megfestett hemolimfa sejtmagok mellett megjelend

mikronukleuszokrol X400 nagyitas mellett.

9. abra: A képen a fekete nyilak jelolik az altalam is alkalmazott szempontok szerint

azonositott mikronukleuszokat a hemolimfa sejtmagok mellett

2.1.6. Statisztika

A mikronukleusz tesztre kapott értékeken szignifikanciajat Tukey post hoc teszttel kiegészitett
egyszemponti ANOVA teszttel vizsgaltam, hogy megallapithassam mely esetekben volt a
kezelés hatasa a kontrollhoz képest szignifikans a mikronukleusz szamra. Minden kisérleti
koncentracioban 3 parhuzamosban 5-5 egyedet Kezeltem, azonban a kiértékeléshez
csoportonként csak annak a 10 egyednek az adatait hasznaltam, amelyeknél a legjobb volt az
elkésziilt képek mindsége, igy kisebb volt a MN azonositasi hiba valosziniisége. Az adatokon
elvégeztem az ANOVA alkalmazhatosaganak feltételeit ellendrzo teszteket (normalis eloszlés

— &-négyzet proba, varianciak homogenitasa — Bartlett-proba, mintak fliggetlensége, véletlen
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mintavétel) de semmilyen transzformaciot nem hajtottam végre rajtuk. A statisztikai

vizsgalatokat az R szoftverrel végeztem.

2.2.  Osszehasonlité tesztek

A szennyviz esetében alkalmazott egyik bakteridlis tesztnek az SOS Chromotes-tet
valasztottam, amit a kibocsatott szennyviz mindségének ellendrzését — beleértve a genotoxicitas
becslését — szabalyozd 27/2005. (XII. 6.) KvVM rendelet is ajanl. Ez egy enzimatikus
szinreakcion alapuld kolorimetrids modszer, amely az Escherichia coli PQ 37-es torzset
alkalmazza. A torzsben a DNS karosodas az SOS javité gének helyett a B-galaktozidaz
transzkripcidjat inicialja, a keletkezd enzim mennyiségét fotométerrel meg tudjuk hatarozni.
Az oldat abszorbanciaja aranyos a DNS karosito hatas mértékével (Quillardet & Hofnung,
1985). Az SOS Chromotest-et az OECD (Test No. 471) szabvanyban rogzitetteknek
megfeleléen végeztem el. A genotoxikus anyag SOS rendszerre gyakorolt aktivalo hatasat az
indukcios faktor (IF) fejezi ki, amit a negativ kontroll és a vizsgalt minta abszorbancia
értekeibol kell kiszamolni. Amennyiben a kapott IF érték 1,5 f6l6tt van, a minta genotoxikus
(Krafton, 2012). A kisérleteket S9 aktivacioval kiegészitve végeztem el, amely mutagén
kezeléssel aktivalt patkany m4j kivonat rendszerbe juttatdsaval az emlésdok majaban végbemend
metabolikus aktivalast hivatott modellezni. Az SOS Chromotest feltétlen elénye, hogy kit
formajaban, plétre kiszerelt valtozatban kaphato. A kit értelemszerlien tartalmaz minden, a
mérés elvégzéséhez sziikséges anyagot, beleértve az S9 patkanymaj-kivonatot is.

A masik baktérium teszt a szennyviz mintdnal az Ames teszt volt. Az Ames teszt tesztszervezete
egy genetikailag modositott Salmonella typhimurium torzs, amely hisztidin szintézisért felelos
génjeiben kiilonb6z6 mutacidkat hordoz. A modszer alapja, hogy a genotoxikus anyagok a
hisztidin auxotrof sejtek hisztidintermeld képességét visszaallithatjak, igy azok képesek lesznek
novekedni hisztidinmentes taptalajon is (Ames et al., 1973, Jomini et al., 2012).
Vizsgalataimban a fluktuaciés Ames tesztet alkalmaztam, ami a mddszer mikroplétre adaptalt
valtozata. Ebben a reakcio végpontjat a baktériumok szaporodasa kozben 1étrejove savas
kémhatasu kozeg jelzi, amely indikatorral szinreakciot ad. A kiértékeléshez a genotoxikus
hatéasra az dsszes parhuzamos kut koziil pozitiv szinreakciot ado kutak szazalékos aranyat kell
megadni. Ilyen modon egyszerre nagyszamu minta tesztelésére van lehetdség, érzékenysége
pedig a lemez inkubaciés modszerét meghaladja (Curicux et al., 1995). Az SOS Chromotest-

hez hasonloan az Ames tesztet is S9 aktivacioval végeztem.

40



A biodizel minta cito- ill. genotoxikus potencidljanak meghatarozasa ezenkivil Flow
citometrids méréssel tortént. A moddszer sertés kan sperma sejtek kiilonb6zd fluoreszcens
festékekkel torténd festésén alapul, ami igy alkalmas az €16 és holt sejtek elvalasztasara,

valamint a DNS fragmentacié mértékének meghatarozasara is (Kakasi, 2019).

2.3. Vizsgalatok

2.3.1. Egykomponensi mintak vizsgalata
2.3.1.1.  Rézszulfat

A rézszulfat (CuSOs) genotoxikus potencialjat mar tobb szerz6 lekozolte (Yildiz et al., 2009;
Guecheva et al., 2001; Popov et al., 2013). Bizonyitott genotoxikus hatasa miatt a kagylo MN
teszt eredményét befolyasolhatd paraméterek (fajfliggés, expozicidos id0 hossza, egyedek
méretének hatasa) vizsgalatat rézszulfaton végeztem el.

Az alkalmazott koncentraciokat a vonatkozo6 irodalmi adatok alapjan hataroztam meg (Nguyen
etal., 2005). A higitasi sor koncentracioi a kdvetkezok voltak: 0.125%10° ML, 0.25*10° ML
10.5*10°ML%, 1*10° ML és 10*10°° ML rézszulfat oldat, valamint a kontrollként beallitott
Balaton viz. A koncentraciok elkészitéséhez szintén Balaton vizet hasznaltam.
Koncentracionként 3 parhuzamos akvariumot vizsgaltam, a hosszabb tesztidd miatt a tobbi
tesztnél alkalmazott 3 liter helyett mindegyikben 4-4 liter oldat és 5-5 egyedileg jelolt
U. pictorum illetve S. woodiana egyed keriilt. A szokasos 4 napos expozicids id6t kovetéen a
6. és a 8. napon is vettem hemolimfa mintat. A vizsgalat el6tt a felhasznalt egyedeket lemértem
(hosszusag, sz€élesség, vastagsag, suly), és ez egyedi jelolés miatt ezek az értékek a mérés végén

hozzakdothetoek az egyes egyedeknél tapasztalt MN szamokhoz.
2.3.1.2. Benzapirén

A benzapirén (C20H12) mutagén hatasat eloszor 1933-ban bizonyitottak. A benzapirén és
metabolitjai jelenleg a legveszélyesebb mutagén €s erdsen karcinogén csoportba tartoznak az
IARC (International Agency for Research on Cancer) szerint (Cogliano et al., 2011). A
benzapirén kezeldszernek vélasztasat indokolja, hogy a Balatonba évente tobb mint 200 kg
kertil beldle. Ez nagyrészt 1égkori lerakddasbol szarmazik, de a hajok lizemanyaga, hulladék
maradvanyok és fa kezel6anyagok is szerepet jatszanak benne (Baranyai et al., 1980; Bodnar
et al., 2003). Mivel a Balaton sekélyvizii to, a sz¢él keltette hullamzas lazan tartja az tiledék fels6

10-15 cm-es rétegét, igy kisebb mennyiségben szivarog mélyebbre. A Balaton PAH
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szennyezése az Oblokben koncentralddik, itt atlagosan 330-530 ug PAH/kg iiledék talalhato,
aminek kb. 7%-a benzapirén (Bodnar et al., 2004).

A vizsgalat egyik célja ebben az esetben is a rézszulfatnal mar emlitett két kagylofaj
érzékenységének Osszevetése volt, ugyanakkor a MN teszt eredményeit Osszevetettem két
bakterialis teszttel, az Ames teszttel és az SOS Chromotest-tel. A benzapirén oldatot
acetonitrillel készitettem, ami toxikus lehet a sejtek szamara, ezért a benzapirénes kezelés soran
a kontrollon kivill sziikség volt egy olddszeres kontrollra is. A vizsgalatot U. pictorum és
S. woodiana egyedekkel is elvégeztem, a kontroll és az acetonitriles kontroll mellett 70 és
700 gLt koncentraciokkal (Eck-Varanka et al., 2014).

2.3.2. Kornyezeti mintak vizsgilata

2.3.2.1. Allelopatikus ndovények és tannin

Az allelopatia altaldnos meghatarozas szerint valamilyen szerves vegyiilet kibocsatasa
novények vagy baktériumok altal, ami hatdssal van mas névényi vagy baktérium fajokra, igy
elényt szereznek veliik szemben a kompeticioban (Zou et al.,, 2015). Az allelopatikus
novényeket tanulmanyozo6 vizsgalatok soran egyes Osszetevoket sikeriilt meghatarozni, mig
mas vizsgalatokban, kisérletekben a bioaktiv Osszetevd ismerete nélkiil altaldban algékon
tesztelték a toxikus hatast (Hilt & Gross., 2008). Mivel az allelopatikus hatasu novényekben
aktiv Osszetevoként azonositottak polifenolokat, azok koziil is egyik leggyakoribbként a
csersavat (tannint, C76Hs2046), ami nem csak a kompeticioban jatszhat szerepet, de cito- és
genotoxikus hatasa is ismert (Chen et al., 2012b), igy a mikronukleusz teszthez olyan
ndvényeket valasztottunk, amik bizonyitottan csersav tartalmuak.

Annak érdekében, hogy a vizsgalat kornyezetileg is relevans legyen, a ndvények
kivalasztasanal azt is figyelembe vettiik, hogy eldallhasson olyan valds helyzet, amelyben vizi
kornyezetbe keriilhetnek az altaluk kibocsatott bioaktiv anyagok. Eppen ezért elsdsorban vizi
vagy vizkozeli fajokat gytijtottiink, amelyek életiik soran a vizbe bocsatjak ezeket az anyagokat,
¢letiik végén pedig anyagaik a lebomlasuk soran juthatnak nagyobb mennyiségben is az
¢lovizekbe, ahol a szlik kornyezetiikben igy magas koncentraciok is kialakulhatnak. Ezek
mellett vizsgaltam két gyogyndvényt is, amik teaként elkészitve és fogyasztva fejtik ki
hatasukat az emberi szervezetre. Illyen modon a gydgyndvény koncentracioja a tedban akar az

5 gL-t is meghaladhatja.
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Abbdl a célbodl, hogy a mikronukleusz szamok alapjan a novényeknél tapasztalt genotoxicitas
okat a csersav tartalomra vezethessiik vissza, sziikség volt a tiszta csersav vizsgalata is. Ehhez
analitikai tisztasagu tannin (C76Hs2046) vizes oldataval is elvégeztiik a mikronukleusz tesztet.

A felhasznalt novények a kovetkezOk voltak (10. abra): érdes tocsagaz (Ceratophyllum
demersum L. (C. demersum) (Ceratophyllaceae)), keskenyleveli gyékény (Typha angustifolia
L. (T. angustifolia) (Typhaceae)), kolokan (Stratiotes aloides L. (S. aloides) (Butomaceae),
mételykoro (Oenanthe aquatica (L.) Poir. (O. aquatica) (Umbelliferae)), réti fizény (Lythrum
salicaria L. (L. salicaria) (Lythraceae)), mocsari nészirom (lris pseudacorus L. (I.
pseudacorus) (Iridaceae)) és cserszomorce (Cotinus coggygria Scop. (C.coggygria)
(Anacardiaceae)). A cserszomorce a Pécselyi-medencébdl, a tobbi novény a Kis-Balaton

rom

teriiletérdl keriilt begytjtésre.

C. demersum \“":‘ angustifolia

\

10. abra: A vizsgalatokhoz felhasznalt allelopatikus novények
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Minden novénybdl vizes extraktumot készitettiink 30 g szaritott névény Orlemény és 500 ml
desztillalt viz felhasznalasaval, amelyet aztan 24 oOrdig szobahOmérsékleten réazattunk.
Figyelembe véve, hogy a rendelkezésre allo kagylok szama korlatozott volt, valamint hogy a
mérés elsddleges célja nem az adott ndvények toxikus hatdsanak felmérése volt, hanem a
genotoxikus hatas €s a csersav tartalom kozotti Osszefiiggés vizsgalata, igy egyetlen
koncentraciot allitottam csak be, egyediil a cserszomérce esetében volt egy 0,1 glLl-es
koncentracié is. Elézetes vizsgalatok alapjan ezt 1 glL'-nek vélasztottam, amely mér elég
alacsony volt ahhoz, hogy a citotoxikus hatds elhanyagolhatd legyen, a genotoxikus hatas
viszont szépen megmutatkozzon (Eck-Varanka et al., 2015; Eck-Varanka et al., 2016).

A vizsgalat soran célom volt a begylijtott ndvények csersav tartalma okozta genotoxikus hatas
meghatarozasa, igy analitikai vizsgalatokkal minden ndvénynek megmértiik az 6sszes polifenol
valamint a hidrolizalt polifenol tartalmat. A polifenol tartalom mérése a Folin-Phenol médszer
alapjan a kiszaritott levelekbdl tortént. A hidrolizalt polifenol méréséhez a vizmintékat és
extraktumokat az Amerikai Kozegészségiigyi Egyesiilet (APHA American Public Health
Association) ajanlasa alapjan hiitOben taroltuk és az extrakcié utan két héten beliil lemértiik
(Rice & Bridgewater, 2012). A mintakat 4°C-on felolvasztottuk és 1 ml Folin reagenst,
valamint karbonat-tartarat reagenst (Na2CO3 1,88 molL™? és Na-tartrat dihidrat 0,052 molL™)
adtunk hozzajuk, igy a mintak térfogata egyenként 50 ml lett. A 30 perc expozicids id0 letelte
utdn 700 nm-en mértilk a mintak abszorbancijat, kalibracidohoz és standardnak 99%-0s
csersavat hasznaltunk (Azrul et al. 2014).

A ndvények csersav tartalma alapjan a vizsgalathoz 15 pmolL*-es (255 mgL™) és
40 pmolL1-es (68 mgL 1) koncentraciokat valasztottam. Mivel az elézetes vizsgalatok soran az
U. pictorum érzékenyebbnek bizonyult, mint a S. woodiana, a tovabbi vizsgalatokat mar csak

U. pictorum egyedeken végeztem el.
2.3.2.2.  Szennyviz

Kommunalis szennyvizek genotoxikus hatdsaért leggyakrabban gyogyszermaradékok és
haztartasi vegyszerek, valamint ezek metabolitjai feleldsek (Kiimmerer et al., 2000), de azokon
a teriileteken, ahol a szennyvizgylijté rendszer egyben a csapadékvizeket is gyiijti a bemos6do
PAH vegyiiletek is jelentds kockazatot jelenthetnek (White & Rasmussen, 1998).

Két kiilonb6z6 szennyviz mintat is vizsgaltam a MN teszttel U. pictorum egyedeken, majd ezek
eredméneyeit szabvanyos és ajanlott tesztekkel vetettem 6ssze (Eck-Varanka et al., 2016).

Az egyik minta Veszprém varos eldiilepitett nyers szennyvize, ami a BAKONYKARSZT Viz-

¢s Csatornamil Zrt.-t6l szarmazik. A mintavétel 2013. julius 1-én tortént, a MN tesztet
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kozvetleniil a mintavétel utan megkezdtem, a maradék mintat a baktérium tesztek elvégzéséig
-18°C-on taroltam. A MN teszthez a szennyvizbdl 10-szeres, 20-szoros, 30-szoros és 40-szeres
higitasokat készitettem. Mivel a kommunalis szennyviz jelentés mennyiségti lebomld szerves
anyagot tartalmaz, itt is szemistatikus modszert alkalmaztam ¢és két nap utan a viz felét
lecseré¢ltem €s visszatoltdttem az eredeti koncentracioval. Ezt a szennyviz mintat két bakterialis
genotoxicitas teszttel is megvizsgaltam, melyek koziil az egyik a fluktudciés Ames teszt, a
masik pedig a kornyezetvédelmi és viziigyi miniszter 27/2005. (XII. 6.) KvVM rendeletében
ajanlott SOS Chromotest.

A masik szennyviz mérés mintai egy olyan magyarorszagi szennyviztisztitobol szarmaztak,
amelybe eldkezelt gyogyszergyari szennyvizet is bevezetnek. Itt két mintat vizsgaltam, az egyik
(M1) az eldkezelt gyogyszergyari szennyvizbdl szarmazik, mieldtt hozzakevernék a nyers
kommunalis szennyvizhez, a masik minta (M2) a szennyviztisztito elfoly6jabol lett gyiijtve

(11. 4bra).

L

Gyogyszergyar
Gyogyszergyari Kommunalis
szennyviztisztito szennyviztisztito

—
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11. abra: A gydgyszergyari szennyviz mintak mintavételi helyeinek dbraja

A MN tesztet a mintavétel napjan kezdtem, a maradék mintat -18°C-on taroltam késdbbi
felhasznalasra. A MN teszt eredményeit egy spermium alapil flow citometrias méréssel
vetettem Ossze, amely a DNS karosodas mellett citotoxikus hatast is kimutat (Kakasi et al.,
2016).
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A gydgyszergyari szennyvizek kétszeresen is problémat okozhatnak. Egyrészt, ha megfeleld
elokezelés nélkiil vezetik egy biologiai szennyviztisztitoba, akkor a benne 1évé vegyi anyagok
konnyen lemérgezhetik a szennyviztisztité baktériumkozosségét, igy nem megfeleléen kezelt
szennyviz fog tavozni az elfolyon. Masrészt, a gyogyszermaradvanyok a kornyezetbe keriilve
kozvetleniil is karositjak az érintett él6helyet (Larsson et al., 2007). A kémiai analizis komplex
szennyviz mintak esetében nem mindig mutatja ki annak valds 6kotoxikus hatasat, ezért ennek
kiegészitéseként sziikség van okotoxicitas tesztek elvégzésére, amelyek lehetdleg tobb trofikus

szintet is atfognak (Mendonga et al., 2009).
2.3.2.3. Biodizel

A kornyezetszennyezés csokkentése érdekében az elmult években egyre jobban elterjedt a
kiilonb6z6 biolizemanyagok hasznalata. A tudoményos szakirodalomban is nagy hangsulyt
kapott ezek eldallitasanak, felhasznalasanak és teljes életciklusanak vizsgalata a hagyomanyos
iizemanyagokkal 6sszehasonlitva (Yang 2013; Steiner et al., 2013). Az elégetés nélkiil (példaul
valamilyen havéria, baleset kovetkeztében) kdrnyezetbe keriilé biotizemanyagok okologiai
hatasainak elemzésével viszonylag kevés iras foglalkozik (Lapinskiene et al., 2006).

Az altalam vizsgalt minta egy repce alapu biodizel volt, melyet a Rossi Biofuel Zrt.
(Magyarorszag, Komarom) szolgaltatott. A biztonsagi adatlap szerint a biodizel 99,7% FAME
(zsirsav metilészter) és 0,3% metanol tartalmt, semleges pH-ju a stirlisége pedig 0,875-
0,9 glcm?®.

A biodizel minta genotoxikus hatasat kagyldo MN teszttel és Flow citometrids méréssel
vizsgaltam, hogy minél atfogdbb képet kapjunk a toxikus jellegérdl. Mivel a célom az volt,
hogy feltérképezzem a kornyezetbe, élovizbe keriilt nyers biodizel genotoxikus hatasait, igy a
mintat ennek megfelelden készitettem eld a tesztekhez. E16szor 1:1 aranyban vizzel kevertem
a biodizelt, majd ezt az elegyet 130 rpm fordulatszamon, 24 o6raig szobahdmérsékleten
razattam. Ezutan 30 percig hagytam pihenni és elvalasztottam egymastol a vizes és olajos fazist.
A vizsgalatokhoz a vizes fazisbol készitettem a higitasi sort. Az el nem égetett biodizel
toxicitasat vizsgald szakirodalmoban 1-12% ko6zotti biodizel koncentraciot alkalmaztak, amit
elézetes kisérletek alapjan a talaj biodizellel valo telitettsége alapjan valasztottak (Lapinskiene
et al., 2006). Mivel vizi kornyezetbe keriilt biodizel minta toxicitdsanak vizsgalatarol még
nincsen szakirodalmi forras, én is az elobb emlitettekhez hasonldan valasztottam meg a biodizel
koncentraciokat, igy a MN teszt sordn 10-szeres, 20-szoros, 30-szoros és 40-szeres higitasokat

vizsgaltam U. pictorum egyedeken (Eck-Varanka et al., 2018).
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2.3.3. In situ vizsgalatok

Az in situ kisérletre az MTA Okologiai Kutatokozpont és Balatoni Limnologiai Intézet
kikotéjében (tovabbiakban: Limnoldgia), valamint a Tihany rév kikot6jében (tovabbiakban:
Rév) keriilt sor 2014 oktoberében (12. abra). Mivel a S. woodiana hazankban invaziv és
¢lovizbe valod kihelyezése konnyen vezethet mesterséges terjesztéséhez, ezért az in situ
vizsgalatot csak a Balatonbdl gyiijtott U. pictorum egyedekkel végeztem. A mérés célja nem a
két vizsgalat hely szennyezettségének felmérése volt, hanem a kagylo MN teszt in situ jellegl
alkalmazasdnak felmérése, a lehetséges problémak feltardsa és az eredményt befolydsolo

tényezOk meghatarozasa volt, igy nem készitettem kiilon kontrollt.
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12. abra: Az In situ mérés két helyszine: az MTA OK BLI és Tihany rév

Mig maga a mikronukleusz teszt jol rogzitett és validalt protokoll alapjan elvégezhetd, a
kihelyezett kagylokat alkalmazé in situ vizsgalatok soran meglehetésen eltér az egyes szerz6k
altal alkalmazott expozicids id6, tovabba a parhuzamosok (egy minta értékelésekor alkalmazott
kagylok) szama. Guidi et al. a Possera és Cecina folyok szennyezettségének feltérképezésére
U. pictorum egyedeket hasznaltak (55-75 mm mérettartomanyban), amelyeket a Maggiore-
tobol gylijtottek. Gytlijtés utan a kagylokat kozvetleniil felhasznaltak (akklimatizacié nélkdil),
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az egyes pontokra 15-15 kagylot helyeztek ki, 4 hetes expozicios idovel (a vizsgalat idépontja
marcius volt) (Guidi et al., 2010). Egy masik tanulmanyban szintén U. pictorum-ot alkalmazott
(mérettartomany 60-78 mm), 3 hetes expozicidés idovel, mintavételi pontonként 30 egyed
kihelyezésével (oktoberi expozicidval) (Stambuk et al., 2009). Vukovi¢-Gagi¢ et al. U.
pictorum és U. tumidus kagylokat alkalmaztak (mérettartomany 70-100 mm). Vizsgalatukban
a begylijtott egyedeket 10 napos akklimatizaci6 utan helyezték ki, mintavételi pontonként 40
egyedet, 30 napos expozicioval. A vizsgélatot aprilis 14 és majus 15 kozott végezték (Vukovié-
Gacic et al., 2014).

Mindezek figyelembevételével 1 honapos expozicios idot alkalmazva, mindkét helyre 3-3 halos
zsakban telepitettiink ki zsakonként 10-10 db kagylot, amelyekbdl a kihelyezéstdl szamitott

7., 14. és 28. napon vettem mintat.

3. Eredmények és kiértékelésiik

3.1. Egykomponensii mintak vizsgalata

A bevezeté méréseket mar ismert genotoxikus hatast szennyezéanyagokra terveztem, hogy a
teszt eredményét befolydsolhatd faktorok hatasat, illetve kiilonbozd tesztek egymaéshoz
viszonyitott érzékenységét kivizsgaljam. Tovabbi célom az volt, hogy az optimalis expozicids

1dét meghatarozzam.

3.1.1. Rézszulfat

3.1.1.1. U. pictorum vs. S. woodiana

A kisérlet 4. napjara a legtdoményebb koncentracioban (10*10° ML™) az 6sszes U. pictorum
egyed elpusztult, igy genotoxicitas tekintetében ezt a koncentraciot nem tudtam vizsgalni. A
rézszulfat kezelés csak az U. pictorum esetében volt szignifikans (p=0,0029, F=11,36, df=3),
itt csak a legkisebb koncentracidra kapott MN szamok nem kiilonbdztek jelentdsen a kontrolltol
(K0,25*10° ML™: p=0,525, K0,5%10° ML™: p=0,0121, K1*10° ML™:0,0041). A S. woodiana
egyedek kisebb érzékenységet mutattak (p=0,3715, F=1,1954, df=3), egyik koncentracio hatasa
sem volt szignifikans (K0,25%10° ML™: p=0,7266, K0,5*10° ML™: p=0,5804, K1*10° ML™:
p=0,3240). A kétutas faktorialis ANOVA soran a fliggetlen valtozok a koncentraciok és a két
faj volt, a fiiggd valtoz6 pedig a mikronukleusz szdm valtozas. A statisztikai elemzés alapjan a

MN szamra a koncentracionak van féhatdsa (p<0,0001, F=24,7521, df=1), mig a faj hatasa
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onmagaban nem szignifikans (p=0,0733, F=3,5729, df=1), a faj-koncentraci6 interakcio pedig
szintén szignifikans hatassal bir (p=0,0252, f=5,8521, df=1). A két faj koncentracid-valasz

gorbéit a 13. dbra szemlélteti.
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13. abra: A rézszulfat kezelésre kapott MN szamok az U. pictorum és a S. woodiana

egyedek hemolimfajaban

A két kagylofaj érzékenységében a rézszulfarta nem volt szignifikans eltérés, ugyanakkor a
S. woodiana hemolimfajaban tapasztalt MN szamok a magasabb koncentraciokban lathatoan
alacsonyabbak voltak. A legmagasabb koncentracioban az U. pictorum jelentdsen nagyobb
érzékenységet mutatott a rézszulfat citotoxikus hatasara, mint a S. woodiana, amelyekbdl
csupan egy pusztult el. A MN szamokat tekintve is megfigyelhetjiik, hogy az U. pictorum
bizonyult érzékenyebbnek a rézszulfat kezelésre. Feltételezheten a bizonyos szennyezOkre
mutatott, az dshonos fajokéhoz képest nagyobb ellenalloképessége is hozzdjarulhat sikeres
korlatozza az 0j haldszati torvény (2013. évi CII. torvény a halgazdalkodasrdl és a hal
védelmérdl), amely az 6shonos fajok — beleértve a kagylokat is — védelmére kiilon hangsulyt
fektet, mig az invaziv fajok gylijtését és hasznalatdit nem korlatozza, a kornyezetileg
relevansabb eredmények érdekében a teszteket érdemesebb az érzékenyebb fajjal végezni, mint

az ellenallobbal.
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3.1.1.2. Idéfugeés vizsgalat

A mérés soran az Unio pictorum egyedekbdl 4, 6 illetve 8 nap elteltével vettem hemolimfa
mintat. A teljes koncentraciosort csak a 4. napon mértem végig, a tovabbiakhoz a kontrol
mellett csupan 0,125*10° ML és 0,5%10° ML-es koncentraciokat hasznaltam. A kapott

eredményeket a 14. dbra szemlélteti.
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14. abra: A rézszulfat kezelésre a 4. napon mért MN szamok a koncentracio

fiiggvényében

A 4. napi mérések alapjan még szépen kirajzolodo gorbe a 6. és 8. napon vett mintdk esetében
mar kisebb eltéréseket mutat (15. abra). A kontrollban tapasztalt MN szam a teljes kisérlet alatt
kozel allando szinten maradt. A 0,125%107° ML -es koncentraciora adott valasz 6 nap elteltével
visszacsdkkent a kontroll szintjére, mig a 0,5*10° ML 1-es koncentraci6 esetében bar szintén
jelentdsen csokkent a MN szam, de még igy is szignifikans eltérést mutatott a kontrollhoz
képest. Megallapithatjuk, hogy a 4 napos expozicio leteltével hirtelen lecsokken a MN szam,

majd egy lassabb litemii visszaesés kovetkezik.
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15. abra: A MN szam valtozasa az id6 fiiggvényében a kontroll valamint a

0,125*10° ML és a 0,5*10°> ML rézszulfat koncentracio hatasara

A vizsgalat eredménye megegyezik a Woznicki et al. altal tapasztaltakkal, akik S. woodiana
egyedeken vizsgaltdk a benzapirén okozta DNS karosodas mértékét MN teszttel és Comet
teszttel 4 és 7 nap kezelést kovetéen (Woznicki et al., 2004). Egy mésik tanulmany szintén azt
mutatta ki, hogy benzapirénnel kezelt kagylokon mért DNS karosodds (Comet teszt) a
folyamatos szennyezés ellenére a 14. napra a kontroll szintjére csokkent vissza. Ennek a két
tanulmanynak az eredményei arra utalnak, hogy a kagylok képesek olyan adaptiv vélaszt adni
magas benzapirén szennyez¢€s esetén, amely megakadalyozhatja a folyamatos DNS karosodast
(Large et al., 2002). Az altalam végzett vizsgalatban a kapott eredmények ugyanolyan adaptiv
valasz kialakuldsara engednek kovetkeztetni a rézszulfat esetében is. Mindazonaltal meg kell

jegyezni, hogy az ezen adaptacidért felelds mechanizmusok egyeldre nem ismertek.

3.1.1.3. Meéretfiigeés vizsgalat

Annak érdekében, hogy a koncentracid ne legyen hatdtényezo, a statisztikai vizsgalatot csak az
1*107° ML rézszulfat koncentracioval végeztem el a 4. napon kapott értékekkel, mivel ebben
az esetben volt a legmagasabb a tapasztalt MN szam. A regresszio analizisre kapott adatokat az

1. tablazat foglalja Ossze.
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1. tablazat: A rézszulfat kezelés méretfiiggés vizsgalatara kapott statisztikai datatok

Faktor R? F érték df p érték
Hosszsag 0,1365 1,106 7 0,3278
Szélesség 0,0955 0,7393 7 0,4184
Vastagsag 0,3377 3,569 7 0,1008
Suly 0,2229 2,008 7 0,1994
Osszes 0,4089 0,6917 4 0,6351

A statisztikai vizsgalatra kapott adatokbol megallapithatd, hogy a méretbeli kiilonbségek nem
okoznak szignifikans eltérést a keletkez6 MN-ok szdmaban.

Tobb szakirodalmi példa is kimutatta, hogy a felhasznalt egyedek mérete befolyasold faktor
lehet a MN teszt sordn. A kisebb méretli vagy fiatalabb egyedek mutatnak nagyobb
érzékenységet a szennyezokre, azonban ezeknél a vizsgalatoknal a kagylok mérete kozotti
kiilonbségek nagyobbak voltak, mint az altalam vizsgalt egyedek esetében (Mubiana et al.,
2006; Swaileh & Adelung, 1994). Bizonyos szennyezOkre viszont éppen a felnétt egyedek
érzékenyebbek (Swaileh & Adelung, 1994). Mivel adott vizsgaltnal altalaban hasonld méretii
kagylokat hasznalnak, az ebbdl adodo kiilonbségek elhanyagolhatdéak, azonban a mas

vizsgalatokkal valo 6sszehasonlitdsnal mar érdemes figyelembe venni.

3.1.2. Benzapirén

3.1.2.1. U. pictorum vs. S. woodiana

A rézszulfathoz hasonldan itt is elobb egyutas ANOVA, majd Tukey post hoc modszerrel
tortént az eredmények értékelése, végil a két faj érzékenységének Gsszehasonlitasat kétutas
faktoridlis ANOVA-val végeztem. A kezelésre adott valasz ebben az esetben mindkét fajnal
szignifikans eredményt adott (S. woodiana: p=0,0075, F=6,4648, df=3; U. pictorum: p<0,0001,
F=16,0932, df=3). Az acetonitril kontrollnal (AcN) ugyan emelkedett a MN szam, de a valtozas
egyik faj esetében sem volt szignifikans (S. woodiana: p=0,9357, U. pictorum: p=0,1010).

A Tukey elemzés eredménye az U. pictorum egyedeknél a kontroll csoporthoz képest mind a
700 pglt-es mind a 70 pglt-es koncentracio esetében szignifikans volt (rendre p<0,0001 és
p=0,0063), mig a S. woodiana egyedeknél csupan a 700 pgll-es koncentracié mutatott
szignifikans eltérést (p=0,007). A mért MN szamok a két vizsgalt faj esetében a 16. abran
lathatoak.
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16. abra: A benzapirén kezelésre kapott MN szamok az U. pictorum és a S. woodiana

egyedekre

A S. woodiana ¢s U. pictorum egyedek MN szamait a koncentracio ¢és a faj fiiggvényében
kétutas faktoridlis ANOV A-val értékelve a rézszulfathoz hasonldan csak a koncentraciora adott
szignifikans eltérést (p<0,0001, F=36,421, df=1), mig a két faj érzékenysége kozotti eltérés
(p=0,8673, F=0,0286, df=1), valamint a faj-koncentracié interakcié hatasa (p=0,2779,
F=1,2443, df=1) nem szignifikans.

A benzapirénes kezelés nem mutatott a két vizsgalt faj érzékenysége kozott olyan mértéki
eltérést, mint a rézszulfat hatasara, ugyanakkor a S. woodiana csak a magasabb, 700 uglL*-es
koncentracional adott a kontrolltdl szignifikansan eltéré6 MN szamot, mig az U. pictorum
egyedekre mar a 70 pgll-es koncentracié is genotoxikusnak hatott. Bar a két koncentracio-
valasz gorbe lefutdsa nagyon hasonlo, a statisztika alapjan a benzapirén esetében is az 6shonos
kagylofaj reagalt érzékenyebben, igy ennek a szennyezOnek az esetében is az U. pictorum

ajanlhato tesztszervezetnek.

3.1.2.2. MN teszt vs. bakterialis tesztek

A kiilonb6z6 benzapirén koncentraciokon végzett Ames teszt eredményeit a 2. tablazat foglalja
Ossze, amely a két parhuzamos kisérletekben kapott pozitiv valaszok atlagat, szordsat és a
khinégyzet-proba értékét tartalmazza. Szignifikansnak szintén az ¥°<0,05 eredményeket

tekintettem, ezek mutagén hatasunak mindsiilnek
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2. tablazat: A benzapirénen végzett Ames teszt eredményei

negativ kontroll| AcN 70 pglL! | 175 pgl? | 350 pglt | 700 pglL?
Atlag 45+2,121 50+0(13,0+1,414|15,0+1,414|15,5+2,121|20,5+2,121
v 0,86046| 0,01714 ,0.00435 0,00301 0,00004

A 17. abran az Ames teszt kiillonb6z0 benzapirén koncentracidokra adott pozitiv valaszainak

atlaga €s szorasa van feltiintetve.
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17. abra: Az Ames teszt soran benzapirénre kapott pozitiv valaszok atlaga és szérasa

Az eredményekbél lathato, hogy az acetonitrilre a %2 proba nem szignifikans, vagyis az oldészer

nem mutatott mutagén jelleget. Ellenben a benzapirén mar a legkisebb koncentracidban

szignifikans eltérést mutat, ami a koncentracid novekedésével erdsodik.

A benzapirén genotoxikus hatasat 1400 pglLt és 10,93 pglt-es koncentracié kozott vizsgaltam

SOS Chromotest-tel, S9 aktivacioval és nélkiile is. A kapott eredményeket a 18. abran mutatom

be.
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18. abra: Az SOS Chromotest-tel benzapirénre kapott SOS Indukcios Faktor értéke S9

aktivacioval

A benzapirén kezelés hatésara az S9 indukci6 esetén az IF mar a 43,75 pgl*-es koncentrécio
esetén eléri a 1,5-0s kiiszobértéket. Az S9 aktivalas nélkiil a benzapirén az SOS Chromotest-tel
egyik koncentracioban sem mutatkozott genotoxikusnak.

Szamos példat taldlunk arra, hogy kornyezeti olajszennyezés mutatnak ki kagylo
mikronukleusz teszttel (Banni et al., 2010; Bolognesi et al. 2006,). Policiklikus aromas
szénhidrogének (PAH) 6ko- illetve genotoxicitasanak tesztelésére a kagylok tobb szempontbol
is relevans és reprezentativ tesztszervezetként alkalmazhatok. Banni et al. (2010) Mytilus
galloprovincialis egyedeken alkalmaztak mikronukleusz tesztet benzapirén akut genotoxikus
hatdsdnak mindsitésére. Vizsgalatukban a PAH csoport genotoxikus hatdsa mar 24 oras
expozicios 1d6 utan megmutatkozott.

Mivel a felnétt kagylok tiledéklako, szesszilis szervezetek, a kornyezetben leggyakrabban
tapasztalhatd expozicids utat is megbizhatdéan reprezentaljak, hiszen az édesvizi (de akar
tengeri) Okoszisztémakba keriilt PAH-ok, alacsony oldhatosaguk miatt, az iiledékben
akkumulalédnak. Bioakkumulacids kisérletek soran kimutattdk, hogy a kagylok gyorsan,
n¢hany ora alatt képesek a kornyezetiikb6l PAH-ok felvételére, mig a kiliriilés 1ényegesen
lassabb iitemti (D’ Adamo et al., 1997).

Az Ames teszt eredményei egyértelmiien alatamasztjak a benzapirén genotoxikus hatasat mar
alacsony koncentracioban is. S9 aktivacié mellett a 70 ugl'-es koncentracié mar mutagén
hatasu, és a magasabb koncentraciok aranyosan novekvo mutagenikus hatdst eredményeznek.

Ames tesztnél hatrany lehet, hogy a citotoxikus koncentracioban jelen 1évd — egyébként
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mutagén anyagok — negativ eredményt adhatnak a sejtnévekedés gatlasa miatt a tesztben. Ez
kortltekintd kisérleti tervezéssel, ¢és megfeleld higitdsi sorok alklmazasaval ugyan
kikiiszobdlhetd, de foleg nehézfémekkel szennyezett mintak vizsgalatanal az oligodinamikus
hatds miatt gondot jelenthet. A kdrnyezeti mintak tesztelésénél a mintaban jelen 1évo egyéb
mikroorganizmusok (a teszttenyészeten kiviil), illetve az ezekbdl add6dd kontaminaciok
sziikségessé tehetik egyéb kiegészitd 1épések, antibiotikumok, pl. ampicillin hozzaadasat,
illetve mikrosziir6k alkalmazasat. Az SOS Chromotest érzékenysége tobb szennyezo esetén is
elmarad az Ames teszt, vagy akar a MN teszt érzékenységétdl, mivel vannak olyan mutagén
vegyiiletek, amik nem indukalnak SOS wvalaszt pl. a benzidin, ciklofoszfamid vagy az
etidiumbromid (Quillardet & Hofnung, 1993). A benzapirénes kezelés azonban mindharom
tesztnél elég hasonld eredményeket adott, igaz, a két bakterialis teszt csak S9 aktivacidval
mutatott ki genotoxikus hatast.

A kagyld6 MN teszt bakterialis tesztekkel valo Osszehasonlitasara kevés szakirodalmi példa
talalhato, bar kétélti MN tesztre létezik néhany Osszehasonlitdé tanulmany. A dél-afrikai
karmosbéka (Xenopus laevis, Daudin, 1802) embridkat hasznald szabvanyositott MN tesztet
nemzetkdzi és nemzeti protokollok is ajanljak, pl. az AFNOR NFT 90-325 moédszer (AFNOR
2000). Egy PAH vegyiiletekkel szennyezett talajmintan végzett vizsgalat a kétéltii MN tesztet,
az Ames tesztet valamint egy masik bakterialis tesztet, a Mutatox tesztet alkalmazta. Ennek
soran a MN teszt ki tudott mutatni genotoxikus hatast, mig az Ames teszt eredménye negativ
lett és a Mutatox teszt is csak kozepes érzékenységgel birt (Mouchet et al., 2006). Szintén a
MN teszt bizonyult a legérzékenyebbnek egy Osszehasonlité tanulmanyban, amely sordn 7
szennyezOanyag, koztiik a benzapirén hatasat vizsgaltak. A MN teszt mellett szintén az Ames
és az SOS Chromotest modszert alkalmaztdk; a két bakteridlis teszt érzékenysége itt kozel
azonos volt, de a MN tesztnél alacsonyabb (Le Curieux et al., 1993).

Az altalam végzett vizsgalatban mindharom teszt pozitiv genotoxikus valaszt adott, de a
koncentracio-valasz gorbéket megfigyelve lathatoak a kiilonbségek. A bakteridlis tesztek csak
az S9 aktivacioval adtak pozitiv valaszt, igy megallapithato, hogy a benzapirénnek a lebomléasa
soran keletkezd metabolitjai rendelkeznek genotoxikus karakterrel. A gorbék lefutasat tekintve
csak a MN tesz és az Ames teszt mutatott idedlis koncentracio-valasz kapcsolatot, vagyis a
vélasz erdssége a koncentracid fliggvényében azzal egyiitt novekedett. Az SOS Chromotest
eredményei nem mutattak ilyen kovetkezetességet. Szintén a MN teszt javara irhatd, hogy az
acetonitril kontroll nem szignifikdnsan ugyan, de MN szam novekedést okozott, mig az Ames

teszt a két kontrollt egyformanak mutatta. Az Ames teszt és a MN teszt koncentracio-valasz
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gorbéinek hasonld lefutdsa arra enged kovetkeztetni, hogy a benzapirén egyszerre okoz

kromoszéma mutacidt €s pontmutaciot is.

3.2. Kornyezeti mintak vizsgalata

3.2.1. Allelopatikus névények és tannin

A novényi kivonatokkal kagylokon végzett mikronukleusz teszt eredményeit az analitikai
vizsgalatokkal meghatarozott tannin tartalmukkal is 6ssze lehet hasonlitani. A 19. abran a két
vizsgalat eredményei parhuzamosan lathatok, igy konnyen oOsszevethetok, mig a pontos

értékeket a 3. tdblazat mutatja.
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19. dbra: A vizsgalt novények genotoxikus hatiasa mikronukleusz teszttel és a névények
hidrolizalt tannin tartalma (a L. salicaria esetében a hidrolizalt tannin értéke kiugréan
magas volt, amely eltorzitotta volna az abrat, ezért ez az érték csak a tablazatban

szerepel
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3. tablazat: A vizsgalt novényekre mért tannin tartalmak, MN szamok és a kontrolltél

valo eltérés p értékei

Minta Osszes tannin | Hidrolizalt tannin MN szam Kontrolltol valo
(mg/g) (ng/ml) (MN/1000 sejt) | eltérés p értéke

Kontroll kimutatasi kimutatasi 3,26 +£0,18

(Balaton) hatar alatt hatar alatt (2,11 £2,76)

C. demersum 0,07 +0,01 1,52 +0,03 7,65 +0,29 4,37*10°

0. aquatica 0,20 + 0,02 3,99 + 1,89 10,47 + 1,24 1,97*%101°

S. aloides 0,20 + 0,02 4,54 + 1,40 10,83 + 1,38 7,87*10°1

T. angustifolia | 0,08 + 0,00 342+0,14 9,70 £ 1,05 1,98*10°°

I. pseudacorus | 0,17 +£0,01 7,14 £ 0,06 7,11 +1,83 1,27%10*

L. salicaria 0,20 + 0,07 66,49 £ 0,90 8,00 £ 2,29 3,04*107

A Balatonban a hidrolizalt tannin koncentracidja kimutatdsi hatdr alatt van. Az elvégzett
statisztikai vizsgalatok alapjan elmondhaté, hogy az 1 gL *-es higitas mindegyik extraktumbdl
szignifikans eltérést mutatott a kontrollt6l, azonban a hidrolizalt tannin koncentraciéval nem
volt egyértelmii 6sszefiiggés. A kiugrdé pontokat ebben az esetben az Iris pseudacorus és a
Lythrum salicaria jelentette, amelyeknél a tapasztalt genotoxikus hatas mértéke nem korrelalt
azok hidrolizalt tannin tartalmaval. Az irisznél az atlagosnal kicsit magasabb hidrolizalt tannin
koncentraci6 nem indukdlt magasabb MN szamot — valdjdban ennél tapasztaltam a
legalacsonyabbat — mig a flizénynél az atlagos MN szam mellett rendkiviil magas volt a
hidrolizalt tannin koncentracioja.

Egy Osszehasonlitdo tanulmanyban Hilt és Gross (2008) a vizi ndvényeket harom csoportba
sorolta allalopatikus potencialjuk alapjan. A C. demersum ezek koziil a legerésebb hatasu
csoportba tartozik, mig a S. aloides a kdzepesbe, a harmadik csoportba azokat a névényeket
soroltak, amelyek allelopatikus potencialja alacsony, vagy egyaltalan nincs. Az altalam végzett
vizsgalatok azonban éppen forditott hatast mutattak ki a két ndvény esetében. Ennek
magyarazata a hatéanyagoknak az eltérd tesztszervezetekre kifejtett hatdsdnak
kiilonbozoségében lehet, mivel Hilt & Gross fitoplanktonon végezték a vizsgalatot, mig én
kagylokon). Az allelopatidért felelds vegyliletek — mint a tanninok és fenolok — expozicids
utvonala még kevéssé ismert. A laboratoriumi vizsgalatok altalaban nem foglalkoznak azzal,
hogy ezeket az Osszetevoket hogyan bocsatjak ki a ndvények. A legvalosziniibb, hogy a

tanninok €s fenolok nagy része az elhalt novények lebomlasa sordn szivarog ki a kornyezetiikbe.
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fly modon egy novény okologiai kockazatanak meghatarozasakor a lebomlas fazisat is
figyelembe kell venni (Chen et al., 2012b). Ugyanakkor az allelopatianak akkor van értelme,
ha a novények képesek a vegetacios periodusuk alatt kibocsatani ezeket az anyagokat, amit
mezokozmosz tesztekkel meg is erésitettek (Juan et al., 2014; évanys et al.,, 2014;
Vanderstukken et al., 2014).

Bér egyes tanulmanyok a tanninokon és polifenolokon kiviil méas komponenseket is feleldssé
tesznek az allelopatikus hatasért (Xian et al., 2006; Le Thi et al., 2014), az altalam végzett
vizsgalatok tobb novény esetében is (a fiizény és az irisz kivételével) egyértelmi korrelaciot
mutattak az Osszes tannin tartalom (R=0,900, p=0,05) és a MN szam kozo6tt, valamint a
hidrolizalt tannin és a MN szadm koz6tt is (R=0,975, p=0,01). Az eredmények szépen mutatjak,
hogy a vizsgalt novények jelentés bioaktiv és genotoxikus potencidllal rendelkeznek. A
szignifikans korrelacid a tannin (az 6sszes €s a hidrolizalt esetében is) és a MN szam kozott
pedig megerdsiti, hogy a genotoxikus hatasért felelds komponensek kozott a tanninnak jelentds
szerepe van.

Mivel a kisérleteim soran a névanyek vizes kivonataval dolgoztam — igy a természeteshez
hasonl6 expozicios Utvonalakat biztositva — feltételezhetd, hogy ezeknek a ndvényeknek a
genotoxikus potencialja valos 0©kolodgiai kockdzatot jelenthet a kornyezetiikben 1évo
¢lolényekre, amely novények oregedése €és lebomlasa sordan lehet még jelentdsebb. A pontos
expozicidés utvonalak és a kibocsatds koriilményeinek feltéréséra azonban tovabbi
vizsgakatokra lenne sziikség.

A vizsgalt vizi ndvények koziil kiemelném a fiizényt, mivel ez ismert gyogyndvény, igy az
ebbdl készitett tea hatasa kozvetlentil érinti az embert. Az egyértelmii kvetkeztetések levonasat
neheziti, hogy az eddigi tanulmanyok alapjan a tanninok bioldgiai hatdsa vizi kornyezetben
nem egységes. Alacsony koncentracioban (1-5 pumolL™) a tanninok antioxidans hatast
fejthetnek ki és jelentdsen csokkenthetik a H2O2 okozta karosodasok mértékét (Labieniec et al,
2003). A nagyobb koncentracié ugyanakkor egyes DNS szal toréseket valthat ki, amit
U. tumidus egyedeken is megfigyeltek (Labieniec & Gabryelak, 2007). Chukwujekwu és Van
Staden kimutatta a fiizény mutagén karakterét Distephanus angulifolius-on az Allium cepa
bioteszt segitségével. A genotoxikus hatds kimutathatéan koncentracid fliggd volt egészen
5,3 gL!-ig, ennél nagyobb tdménységben citotoxikus hatas lépett fel (Chukwujekwu & Van
Staden, 2014). 50 afrikai gyogynovény emberi fehérvérsejteken végzett vizsgalata soran a 0,1-
2,5 gL! ncentraci6 tartoméanyban a nagyrésziiknél genotoxikus hatast mutatott ki a MN teszt.
A fiizény esetében az 1 gL*-es koncentracional tapasztalt mutagén hatds dsszhangban van az

altalam végzett vizsgalatok eredményével is (Fennel et al., 2004). A fiizény levelekbdl készitett
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fozet gyogyaszati alkalmazasa soran nem lehet figyelmen kiviil hagyni annak potencialisan
genotoxikus hatdsat.

A masik gydégyndvény, amelyet a hagyomanyos gyogyaszatban is alkalmaznak és szintén
rendelkezik potencialis genotoxikus hatassal az a cserszomorce, ami az el6zdektdl eltérden
szarazfoldi novény. A cserszOmorcét a kifejezetten magas csersav tartalma miatt valasztottam,
amir6l a nevét is kapta. A mért Gsszes tannin tartalom 150,03 mg/g volt — ami jelentdsen
magasabb a vizsgélt vizi novények tannin tartalmanal — mig a hidrolizlt tannin mennyisége a
fiizényhez hasonldéan 66,35 pug/ml volt. A MN teszt alapjan a cserszOmorce nem mutatott
szignifikans MN indukciot, a MN szam a kontroll esetében 2,1, a 0,1 gL'l-es koncentracional
1,8, mig az 1 gL"*-nél 3,3 MN/1000 sejt volt (Welch-ANOVA: df=2, F=1,3424, p=0,2787, t-
test: p=0,8655 a kontroll és az 0,1 gL kozott, p=0,112 a kontroll és az 1 gL kdzott valamint
p=0,0697 a 0,1 gL* és az 1 gL koncentracié kozott). A MN teszt eredményét a 20. abra

szemlélteti.
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201. abra: A cserszomorcés kezelés genotoxikus hatisa a MN teszttel

A tanninndl emlitett kettés hatdshoz hasonlot figyeltek meg cserszomorce metanolos
kivonatanak vizsgalatakor Drosophila melangoster egyedeken. A névény 5%-0s metanolos
kivonata egyértelmli genotoxikus hatast fejtett ki, mig az ugyanazon oldat alacsonybb
csokkentésében (Stanic et al, 2009, 2011). A tényszertiség kedvéért meg kell jegyezni, hogy az
emlitett tanulmanyokban metanolos kivonatot alkalmaztak, igy a cserszOmorce vizes
extraktumanak genotoxikus hatdsarol nem érhetdek el szakirodalmi adatok. A gydgyndvények
biztonsagos hasznalatara a WHO is felhivja a figyelmet (WHO, 2004); az altalam vizsgalt vizes
kivonat megfelet a cserszomorce teaként vald elkészitésének. A tesztelt koncentraciokban a
C. coggygria nem bizonyult genotoxikusnak, igy alapul szolgalhat a biztonsagos mennyiség

fogyasztasahoz.

60



3.2.2. Szennyviz

3.2.2.1. Kommunalis szennyviz

A genotoxikus hatast a kagyld6 MN teszt esetében a MN szadmmal (MN/250 sejt), az Ames teszt

esetében a pozitiv kutak szédzalékaval, az SOS Chromotest-nél pedig az IF értékkel fejeztem ki.

A MN teszt eredményét a 21. dbra szemlélteti.
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21. abra: A szennyvizre kapott MN szamok a kommunalis szennyviz koncentracio

fiiggvényében

A MN szamokon végzett statisztikai elemzés a kontrollhoz képest csak a 40-szeres higitasnal

nem adott szignifikans eltérést, az ANOVA teszt egyértelmiien szignifikansnak jelezte a kezelés

hatasat (p=0,005, F=6,784, df=4). A pontos adatokat az alabbi tablazatban Gsszegeztem (4.

tablazat).

4. tablazat: A kommunalis szennyviz kezelésre kapott MN értékek

. MN szam Kontrolltol valo

Kezelés
(MN/250 sejt) eltérés p értéke

Kontroll 1,75+ 1,16
40x 4,00+0,73 0,131
30x 4,33 +£0,58 0,075
20x 5,67+ 1,53 0,008
10x 5,67 + 0,58 0,008
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A fluktuacidés Ames teszttel a vizsgalt szennyviz minta altal kivaltott genotoxikus hatas mar a
legalacsonyabb koncentracional megfigyelhetd volt. A 22. dbran — amely az S9 aktivacidval
végzett teszt eredményeit szemlélteti — lathatd, hogy a 40-szeres és 30-szoros higitas erds
genotoxikus jelleget mutat, mig a koncentraltabb szennyviz nem kiilonbozik szignifikdnsan a
kontrolltol. Ez a jelenség annak tudhato be, hogy a tdményebb mintak esetében citotoxikus
hatas is fellépett, ami elpusztitotta a baktériumokat, igy fals negativ eredményt adott. A
metabolikus lebomlés nélkiil — S9 aktivacio nélkill — végzett teszt egyetlen higitasndl sem

mutatott ki genotoxikus hatast.
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22. abra: Az Ames teszt soran a kommunalis szennyviz mintara kapott pozitiv kutak

szazaléka az egyes higitasokra

A szennyvizen végzett Ames teszt eredményeit és a khinégyzet-probak értékeit az 5. tdblazat

tartalmazza.

5. tablazat: Az Ames tesztre kapott pozitiv kutak szazalékos aranya a kommunalis

szennyviz mintara

Kezelés Atlag 212
Negativ kontroll | 34,38 + 17,68

40x 93,75+ 4,42 7,4%107
30x 96,88 + 0,00 1,4*107
20x 33,33+ 47,14 0,746
10x 31,48 + 44,52 0,639
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Az SOS Chromotest-tel a szennyviz csak S9 aktivacioval mutatott genotoxikus hatast, azt is
csak a legtoményebb mintanal, a 7-szeres higitasnal. Az alabbi abran lathat6 az egyes higitasok
IF értéke, genotoxikus hatds az 1,5-6s IF értéket jelolo piros vonal folotti értéknél figyelhetd
meg (23. abra).
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23. abra: A kommunalis szennyviz SOS Chromotesztre kapott SOS Indukcioés Faktor

értéke S9 aktivacioval

Erzékenység szempontjabol az Ames teszt adta a legersebb valaszt, mivel ez gyakorlatilag
maximalis genotoxikus hatas jelzett mar a 40-szeres higitasndl. Az Ames teszttel azbonban két
szempontbol is koriiltekintéen kell eljarni. Az egyik az a metabolikus lebontés
figyelembevételére alkalmazott S9 aktivitds, ami sok szennyezd esetében sziikséges a teljes
vizsgalathoz. A masik a koncentraci6 helyes megvalasztisa, mivel a magas koncentraciok
esetében fellépd citotoxikus hatas fals negativ eredményt adhat. A masik bakterialis teszt, az
SOS Chromotest érzékenysége jelentdsen elmarad az Ames teszttdl, hiszen csak a
legtoményebb mintdban mutatott genotoxikus jelleget, azt is csak S9 aktivalds utan. A
mikronukleusz teszt ugyan csak a 10-szeres ¢s 20-szoros higitasnal adott szignifikans
genotoxikus valaszt, de a koncentracio-valasz gorbe alapjdn viszonylag egyértelmii
Osszefliggést mutatott a teljes higitasi sorra.

A két bakterialis teszt érzékenysége és alkalmazhatosdga jelentdsen eltért egymastol. Mint
ahogy mar emlitésre keriilt, a kornyezetvédelmi és viziigyi miniszter 27/2005. (XII. 6.) KvVM
rendelete szabdlyozza a kimend (kezelt) szennyviz mindségének ellendrzésére szolgald
paramétereket, ill. a mindsitésre alkalmazhat6 teszteket. Genotoxicitds mindsitésére a rendelet
javasolja az SOS Chromotest-et, megadva a teszt végrehajtasat pontosan leird szabvanyt is:
SOS Chromotest OECD Test No. 471. Az SOS Chromotest nemzetkézi ajanlasokban is

szerepel (Wadhia & Thompson, 2007), ugyanakkor nemcsak méréseink soran mutatott
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alacsony érzékenységet a vizsgalt édesvizi kagylé mintdkra, mas szerzOknek is hasonloak a
tapasztalataik (pl. Jolibois és Guerbet 2005a, b, 2006). Az Ames-teszt, bar az emlitett rendelet
nem tartalmazza, egyértelmiien érzékenyebb. Elvégzése soran egyetlen hatranyként talan az
emlithetd meg, hogy steril mintat igényel.

Ellentétben a plate-re kiszerelt, ezaltal parhuzamosan tobb minta elemzését lehetévé tevo
bakterialis tesztekkel, a MN tesztnek nagy a helyigénye, egy minta elemzéséhez 4 koncentraciot
¢s harom parhuzamost figyelembe véve, 15 legaldbb 3 1 térfogatu akvarium sziikséges.
Id6igénye is jelentds, a kagylo MN tesztre csak az expozicido dnmagaban 4 nap. Mindezek
figyelembevételével az MN teszt nyilvanvaléan nem alkalmas kommunalis szennyvizmintak
rutinjellegi vizsgalatara. Ugyanakkor mivel a bakterialis tesztekhez képest mas jellegi
mutagén hatast detektal (a bakterialis tesztek DNS-karosodast, az MN teszt pedig sejtosztddas
soran bekdvetkezd kromoszémakarosodast mutatnak ki), bizonyos, elsdsorban eddig még nem
vizsgalt mintdk esetében javasolhatd az Ames-teszt ¢s a MN teszt egyiittes elvégzése, a minta
lehetd legszélesebb kori jellemzése céljabol.

Fert6tlenitett ivoviz (natrium-hipoklorittal, klor-dioxiddal és peroxi-ecetsavval kezelt)
genotoxicitdsdnak becslésére végzett tesztsorozatban (Osszesen 18 teszt cito- ¢és
genotoxicitasra) a kagyld6 MN teszt abban az esetben is pozitiv valaszt adott, amikor egyik
baktérium teszt sem mutatott ki genotoxicitast (Monarca et al., 2004). Ilyen esetben az
eredmények kiértékelésénél figyelembe kell venni, hogy mig a baktérium tesztek génmutacio
kimutatdsara alkalmasak, addig a MN teszt bizonyos kromoszéma mutaciok esetében

alkalmazhato, igy a kiilonbo6z6 tesztek eredményei nem mindig fedik egymast (Ye et al., 2014).

3.2.2.2. Gyogyszergyari szennyviz

A gyogyszergyari szennyviz esetében a MN teszt nem mutatott szignifikans eltérést a
kontrolltol sem az el6kezelt (M1) sem az elfolydbodl szarmazd (M2) mintanal (ANOVA: df=2,
F=0,3585, p=0,706; M1 — kontroll Tukey post hoc: p=0,9398, M2 — kontroll Tukey post hoc:
p=0,8704). A két szennyviz minta MN szamai a 24. abran lathatoak.
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24. abra: A gyogyszergyari szennyviz mintakra kapott MN szamok

A Flow citometrias mérés a kontrollban és az M1 mintdban csupan nagyon alacsony citotoxikus
¢s genotoxikus hatast mért (Mitokondridlis aktivitas: K ~87%, M1 ~83%; Oxidalt DNS K ~3%,
M1 ~3%; DNS fragmentacio (24h) K ~1%, M1 ~1%) mig a szennyviztisztitobol elfolyd minta
(M2) jelentds toxikus hatast mutatott (Mitokondrialis aktivitds: M2 ~34%; Oxidalt DNS M2
~14%; DNS fragmentacio M2 ~15%).

A vizsgalt gyogyszergyari szennyviz mintdkra a MN teszt nem adott genotoxicitdsra utald
valaszt, mig a Flow citometrias teszt jelentds toxicitast mutatott a szennyviztisztitobol elfolyo
mintara, azonban az eldkezelt gyogyszergyari szennyviz a kontrollhoz volt hasonl6.

A mérés masik célja a két genotoxicitas teszt eredményének Osszehasonlitdsa volt. A kagyld
MN teszt mar tobb tanulmanyban bizonyitotta érzékenységét gyogyszerekre és genotoxikus
szennyvizre is (Parolini et al., 2010; De los Rios et al., 2013). Az eltéré eredmény annak tudhato
be, hogy bar mind a két alkalmazott teszt kromoszoéma mutéaciok kimutatasara alkalmas a meért
végpont kiilonboz0d, igy nem a tesztek megbizhatatlansagat jelzi, hanem a genotoxikusan aktiv
komponensek hatasardl ad informaciot. A MN teszt a genotoxikus hatasra keletkez6 MN-ok
szama alapjan ad valaszt, amelyhez a MN képzddést okozd sejtosztddas soran 1étrejovo kettds
DNS széltorések vagy orsozavar sziikséges. Mivel a MN teszt negativ eredményt adott
genotoxicitasra, ebbdl kovetkezik, hogy a vizsgalt minta csak mas jellegi DNS karosodast
okozott, amelyet a Flow citometrias mérés ki tudott mutatni (Kakasi et al., 2016).

Mint ahogy a kommunalis szennyviz esetében is ajanlott volt két kiillonb6zd genotoxicitas teszt
elvégzése, gy a gyogyszergyari szennyviz esetében sziikséges volt. Egy adott mintara
kiilonbozo tesztekkel kapott eredmények koziil mindig a legerdsebb toxikus hatast kimutatot

kell figyelembe venni és ezt lehet a hatarértékek megallapitasara is felhasznalni.

65



3.2.3. Biodizel

A mikronukleusz teszt esetében a genotoxikus hatast mértiikk, amit MN/1000 sejt alakban
kaptunk meg. Mivel ez a teszt nem alkalmas EC50 érték szadmitdsara, a mért adatokon
statisztikai vizsgalatot végeztiink a kontrolltol vald kiilonbség meghatarozasara. Az egyes

koncentraciok esetében tapasztalt MN szamokat a 25. dbra szemlélteti.
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25. abra: Abiodizelre mért MN szamok 1000 sejtre vonatkoztatva a koncentracio

fiiggvényében

Az egyutas ANOVA alapjan p=0,00025 (F=6,7152, df=4), tehat a koncentraci6é valtozasa
szignifikans hatassal van a MN szamra. Ezutan kétmintas t-probat végeztiink, hogy
meghatarozzuk az egyes koncentraciok kontrolltél valo eltérésének mértékét. A 40-szeres
higitas esetében a kiilonbség nem szignifikans (p=0,882) 30-szoros (p=0,009), 20-szoros
(p=0,019) és 10-szeres (p=0,0003) higitasok esetében azonban mar az.

A Flow citometrids mérés soran a 30 perces expozicio leteltével az €16/holt sejtarany 82,5%
volt, ami nem mutatott szignifikans eltérést a kontrolltdl (p=0,0547). Az egy napos expozicid
utan azonban a sejtarany lecsokkent 77%-ra, ami viszont mar jelentdsen eltért a kontrolltol
(p<0,0001). A rovidtavu, 30 perces mérés utan 3%-os DNS fragmentaciot tapasztaltunk, ami
24 ora elteltével 7,5%-ra novekedett. A kontrolltél valo eltérés mindkét esetben szignifikdns
volt (p<0,0001). Az adatok alapjan elmondhato, hogy citotoxikus hatas csak hosszabb
expozicio esetén jelentkezett, mig a DNS karosodashoz mér egy rovid érintkezés is elegendd

volt.
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A biodizel ¢l6vizekre gyakorolt hatdsa tobb tényez6bol tevodik dssze. Mar az eldallitasa is nagy
mennyiségli ontdzéviz felhasznalasat teszi sziikségessé, amit csak részben lehet tengervizzel
vagy szennyvizzel helyettesiteni (Wu et al., 2009). A kifroccsent biodizel — mint a tobbi
olajszarmazék — egy olajos fazisu réteget képez a viz felszinén, ami rarakodik a tengeri
madarakra és minden ¢€l6lényre, ami ezzel érintkezik. Bar a biodizel vizben valé oldhatosaga
alacsony, az erds hullimzas és az aramlatok bizonyos foku keveredést okoznak. A biodizeles
kisérleteimhez én is egy hasonlo elegyet hasznaltam, ami a vizi 6koszisztémara erésen toxikus
¢s genotoxikus hatéast gyakorolt.

A genotoxikus hatds kimutatisara alkalmazott mindkét teszt (Flow citometria ¢s MN teszt)
pozitiv eredményt adott a biodizel mintara. Bar a vizsgalt végpontok kiilonbozéek voltak — a
MN tesztnél a MN képzddés, mig a Flow citometrianal a DNS fragmentacié — a DNS karosodas

mindkét modszerrel kimutathato volt.

3.3. Balatoni In situ kisérlet

A kihelyezett vizsgalat eredményeként kapott MN értékeket a 26. abra mutatja az expozicios

1d6 fiiggvényében mindkét mérési hely esetében.
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26. abra: A Révhez és a Limnologiahoz kihelyezett kagylok MN szam valtozasa az idé

fiiggvényében
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A Révnél a teljes 4 hetes vizsgalat alatt kis mértékii, de folyamatos MN szam novekedést
tapasztaltam, mig a A Limnologia helyszinénél a MN szadm a 2. hétig stagnalt, utana folyamatos
és jelentds mértékii csokkenést tapasztaltam. ez az érték a 2. és 4. hét kdzott nagy mértékben
csokkent. Analitikai vizsgalatok nélkiil a valtozasok okardl csak talalgatni lehet, az azonban
megallapithatd, hogy bar rovidebb tavon a 4. napi mintavétel esetében van MN szdm maximum,
bizonyos esetekben hosszabb tdvi méréseket is érdemes végezni, mert igy a lassabb folyamatok
hatasa is megmutatkozik.

A két mintavételi helyen kihelyezett kagylok mikronukleusz aranya eltéré mintazatot mutatott.
A Rév esetében az MN teszt gyakorlatilag elhanyagolhaté genotoxicitast mutatott, de a MN
szam a vizsgalat idGtartama alatt kismértékben folyamatosan nétt. EQy 2006-os tanulmény
szerint szignifikdns 0Osszefliggés mutatkozott tobb kikotében (koztik Tihanyrév-Szantod
kompkik6td) vett iiledékmintak réztartalma €s az iiledék toxicitasa kozott (az MSZ EN 1SO
11348-3:2000 szabvany: Vizsgalat fagyasztva szaritott baktériumokkal szerint mérve)
(Linczmayer, 2006). Mivel a genotoxikus anyagoknak nincs kiiszobértékiikk (tehat DNS
karositas barmilyen kis mennyiség hatasara 1étrejohet), az expozicids idovel emelkedd6 MN
szam kis mértékli genotoxikus hatdsra utalhat. Az MTA Limnolédgiai Intézet kikotdjében
kihelyezett kagylokat kezdetben magas MN szamok jellemezték, ami az utolsd6 mintavételi
idépontra jelentés mértékben lecsokkent. A rendelkezésre allo6 adatokkal ez a valtozast nem
magyardzhat6. Az eredmények kiértékeléséhez figyelembe vettem a vizsgalt id6szak 1ddjarasat,
valamint az ismerhetd antropogén hatasokat (komp menetrend valtozasa, hajoforgalom).

A laboratoriumi koriilmények kozott, rovidebb expozicios idovel mért vizsgalatok altalaban a
kornyezetben eléfordulhatondl magasabb koncentracioval dolgoznak, hogy megéllapithassak
azt a szennyezdanyag mennyiséget, ami mar karosodast okoz. Ezzel szemben a kdrnyezetben
jelenlévd koncentraciok altalaban alacsonyabbak, ugyanakkor a jelen 1évd anyagok hatédsa
Osszeadddhat. A kiilonbozé szennyezbanyagok jelenlétének és mennyiségének a kagylok
filtracios aktivitasara gyakorolt hatdsdnak vizsgéalata soran kétféle valtozast figyeltek meg:
lertividiiltek az aktiv filtracios id6szakok, valamint csokkent az atszlirt viz mennyisége. A mért
valtozasok ugyanakkor nem mutattak egyértelmii 6sszefliggést a koncentracidval, egy bizonyos
hatar f616tt minden koncentracional megjelentek Kisebb-nagyobb mértékben (Moubad et al.,
2012). Azt, hogy a filtracios aktivitas csokkenését a szennyezOanyag hatasa valtja-e ki, vagy a
kagylok azért csokkentik az atsziirt viz mennyiségét, hogy kevesebb szennyezdanyag jusson
beléjiik, egyeldre nem tudni. Mivel ezt a hatast még a filtracié mérésével is nehéz egyértelmiien

kimutatni, a laboratoriumi mérések sordn célszeriibb hosszabb koncentracié sorral dolgozni,

68



ami az alacsonyabb koncentraciok felé van eltolva, igy a mért trend segiti az eredmények
kiértékelését.

A kagylokat viszonylag kislyuka halos zsdkokban helyeztem ki, azonban a 4 hét alatt igy is
tobb egyed megszokaott. Hasonlo vizsgalatokhoz a tovabbiakban érdemesebb fém ketreceket
hasznalni a kihelyezéshezt, amleyeken a viz akadalytalanul aramlik, azonban a kagylok nem
jutnak beldle ki. Az eredmények szempontjabol fontos lehet az idéjards és egyéb kiilso
paraméterek nyomon kovetése. A vizsgalatom iddszaka alatt ugyan nagyrészt nyugodt volt az
1d6, csupan egyszer volt nagyobb sz¢l, de az éppen a 2. mintavétel utan, igy nem okozott
semmilyen valtozast. Az id6jaras azonban fontos tényezo lehet, hiszen az erds sz¢l felkavarhatja
az iszapot (kiilonosen a Balatonhoz hasonld sekély vizli tavaknal) és az ott lelilepedett
szennyezOk visszakeriilnek a vizbe. Folyok esetén az aradasok és apadasok idészaka lehet

befolyasold tényezd a teszt eredményének kiértékelésében.
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4. Konkluziok és osszefoglalas

Egykomponensii mintakkal (rézszulfat és benzapirén) vizsgaltam az U. pictorum és a
S. woodiana érzékenységét annak érdekében, hogy megallapitsam, melyik faj lehet jobb
tesztalany a kagyld MN tesztben. Bar a két fajt kdzvetleniil 6sszehasonlitva sem a rézszulfat
sem a benzapirén nem okozott szignifikans eltérést, az egyes koncentraciokra kapott MN
szamok alapjan az U. pictorum érzékenyebbnek bizonyult a S. woodiana-val szemben. A
benzapirén genotoxikus hatasat az elé6bbi mar alacsonyabb koncnetracidoban ki tudta mutatni,
mig a rézszulfatnal a meredekebb koncentracio-valasz gorbe és a legmagasabb koncentracional
tapasztalt citotoxikus hatas is érzékenyebb tesztszervezetenk mutatta az U. pictorum-ot. A
S. woodiana invaziv faj 1évén konnyebben ellenall bizonyos szennyezOknek, igy ezekre
toxikoldgiai tesztekben sem reagal kelld érzékenységgel. Ez azt is jelenti, hogy eldzetes
varakozasommal ellentétben, a S. woodiana nem valthatja ki genotoxicitas tesztekben a
U. pictorum-ot.

A rézszulfattal az U. pictorum egyedeken végzett idofiiggés vizsgalat kimutatta, hogy
laboratériumi koriilmények kozott 4 napos expozicios id6 esetén jelentkezik a legmagasabb
MN szam, hosszabb id6 esetén a kagylokbol adaptiv valaszt valthat ki a szennyezdanyag, igy a
MN szam lecsokken. A kagylok mérete és a keletkezett MN-ok kozott a vizsgalt kagylo
mérettartomanyban nem volt szignifikdns hatds. Ez azt jelenti, hogy a kifejlett kagylok
érzékenységére az egyedek mérete kozotti 10-20%-os eltérés még nem befolyasolja az
eredményeket. Ez természetesen csak az egy fajba tartozd, egy teriiletrdl gylijtott kagylokra
igaz, mivel a szarmazasi hely hattérszennyezettsége ¢és egyedi jellemzdi tovabbra is jelentds
kiilonbségeket okozhatnak adott szennyezore vonatkozodan.

Az in situ mérés soran azt tapasztaltam, hogy allando, kismértékii szennyezés esetén a MN szam
is alland6 szinten marad, mig az egyszeri terhelést kovet6 MN szam emelkedés par hét alatt
visszaall egy alacsonyabb szintre. A teszt id6tartamat ezért mindenképpen a vizsgalt minta
jellegét és a kiils6 koriilményeket figyelembe véve kell kijeldlni.

A benzapirén valamint a kommunalis szennyviz kezelésre kapott MN szamok szerint a
benzapirénre a harom teszt (kagyld MN teszt, AMes teszt, SOS Chromotest) egészen hasonld
eredményt adott, azonban a tendenciakat tekintve az SOS Chromotest elmaradt a MN teszt és
az Ames teszt mogott. A szennyviz minta vizsgalata ennél dsszetettebb eredményt mutatott. Az
SOS Chromotest csak a legtoményebb mintat talalta genotoxikusnak, mig az Ames teszt a két
legtoményebb higitasra a citotoxikus hatds miatt fals negativ valaszt adott. A MN teszt csak a

két legtoményebb mintanal mutatott ki szignifikdns genotoxikus hatast, bar a koncentacio-
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valasz gorbén a legkisebb higitastol egyenletes MN szadm emelkedés lathaté. Az
egykomponensii szennyezdanyagok hatdsmechanizmusa kiismerhetd, igy mindegyikhez
kivalaszthato a legmegfelelobb teszt vagy tesztek. Az Gsszetett kornyezeti mintak vizsgalatahoz
azonban, mindenképpen ajanlott tobbféle, kiilonbdz6 hatasmechanizmuson alapuld toxicitasi
teszt elvégzése.

Az allelopatikus hatdssal biré ndvényi kivonatok tobbsége a kontrollhoz képest magas MN
szamokat eredményeztek, amelyek tobb ndvény esetében is Osszefliggtek azok tannin
tartalmaval, bar a kivételek miatt ez a kapcsolat nem altalanosithatdo. A csersav tartalmu
allelopatikus novények genotoxicitdsanak vizsgalatara a MN teszt alkalmazhato, de meg kell
jegyezni, hogy a kontrollhoz képest szignifikans eltérést mutatdo koncentraciok kialakulasa a
természetben nem valoszind.

A tesztek Osszevetésébdl és a biodizel fizikai-kémiai tulajdonsdgaibol kideriil, hogy az
eredmények kozotti nagy kiillonbségek részben a biodizel ambivalens tulajdonsagaira
vezethetok vissza. Az édesvizi Unio pictorum-ot hasznald kagylé mikronukleusz teszt jelentds
genotoxikus potencialt mutatott a vizsgalt biodizel mintanal, a mikronukleusz képz6dést mar
3,3% -os koncentracidban kimutathatd volt. Ez volt az elsé alkalom, hogy ezt a bioldgiai
vizsgalatot a biodizel genotoxicitds vizsgalatara alkalmaztak, igy a vizsgalat egyik célja a
hasonld mintakon valo alkalmazhatosaganak felmérése és értékelése volt. A mikronukleusz-
teszt tapasztalataim alapjan megfeleld eszk6z reprezentativitasa, érzékenysége és
koltséghatékonysaga alapjan is, azonban a teljes Okoldgiai kockéazat felméréséhez
mindenképpen ajanlott még mas tesztek alkalmazasa is.

A vizsgalataim soran gyljtott tapasztalatok alapjan a MN teszt elényei mellett a hatranyairdl
sem lehet megfeletkezni. A kagylé6 mikronukleusz tesztet tobb szempontbol értékelve a
viszonylag hosszu expozicios ideje szamithat hatranynak, bar a magasabb rendii él61ényeken
végzett tesztek a legtobb esetben hosszabb idejliek, mint a baktérium tesztek vagy az alacsony
rendli allatokon végzett vizsgélatok. A gyorsan bomld szennyezdanyagok esetében megoldast
jelenthet, ha a tesztet szemisztatikus jelleggel végezziik, vagy atfolyds akvariumokkal
dolgozunk, hogy a koncentracio6 allando legyen. A MN teszt sok munkaid6 raforditast igényel
¢és a MN-ok azonositédsa kifejezetten gyakorlott munkaerdt kivan és még igy sem kiisz6bolhetd
ki teljesen az emberi hiba. A sejtek szamolasat és a MN-ok azonositast sejszamlald szoftver
alkalmazséaval lehetne megkonnyiteni €s meggyorsitani, ami jelentdsen csokkentené a
kiértékelési fazis munkaerd igényét, viszont megemelné a teszt fajlagos koltségeit.
Vizsgalataim alapjan ugyanakkor a MN teszt szamos szennyezGanyag és vegyes Osszetételll

kdrnyezeti minta genotoxikus potencialjanak felmérésében lehet hasznos.
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Tézispontok

1. Az U. pictorum és S. woodiana kagylokon elvégzett MN teszt eredményét befolyasold
kiils6 faktorok koziil az expozicids id6 optimalis hossza laboratoriumi méréshez 4 nap,
ezutan csokken a MN képzddés. Az egyedek mérete kozotti kb. 10%-os eltérés a vizsgalt

tartomanyban nem volt hatassal a MN szamra.

2. Munkam soran U. pictorum és S. woodiana egyedek érzékenységét vizsgaltam az MN
teszttel benzapirén ¢és rézszulfat mintakra. A két vizsgalt faj érzé¢kenysége kozotti eltérés
bar nem volt szignifikans, a S. woodiana mindkét szennyezd esetén alacsonyabb MN
szamokat mutatott. Megallapitottam, hogy az invaziv S. woodiana nem valtja ki az 6shonos
U. pictorum-ot a rézszulfat és a benzapirén genotoxikus hatdsanak meghatarozasa soran a

kagylé MN tesztben.

3. A benzapirén és kommunalis szennyviz mintadkat a MN teszt mellett két baktérium teszttel
is vizsgéltam. Eredményeim alapjan a baktérium tesztekkel valo 6sszehasonlitds a MN teszt
érzékenységét az Ames teszt és az SOS Chromotest koz¢é teszi, alig elmaradva az Ames
teszttol. Mivel az elvégzett tesztek kiilonbdzé DNS karosité mechanizmusokat kimutatasara

alkalmasak, érdemes a MN teszttel parhuzamosan egy baktérium tesztet is elvégezni.

4. A biodizel vizsgalata MN teszttel kimutatta a minta genotoxikus jellegét mar a 30-szoros
higitasnal. Eddig még nem volt példa a biodizel genotoxikus hatdsanak felmérésére kagylo
MN teszttel, azonban az eredményekbdl lathato, hogy kagylok is alkalmasak erre a célra. A
kapott toxicitas értékek emellett felhivjdk a figyelmet a biodizel vizi Okoszisztémakra

fennallo magas kockazatara.

5. Az allelopatikus hatasti ndvények genotoxicitds vizsgalatara a MN teszt teljes mértékben
alkalmasnak mutatkozott. Figyelembe véve, hogy az analitikailag meghatarozott tannin
tartalommal nem minden esetben mutatott Gsszefiiggést a kapott MN szadm, a novények

genotoxikus karakterének kialakitasaban mas vegyiiletek is szerepet jatszhatnak.

6. Az in situ kisérletek tapasztalatai alapjan a kagylo MN teszt alkalmas mar viszonylag
alacsony kornyezeti terhelés kimutatasara is. Az expozicios id6 itt is jelentdsen befolyasolja
az MN képz6dés gyakorisagat. A kiértékeléshez fontos a kisérlet ideje alatt az iddjarasi

viszonyok és az antropogén hatasok nyomonkdovetése.
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Theses

1. The most important external factor that can have an impact on the results of an MN test is
the exposure time because the MN genesis starts to reduce after four days, so this is the
optimal lenght of time for the measurements in a laboratory. Approximatly 10% difference
betwwen the size of the individuals had no effect on the MN number in the test range.

2. During my work I have exemined how sensitive the species U. pictorum and the S. woodiana
reacts for BaP and copper sulfate. Even though the difference of the sensibility of the two
species was not significant the S. woodiana mussle has shown lower MN numbers by each
of the contaminats. | have determined that the invasive chinese pond mussel can’t substitute
the native painter’s mussel by the determination of the genotoxic effect of the BaP and
copper sulfate mussel MN tests.

3. | have examined the BaP and the communal waste water samples besides the MN test with
two bacteria tests. Do to my results the sensitivity level of the MN test is between the one
of the Ames test and the one of the SOS Chromotest, barely lagging to the one of the Ames
test. Since the done tests are used to reveal different kind of DNS impairing mechanisms it
is useful to make a bacteria test paralell with the MN test.

4. The testing of the Biodiesel with the MN test has shown the genotoxic nature of the sample
already by a 30% dilution. This far there was no example that someone examined the
genotoxic nature of the biodiesel with a mussle MN test but the results show that the mussles
can be used to such purpose. The toxicity values draw attention to the high hazard of the
biodiesel for the watery ecosystems.

5. The MN test has shown in a complete manner that it can be used to examine the genotoxicity
by plants with allelopathic impact. Considering that the MN number has not shown a
ccorrelation in every cases with the analytically specified amount of tannin, in the shaping
of the genotoxic character of plants other compounds do play a role as well.

6. Based on te experiences of the in situ test the mussle MN test is capable to determine even
relativly low environmental load. The exposure time makes a significant influence to the
MN genesis in this case as well. By doing the evaluation of the results it is important to take
in account the results of the monitoring of the weather circumstances and of that of the

anthropogenic effects.
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eljaras sordn nyujtott timogatasukat.

Munkamat a GINOP-2.3.2-15-2016-00017: ,,Bionanotechnologiai kutatdsok betegségek
hatékony kimutatasa, ujfajta hatdanyagok kifejlesztése €s bioinspiralt intelligens nanoanyagok

eléallitasa érdekében” palyazat tdimogatasaval végeztem.
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