Opponensi vélemény Eck-Varanka Bettina Maria okleveles
kornyezetmérnok ,,A kagylé mikronukleusz teszt alkalmazhatésaganak
vizsgalata vizszennyezé komponensek genotoxitis mindsitésében”- ¢. PhD-
értekezésérol, amelyet a Pannon Egyetem Kémiai és Kornyezettudomanyi
Doktori Iskolajaban készitett.

Altalanos formai kovetelmények teljesiilése

A Pannon Egyetem Kémiai és Kornyezettudomanyi Doktori Iskolaja felkért, hogy Eck-Varanka
Bettina Maria PhD disszertaciojat mar a hazi védés el6tti forméaban is véleményezzem. Ezt
elvallalva akkor a disszertacio felépitésének jelentds, legaldbb 50%-os 4tszerkesztését
javasoltam, mert az eredeti kéziratban meglehetGsen 0Osszefolytak a célkitiizések,
moédszertannal, az eredményekkel és az azok értékelésével. Akkori tandcsaimat a jeldlt
megfogadta.

A benyujtott, végs6 formaju értekezésben a bevezetés, a célkitlizések, az anyagok és
mddszerek, és az eredmények és kiéitékelésiik [ejezelek a1t koleteusen kdvelkesuek
ogymasbol, uzaz, o imddszerck a odlkitiizéscknek meglelelen, az eredmények az alkalmazott
modszerekbdl fakadoan, 6l elkiilonitve a sajat eredményeket a bemutatott mas eredményekkel,
és tapasztalatokkal, dacéra annak, hogy a jel6lt az eredményeket és értékelésiiket egy fejezetbe
vonta 0ssze.

Az értekezés 94 oldal terjedelmii. Szerkezeti felépitése és tagoltsiga megfelels. Az
eredményeket 26 4bra és 5 tablazat részletezi, illetve szemlélteti. Az abrdk egy része
kifejezetten iigyes és a fényképek hasznosak és relevansak, és nem pusztan dekorativ céluak.
Az 4brdk cimei, illetve aldirdsai azonban sajnos sok esetben nem teljes. Sokszor csak a
szOvegbdl vilagos, hogy a kiilonboz8, egymast kontrolldld geno- és citotoxikus tesztek a
kagylok, prokariota baktériumok, vagy éppen hazisertés spermdjan detektalt valaszokon
alapulnak, mert az dbrdk cimeiben, illetve aldirasaiban ez nincs megadva. Véleményem szerint
az abrak és a tdblazatok cimeinek/alairasainak kovetkezetesen teljesnek kell lennie.

A disszerticio irodalomjegyzékében 183 relevans hivatkozas szerepel, és megelégedéssel
allapitottam meg, hogy a munkahelyi elévédésre benytjtott el6z8 valtozathoz képest a
véglegesben a jelolt referdlt jonéhany hazai, illetve korabbi balatoni toxikoldgiai eredményt is.
Az irodalomjegyzékben a referdlt publikdcidk szabédlyosan szerkesztettek és formailag
kovetkezetesek.

A disszertaci6 szoveges részében sajnos sok eliitési hiba maradt, és fogalmazasi szempontbdl
is érdemes lett volna mégegyszer atolvasni a véglegesités elStt. Mert elég sok helyen
zsurnalisztikai megfogalmazast hasznal a jel6lt és nem tudomaényos irdsmiibe valdt, és idénként
olyan rutin szavakat hasznal sablonosan, amelyek szamomra az allitott dolog lényegével
ellentétes értelmiiek.

Az dltalam nyelvileg kifogdsolt szovegrészletek a kovetkezk:

Egy helyen ez olvashat6é ,,Az édevizi biodiverzitds indikatorai - a fajszam, a populéacidk
stirlisége, megujulasi ideje - az elmult évtizedek sordn egyre nagyobb mértékli csdkkenést
mutatnak.” Nos, a fajszdm és a populéci6 stirtiség csokkenése valoban egyértelmiien mutatjak,



hogy degradalédik a bioldgiai sokféleség. De a megjulasi idd csokkenését én annak
rovidiilésével, azaz, a maganak a megujulasnak a gyorsuldsdval azonositom, ami pozitiv a
populécié szempontjabol.

Mis helyen ez olvashato: ,,Figyelembe véve, hogy a gazda szervezet els6dleges védelmi vonalat
a hemocitdk képezik...” Ugyanakkor nincs sz6 a szévegkOrnyezetben semmiféle olyan
altalanos, vagy id6szakos kooperaciordl, ahol lenne egy gazdaszervezet (egyébként igy, egybe
kell irni) és egy vele szimbi6zisban ¢16, vagy 6t parazitalé masik. Itt a palyaz6 gazdaszervezet
alatt egyszerlien az a szervezetet érti, amelynek a hemolimf4jabol mintat vesz majd.

Mas helyen ez olvashaté: ,, A fiatal egyedek intenzivebb szlir6képessége alkalmass4 teszi Sket
természetvédelmi felhasznaldsra is.” A ,természetvédelmi felhasznalas” olyan éltaldnositott
azaz, a viz zavarossagat okozd kiilonféle lebegSanyagok kiszlirésérél, a viz 4tlatszobba tételérsl
van sz0.

Mas helyen ez olvashatd: ,,tobb kagylofaj... glochidium larvéinak érzékenységét vetették dssze
réz-szulfatra, viszont nem tapasztaltak eltérést a fajok toxicitdsa kozott.” Itt nyilvan a fajok
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Mis helyen ez olvashato: ,,A legelterjedtebben alkalmazott viselkedési végpontja a kagyld
teszteknek a filtracio”. A filtracié annyira monoton és automatikus, hogy én nem hasznalnam
rd a ,,viselkedés” szot.

Maés helyen ez olvashaté: ,,Az egyes biomarkerek kiilon-kiilon nem tiikkrozik a szervezet
egeszségi allapotat.” Itt az ,,egészségi allapot” tul tag fogalmazds szdmomra, mert az mégis egy
bonyolult holisztikus rendszer eredéje.

Mas helyen ez olvashatd: ,,Fontos, hogy a ...kagyldk éllapota jol ismert legyen...lehetSleg
ellen6rzott gazdalkodasbol...szarmazzanak.” Itt a ,,gazdalkod4s” hangzik furcsan, helyette a
»tenyészet” lenne jobb szb.

Mas helyen a DNS kérosodas ,,fajtdird]” értekezik a jeldlt, de a ,,fajta” a bioldgiai szaknyelvben
taxondmiai vonatkozasu — héziasitott fajok domesztikalt valtozatait nevezziik fajtdknak — én a
DNS kérosodas tipusairdl beszélnék.

Mas helyen a jel6lt minden el6zmény nélkiil a flow citométerre adaptalt , kansperma” tesztrol
ir egy mondatot, rdadasul hivatkozas nélkiil, és joval késébb derill csak ki, hogy sertésrél
spermardl van szo.

Mas helyen igy ir a jeldlt ,,A kezelés kezdetén atvalogattam a kagylokat, hogy csak egy
meghatdrozott mérettartomanyba esé egyedeket hasznaljam. Ez nagyjabdl a 6 — 8 cm hossza
kagylokat jelenti”. Ez a mondat a modszertani fejezetben inkabb szakdcskonyvek és étel
receptek stilusa és nem tudomanyos.

Nem értettem ezt mondatot: ,,A kiértékeléshez a genotoxikus hatasra az 6sszes parhuzamos kit
kéziil pozitiv szinreakciot adé kutak szdzalékos aranyét kell megadni.” Mi az a , kut” ebben a
kontextusban?

Mis helyen igy fogalmaz a jelolt: ,,Ezutan 30 percig hagytam — marmint a razatott mintat —
pihenni.” A ,pihenni” sz6 az analitikai kémiaban elfogadott kifejezés?



Mas helyen ez szerepel: ,,A mérés soran ...4,6 illetve 8 nap elteltével...” . Szerintem a , mérés”
helyett az ,,inkubécié” a helyes kifejezés, hiszen a jeldlt id6ben zajlé folyamatot vizsgalt.

Tobb helyen kovetkezetlen a ,Khinégyzet”, y* hasznalata, hol kifrva, hol gorog betiit
alkalmazva;

A fajnevekbdl a genuszra vonatkozo név sok helyen az elsd eléforduléds utan is ki van irva, mas
helyen csak a kezddbetiivel jelezve. A genusz nevet az els6 eléfordulds utdn mar csak a
kezddbetlivel kell emliteni.

Ezek voltak a szdmomra feltiiné fogalmazasbeli, illetve stilusbeli hibdk amelyekhez hasonléak
elkertilésére a palyazénak tovabbi kutatdi pélyafutdsa soran érdemes majd Enmagat
dressziroznia.

A dolgozat kiilsé megjelenése jo.

Tartalmi észrevételek:

Az értekezés témdja vijszerii, aktudlis, és korunk egyik globdlis problémdjinak, élévizeink és
ivoviz bdzisaink névekvd kornyezeti  szennyezokkel valo terhelése kimutatdisdnak
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mddszertani bovitésével nagy kozegészségiigyi és tarsadalmi jelendséggel bir;

A szakirodalom feldolgozdsdnak szinvonala megfeleld;

A feldolgozds tartalmazza a témdval dsszefiiggd fontosabb tudomdnyos el6zményeket;

A jelélt elemzd modon, kritikailag dolgozza fel a téma irodalmdt;

A jelolt a célok megfogalmazdsakor timaszkodott a mdr ismert tudomdnyos eredményekre;

A célokkal és az alkalmazott modszerekkel kapcesolatban az aldbbiakat dllapitottam meg.

A jelolt a mikronukleusz teszt megbizhatosdgat kivanta — nagyon helyesen —
sokoldaltian bizonyitani kiilénféle tesztobjektumokon, elsésorban édesvizi kagylokon,
véltozatos természetes és antropogén eredetii potencidlisan genotoxikus kérnyezeti
anyagokra. A jelolt vizsgalta, hogy a mikronukleusz teszt alkalmas-e, és milyen hatarok
alkalmas koézott erre? Vizsgélta, hogy az édesvizi kagylofajok kozott van-e
érzékenységbeli kiilonbség, amennyiben a mikronukleuszt teszt esetikben miikodik?
Ehhez a jel6ltnek ellendriznie kellett, hogy a k6lonféle alkalmazott kdrnyezeti anyagok
valoban rendelkeznek-e genotoxikus, azaz, a gének, kromoszoémak, vagy a teljes genom
képzbdes, amely kvantifikdlhaté? Azaz, hogy egy kromoszoma darab a sejtosztodas
soran nem jut be az utdédsejbe, hanem sajat sejtmaghartyaval korbevéve a sejtmag
mellett jelenik meg, ez vizualizalhatd, és mennyisége Osszefiiggésbe hozhaté a
genotoxikus hatas er6sségével. Tovabba, a jelolt igyekezett szamos kisérleti koriilményt
kinetikailag optimalizalni (a tesztszervezetek kora, mérete, hatasgdrbék felvétele az
inkubacioés id6kre vonatkozoban, stb. Azaz, gy optimalizdlni a mikronukleusz tesztet,
hogy az késébb esetleg itjara bocsathaté legyen az altalanosan elfogadott, nemzetkdzi



teszteljardsok korébe! Nem ez volt ugyan a disszertacid célkitlizése, csupan a
mikronukleusz teszt alkalmazhatésdganak vizsgélata a vizszennyez6 komponensek
genotoxicitas mindsitésében, de ez lenne a téma kés6bbi legfébb értéke!

* A kutatasi megkozelitések és modszerek a célkitiizések teljesitéséhez teljesek. A téma
abszolut relevans a Pannon Egyetem Kémiai és Kornyezettudomanyi Doktori Iskola
feladataihoz.

o A jelolt altal alkalmazott mdédszerekkel kapcsolatban az aldbbi kérdéseket teszem fel:

- Tudvalév6, hogy az eukariota sejek mitokondriumai evolliciés eredet szempontjabodl &si
szimbionta baktériumok, amelyek sajat genetikai 4llomannyal rendelkeznek. A
mitokondriumok a sejt energiaigényének megfelelen roppant dinamikusan és gyorsan képesek
lamellaikat megtobbszorézni, és sejten belill szaporodni. Képzddhetnek-e mitokondrialis
,mikronukleuszok”, és ha igen, akkor az alkalmazott festési mddszer alkalmas volt-e ezek a
megkiilinbdztetése  az  igazi  sejtmagok  koril  képzddd membrannal  hatrolt
mikronukleuszoktol? T'ovabbi kérdésem, hogy van-e mar erre vonatkozé irodalom. Mert, ha
nincs, akkor ez a kérdés az eukariota sejtre haté6 genotoxicitds sokkal szélesebb értelmii
megkozelitését kinalo 1Uj tudoményos iranyzat lenne. Lehetne-e a genotoxicitist a
mitokondridlis 6rokitd anyagra is kiilon értelmezni, ,,sejtorvosi” szempontbél, lehet-e ilyen
diagnézist kimutatasara alkalmas differenciélt rutinmédszert kidolgozni?

- Ehhez kapcsol6do kérdésem, hogy a Giemsa oldat, amely a metilénkék, az azir és az eozin
keveréke, hagyomanyosan a DNS foszfat csoportjait festi meg, de alapveten megfesti az
Osszes tobbi adenin-timin kétéseket is, és igy a fentemlitett mds sejtalkotdkat is. A kérdésem
nem kritikai, csak kivancsi vagyok, hogy a mikronukleusz tesztben egyértelmiien sejtmag-
eredetl mikronukleuszok vizualizdlhatok-e, vagy esetlek mitokrondriumokbdl kivalt
fragmentumokat is?

- A jelolt az irodalombdl idézi, hogy a tesztet halak veséjébdl és uszonydbdl gyidijtdtt
vordsvértestek vizsgilatara is alkalmazzék, gondolom genotoxicitassal bird kérnyezeti hatasok
detektdlasara. De ismereteim szerint a vrosvértestek mar csak végtermékek, sejtmagvukat és
mitokondriumaikat levesztették, és nem osztédnak. és gondolom, ezaltal genetikai dllomanyuk
legalabbis mar inaktiv. Jé1 gondolom-e?

- Pontosabban milyen funkciéju hemolimfa sejteken detektalt a a jelolt a kagylokra hatd
genotoxikus hatdsokat?

- Van-e mar valamiféle kordbban megallapitott megbizhaté Osszefiiggés az Osszehasonlitd
tesztek (SOS Chromoteszt Esherichia coli-n, AMES-teszt Salmonella typhimurium-on, flow
citométeres sertés sperma teszt) altal kimutatott genotoxikus (citotoxikus?) hatdsok és a
mikronukleusz teszt 4ltal detektalhatbak ko6z6tt? E tesztekkel ugyanis a jeldlt azt ellendrizte,
hogy valdéban genotoxikusak-e a valtozatos szennyez6forrasok, amelyek felhasznaldsaval a
jelolt a kagyld mikronukleuszt tesztet optimalizélta?

- Roppant izgalmasnak és tarsadalmi szempontbél is fontosnak tartom a kétféle szennyviz
probatesztelését genotoxikus hatdsra. Anndl is inkdbb, mert a gydgyszermaradvinyok



eltdvolitdsa a szennyviztisztitisban még megoldhatatlan. Tovabba, mert a szennyviziszapok
elhelyezése kronikus probléma, mikdzben a hattérben ezek ,kereskedelme” egész tizletagga
fel6dott. Lehet-e tudni a néhany alapvet§ adatot a vizsgalatokra kivélasztott szennyvizekben
el6fordulé vegyiiletek természetérdl és nagysigrendi koncentracidjarol?

- Ugy a jelolt eredményei, mint nemzetkézi tapasztalatok szerint a kagylék DNS karosodésa
genotoxikus hatéasra az inkubacidk elsé néhany napjan fokozddott, majd fokozatosan lecsékkent
a kontrollok szintjére. A jelolt adaptiv vélaszra hivatkozik, amelyek mechanizmusa nem ismert.
De meégis, mit gondol a jelolt, milyen természetli lehet az adaptiv vélasz, a védekezd
mechanizmus?

- Az tesztelt allelopatikus és gydgynovények hatdanyagainak egy része 8si természetes
gyogyszer, mas része kifejezett élvezeti szer (€1énkit6 és méregtelenitd tedk stb.). De kideriilt,
hogy a tedknak is lehetnek geno- és citotoxikus hatésa. Lehet ez olyan er8sségll, hogy
megvaltoztathatja hozzaallasunkat egyik- masik gydgyhatasunak ismert f6zet irdnt?

- A jelolt a diszertdcid végefelé a balatoni vizsgalatoknal megjegyzi, hogy ,,...a genotoxikus
anyagoknak nincs kiiszobértékilk (DNS karosodas barmilyen is mennyiség hatésara
1étrejohet).” Kérdésem, hogy ez egyformén igaz-e a prokariota baktériumokra, amelyeket
kozvetlenul korbevesz a genotoxikus anyagot tartalmazd viz, és a nagy és differencialt testtel,
szervekkel, szdévetekkel rendelkezé élélényckre?

A jelolt disszerticidja végeredményeit hat tézispontban foglalta 6ssze. Ezeket a tudomany
szamara ujnak tartom, mind a hatot elfogadom, a disszertaciét alkalmasnak taldlomés
javaslom a disszerticié nyilvdnos vitira bocsdjtasat, a disszertaciot elfogadhatéonak
tartom, mint a doktori fokozat megadasanak alapjat!

Tihany, 2019. szeptember 5;,

Prof. G.-T'6th Lészlo DsSc, tudomanyos tandcsado,
egyetemi tanar, opponens



