Valasz Dr. Major Jené opponensi véleményére

El8szor is héalasan kdszondm, hogy elvallalta az opponensi vélemény elkészitését és
azt is, hogy értékes észrevételeivel, megjegyzéseivel és kérdéseivel eldsegitette, hogy

szinvonalasabb dolgozat késziilhessen.
Eszrevételek és megjegyzések

1. Javasolja, hogy a Kkifejlesztett Flow-citometrids eljaras jusson el az OECD
altal guide-ban elismert, a vegyi anyagok karos hatasainak értékeléséhez

nemzetkozileg felhasznilhaté, standard médszerek szintjéig.

Kosz0ndm a javaslalal, én is ugy gondolom az elért eredmények alapjan, hogy
valoban meglonlolandd lenne a modszer magasabb szintre emelése. Sajnos én
idékozben mas témateriileten kezdtem el dolgozni és Dr. Nagy Szabolcs
Kutatolaborjaban (ahol a flow citométeres méréscket végeztem) sem toxikoldgiai
vonalon folynak a kutatdsok. A finn munkatdrsaink akiknck a munkajara
alapoztam a kansperma teszt flow citométerre adaptalasat azonban még jelenleg is
foglalkoznak hasonl6 kutatdsokkal, illetve 6k kordbban tobb sperma alapt teszt
modszert is fejlesztettek, melyek koziil volt amelyet eurdpai szinten sikeriilt is
akkreditalniuk. Felveszem veliik a kapcsolatot ez tigyben, hatha 6ket érdekli és

tudnak foglalkozni a mddszer standardizalasaval.

2. Az alkalmazhaté médszerek kozott, a 24. oldalon, Jel6lt roviden ismerteti a
mikronukleusz tesztet is, mint megbizhaté eljarast, amit alkalmaz is.
Opponens sajit tapasztalata ennek az ellenkezéje, minthogy a teszt (specidlis
nukleusz festés nélkiil), a kromoszoma fragmentek mellett, kimutatja az un.
késé (lagging) kromoszémaikat is (tehdtl nem csak a muticidkat), emellett
azonban lényegesen kevésbé érzékeny, mint a y,klasszikus” kromoszéoma
aberracio analizis. Ezért Opponens nincs meglepve, hogy a kagylé hemolimfa
mikronukleusz teszt minden, Jelolt altal vizsgalt esetben negativnak

bizonyult.



A munkam sordn alkalmazott mikronukleusz tesztet kagylé hemolimfan
végeztikk. A kagyld hemolimfa nem letalis modon gytijthet, és a megfeleld
szenzitivitasat tobb szakirodalmi cikk is aldtdmasztja. A kagylok és a beldlik
szarmazd hemolimfan végzett vizsgalatok reprezentativak a vizi dkoszisztémakra
vonatkozéan igy Okologiai hatasok értékelésére ¢és kockazatbecslésre is
alkalmazhat6ak.

A kutatécsoportunk tSbb alkalommal is sikeresen hasznéalta a kagyld
hemolimfan a mikronukleusz tesztet. T6bbek kozott az értekezésben bemutatott
biodizel mintdk vizsgalatakor is képesek voltunk koncentracio tiiggben
szignifikdns genotoxikus hatasokat detektalni vele.

Mindemellett a kagyl6é hemolimfan végzett mikronukleusz tesztre vonatkozoan
egyelére nem létezik standard eljaras, a mérések soran alkalmazott vizsgalati
protokollt olyan szakirodalombdl meritettilk, amelyet kifejezetten kagyld

Az enlitett protokoll alapjan  a  vizsgalatokhoz 5% Giemsa [festést

hemolimféra irtak le (W "

alkalmaztunk, amely ugyan DNS specifikus festék, de valdé igaz, hogy a
szenzitivitdsa alul maradhat maés, specifikusabb (fluoreszcens) festékekkel
szemben. Ennek ellenére valamennyi mikronukleusz tesztre vonatkozé OECD
iranylevben szerepel a Giemsa festék, mint a fluoreszcens DNS festékek mellett
alkalmazhat6 festék.

A mikronukleusz teszt és a kromoszéma aberracié analizis moédszerek a
szolgaltatott eredmények tekintetében nagyon hasonléak egymdashoz, de nem
feltétlentil azonosak egymassal. Hayashi (2016) szerint a két modszer nem csupdn
a modszertani okok miatt, hanem a mérésrél szolgaltatott informdcidtartalom
kiilonbségei alapjan is fliggetlen eljarasként kezelendo.

Mindezek tiikrében koszonom a megjegyzést és hogy felhivta ra a figyelmet,
hogy specidlis DNS festékek alkalmazasaval még érzékenyebbé tehetd a vizsgalat.
A kollégdimnak mindenképpen javasolni fogom, hogy jovébeni vizsgilatok sordn
a Giemsa festés mellett mas DNS specifikus festékek alkalmazhatosagat is

vizsgaljak a kagyld hemolimfén végzett mikronukleusz tesztek esetén.



Kérdések

1. Mi volt a konkrét, a vizsgilatba bevont gyogyszeripari (tehat nem a korhazi)

szennyvizek kivalasztdsinak alapja, miért éppen ezek a mintak lettek vizsgilva?

Ismert, hogy a korhazi szennyvizek mellett a gydgyszeripari szennyvizek is
tartalmazhatnak bizonyos toxikus vegyiileteket. Egy felkérésnek kdszonhetben
lehetéségiink nyilt, hogy megvizsgaljunk két mintat, melyeket egy hazai lizem
kifoly6jabol gyujtottek. Mivel a vizsgalt gydgyszeripari szennyviz tisztitas utan folyik
a kommunalis szennyviz tisztitoba, ez jO lehetéségnek kindlkozott, hogy
megvizsgaljuk, hogy vajon milyen mértékben jarulhat hozza annak toxicitidsdhoz,
illetve van-e ra redlis esély, hogy a tobbszoros tisztitas ellenére toxikus vegyiiletek
kertilhetnek a kifolyokba. Sajnos a kommunalis szennyviztisztitd befolydjabdl nem
kaptunk mintét ezért sajnos nem allt médunkban meghatarozni, hogy a mért toxicitasi
¢értékekhez pontosan milyen mértékben jarul hozza a kommunalis szennyviz. Ennek

ellenére mindkét vizsgalt mntaban bizonyos [ok toxicitast tudtunk kimutatni.

2. Természetes koriilmények kozott, milyen élettani/toxikolégiai mechanizmus

utjan hathat egy aeroszolban levé vegyiilet a spermiumokra?

A munkdm sordn elsdsorban a vizsgalt mintdk potencialis geno- és
citotoxikoldgiai hatdsainak kimutatasa volt a célom, melyhez a spermiumokat, mint
eukaridta modell sejteket alkalmaztam. Az élettani és reproduktiv toxikoldgiai

hatdsmechanizmusokkal jellemzéen nem foglalkoztam. Azonban abbol kiindulva,

hogy léteznek olyan vegyiiletek, melyek képesek athatolni a vér-agy géton
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valoszintileg léteznek olyanok is, melyek atjuthatnak a vér-here géton is,

bar nem teljesen biztos (Ji et

Az aeroszolok eredetiik, Osszetételik ¢és fizikai-kémiai tulajdonsagaik
tekintetében is igen széles keretek kozott valtozhatnak. Az aeroszolok spermiumokra
vonatkozd toxikus hatasait azok kémiai tulajdonségai hatdrozzak meg. A hatasokat
okozhatja kozvetleniil az aeroszol részecske anyaga, de okozhatja az aeroszol

részecskék feliiletén adszorbealodott valamilyen mas vegyiilet is.

Ezek kozt gyakoriak a sok ¢s dsvanyok, atmenetifémek (vas, nikkel, réz),

kiilonb6z6 ionok (szulfét, nitrat, savas karakterli ionok), illékony- félig illékony



szerves vegyiiletek (PAH-ok, nitro-PAH-ok, kinonok), kiilonboz6 szabad gyokok,
reaktlv gdzok (6zon, peroxidok, aldehidek), biolégiai eredeti vegyiiletek
(endotoxinok, baktériumok, virusok). Ezeken beliil az aeroszolokhoz ké&thetd
legjellemz6bb toxikus vegyiiletek és vegylilet csoportok k6zé a kiilonbozé poliaromas
szénhidrogének (PAH)-ok és PAH szarmazékok, poliklorozott-bifenilek (PCBKk),
halogénezett szénhidrogének, peszticidek, dioxinok, kiilonb6z6 égéstermékek és
egy€b perzisztens szerves szennyezOk tartoznak. Az aeroszolok hatdsainak
vizsgalatakor nem elhanyagolhat6 az a tény sem, hogy nem csupan egyes részecskék,
hanem ezek keverékeinek a hatasait vizsgaljuk, ezaltal a toxikus hatdsuk is ennek

megfelel6en alakulhat.

Tobbféle hatdsmechanizmus révén fejthetik ki toxikus hatésaikat. A citotoxikus
hatasok jelentdés részét és a genotoxikus hatdsok egy részét is oxidativ stressz
okozhatja, a kiilonbdzé reaktiv oxigénszarmazékok és szabadgyokok képeddése altal,
welyek kozvellentl, vagy kaszkad folyamatokal indukdlva vezethelnek a lipidek,
enzimek- és fehérjék, vagy akdr a DNS oxidativ kdrosodasaihoz, de szinte minden

sejtalkotora nézve karos hatast fejthetnek ki.

A reaktiv vegylletek reakcidba léphetnek és karosithatjak a sejtmembran fehérjéit,
lipidjeit, ezzel modositva az ozmoregulaciot, kalcium transzportot, vagy egyéb
anyagcsere folyamatokat. A PAH vegyliletek és nitro-PAH vegyiiletek sok esetben
DNS adduktokat képeznek, illetve oxidativ DNS karosodasokat ezzel genotoxikus
hatast kivéltva. Egyes &tmeneti fémek biologiai hozzaférhetdségiik és redox
tulajdonsagaik miatt okozhatnak toxikus hatdsokat és Osszefiiggésbe hozhatoéak az
oxidativ karosoddsok kialakuldsival is, hiszen elGsegithetik szabadgyokok
keletkezését. Szamos égéstermék tartalmaz széntartalmu perzisztens gyokoket (pl.
kinoinszarmazékokat), melyek reakcioba Iépnek sejtben talalhato tiol csoportokkal (-
SH), vagy oxidativ potencidljuk és redoxreakciok révén okozhatnak sejt szintii
kdrosodasokat. Ezck mellett 1éteznck olyan vegyiiletek is, melyck a sejtekben zajlo
folyamatokat, vagy sejtszervek miikodését gatolva fejtik ki toxikus hatdsaikat (pl
mitokondriotoxinok).
Milyen mechanizmus illhat a triklozan membrankarosito hatisa mogott?

Az €l6z6 kérdéssel kapcsolatban mar emlitettem, hogy alapvetéen a toxikus
hatasok kimutatasara fokuszaltam, a pontos hatdsmechanizmusok magyarazasa viszont

nem tartozott az elsédleges céljaim kozé, s6t a komplex kérmyezeti mintdk esetében



pontos analitikai mérések hidnyaban ez tobbnyire nem is volt lehetséges. A triklozan
esetében, a pontos vegylilet ismeretében azonban vannak elképzeléseink a
hatdsmechanizmust illetéen.

A triklozén hatdsira a motilitds csokkenése tapasztalhatd, valamint
citoplazmat, mitokondriumokat karositd hatdsai is vannak. Ezek a karos hatdsok
elsésorban a  triklozdn ioncsatorndk miikodését megzavaré  hatdsainak
tulajdonithatoak.

Magasabb triklozan koncentraciok esetén a hiperpolarizacié az akroszéméban
és a farok disztalis régidiban jelentkezik, ezek akkor hiperpolarizalédnak, mikor a
mitokondriumok mér depolarizalédtak.

A sertés spermiumok két izomorf glikolitikus enzim készlettel rendelkeznek
(szomatikus és spermium specifikus), ezek a glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz
(GAFDH) és a piruvat kindz (PK). A spermium specifikus enzimek a spermiumokon
az akroszOmdaban és a farok disztalis végén helyezkednek el, mig a szomatikus
izomorfok a mitokondriumokban a spermium kdzéprészében.

A triklozan hatdsara gatolodik a mitokondriumok oxidativ foszforilacidja és ez
altal az ATP szintézis, a GAFDH és PK aktivitasa gyengiil, mely NADPH miatt
hiperpolarizacioként jelentkezik, mikdzben csékken az ATP szint, ami a motilitas
csokkenését okozza. Ha a triklozént kis koncentraciéban vizsgaljuk, ahol a
mitokondriumok mér depolarizdlédnak, de a sejtmembran még nem, ez azért van, mert
ez nem befolyasolja spermium specifikus enzim izomorfok glikolitikus ATP
termelését.

A Ca®* haztartasnak fontos szerepe van a spermiumok kapacitacidjaban, a
kemotaxisban és az akroszéma exocitézisban. A spermiumokban a CatSper Ca’*
ioncsatorna felelds ennek fenntartaséért, és valdsziniisithetd, hogy a triklozan ennek a
mikodését is megzavarja, ami  szintén  kozrejatszik az  akroszéma
hiperpolarizacidjadban, illetve a motilitis csokkenésében is. Emellett megfigyelhet a
K" ionok kidramlésa is, tehat valésziniileg a K* ioncsatorndk mitkodésére is negativ

hatassal van.
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