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Bevezetés

A levegd ¢és a felszini vizek szennyezettsége komoly és egyre ndvekvd egészségiigyi
problémat jelent vilagszerte. A levegdbe és a felszini vizeinkbe keriild szervetlen és szerves
szennyezéseknek nem csak akut citotoxikus hatdsai lehetnek, de jelentds résziik mutagén,
potencialis karcinogén karakterrel is rendelkezik. A kdrnyezeti mintdk genotoxicitdsanak
vizsgalatara Bruce Ames ¢és munkatarsai az 1970-es évek elején egy egyszerli, mutdns
baktériumtorzseket felhasznald modszert dolgoztak ki (Ames et al., 1975). Ezt az tigynevezett
Ames tesztet azota is szé€les korben hasznaljak. Vizsgalataink soran kidolgoztuk az Ames teszt
egy modositott, egyszerlien végrehajthatd mikrotiter lemezes valtozatat, amelyet sikerrel
alkalmaztunk levegdminték és felszini vizmintdk genotoxicitadsanak mérésére.

Anyagok és modszerek

A sz4ll6 porban, illetve a Marosbol szarmazd vizmintdkban 1évé szennyezd anyagok
genotoxicitdsanak vizsgalatdhoz az Ames teszt klasszikus valtozatdit (Mortelmans és
Zeiger, 2000) is hasznaltuk. A tesztben hisztidin auxotrof (his-) Salmonella typhimurium
baktériumtorzseket (TA98 és TA1535) alkalmaztunk, amelyek szennyezd anyagok hatdséara
képz6dd hist+ revertdnsainak gyakorisdgabol kovetkeztettlink a mutécids ratara, a minta
genotoxicitasara. A levegd toxicitdsi vizsgalatokhoz a levegdsziirdk 1 cm?-es darabjaibol
készitettlink vizes kivonatokat nagyfrekvencias Eppendorf-csoves razokésziilek segitsegével.
A vizmintdkat toményités nélkiil vizsgaltuk. A levegdszlird extraktumokat, illetve a
vizmintakat 0,22 mikronos membransziron keresztiil sterilre szlrtiik. Az Ames tesztes
vizsgalat kivitelezésében a klasszikus modszerhez képest némi valtoztatast hajtottunk végre.
A toxikologiai vizsgalathoz hasznalt Salmonella térzseket LB tapoldatban neveltiik fel, majd
a tenyészetek OD-jét 0,5-re allitottuk be 620 nm-nél. Az igy kapott szuszpenzio 0,15 ml-éhez
a levegdszir6 minta 0,05 ml-ét adtuk majd 4 oran at 30 °C-on inkubaltunk. A kezelt
szuszpenzidkat 0,9%-os steril natrium klorid oldattal atmostuk Eppendorf csévekben, majd
0,05 ml-enként minimal taplemezekre szélesztettik a sejteket. Ezutan steril fililke alatt
beszaritottuk a taplemezeket és 30 °C-on 4 napig inkubaltuk a csészéket, majd megszamoltuk
a revertans telepeket. A mintasorozatokkal egy egyszerusitett, altalunk kidolgozott mikrotiter
lapos mddszerrel is kiviteleztiik az Ames teszteket. Ebben az esetben az LB tapoldatban
elétenyésztett baktériumsejteket kicentrifugalds utdn minimal tdpoldatban szuszpendaltuk fel
€s a szuszpenzid OD-jét 620 nm-nél 0,5-re allitottuk. Ebbdl a baktérium szuszpenziobdl 0,15
ml-ek keriiltek steril mikrotiter lemezre és ezekhez mértiik a szlrt mintasorozatok 0,05-0,05
millilitereit. Ezutan a mikro tenyészetek OD-jét 620 nm-nél azonnal lemértiik mikrotiter lap
fotométer segitségével, majd Gjabb mérés kovetkezett 48 ora inkubacié utan. A mérheté OD
emelkedés a revertansok szamaval aranyos.

A korrelacio6 analizisekhez az OpenStat Windows szoftvert hasznaltuk fel.
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Eredmények

A mikrotiter lapos mddszer esetében sokkal tobb esetben detektaltunk mutagén hatést
mutatd mintat, tehat érzékenyebbnek bizonyult, mint a taplemezre-szélesztéses klasszikus
modszer. Megvizsgaltuk, hogy a szlir6kon levd szerves szennyezések négy kiilonbozo
hullamhossznal mérhetd abszorpcidi és a genotoxicitasi adatok kozott van e korrelacio. A
korrelacié analizisekhez az OpenStat Windows szoftvert hasznaltuk fel. A levegdmintak 355
nm-nél mérheté kumulalt abszorpcios értékei pozitiv korrelaciot mutattak az Ames teszttel
mért mutagenecitdsi adatsorokkal a TA98 teszter torzs hasznalata esetén. A levegdmintak
TA98 ¢és TA1535 torzsekkel, a mikrotiter lemezes modszerrel mért genotoxicitasi adatsorai
pozitiv korrelaciot mutattak egymassal (1. abra). A Maros vizmintdk mikrotiter lapos
modszerrel megmért genotoxicitasi értékei pozitiv korrelacidot mutattak a mintak nitrit ion
tartalmaval (2. abra). Mindez azt mutatja, hogy j mikrotiter lemezes Ames teszt mddszeriink
kornyezeti mintak esetében is elég érzékeny és megfeleléen miikodik.
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1. abra. Pozitiv korreléacio kisteleki levegéminta sorok TA98 és TA1535 torzzsel mért
genotoxicitasa kozott. Korrelacios koefficiens = 0,63.

A B
2. abra. Korrelacio a Maros vizmintak nitrit ion tartalma és genotoxicitasa kozott. A: TA98
(korrelacios koefficiens = 0,41), B: TA1535 (korrelacios koefficiens = 0,37).

Koszonetnyilvanitas

A kutatas kapcsolodik a SOILMAP (HURO/0901/062/2.2.2) és a MARIVMICCOLL
(HURO/1001/129/2.2.2) Magyarorszag-Romania Hataronatnyulé Egyiittmtikodési Program
2007-2013 részeként megvalosuld projektekhez. A munkat tdmogatta az Eurdpai Szocidlis
Alap TAMOP-4.2.2.A-11/1/KONV-2012-0047 jeli: projektje is
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