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Bevezetés

A daganatos betegségek vilagszerte a ¥elaatdlokok kozott szerepelnek. 2012-
ben 14,1 millié 0] rakos esetet regisztraltak &sr8illiéan vesztették életiiket a rak miatt. Az
Osszes daganatos megbetegedés 19%-a kornyezetiogialkdzasi eredét kémiai
artalmaknak tulajdonithatd, melyek tébb mint 1,Slitniember haldlat okozzak évente.
Becslések szerint munkahelyi rakkeltatasok tehék feleléssé a daganatos haldlozasok 2-
8%-4ért.

A vegyi anyagok szamanak rohamos gyarapodasa é= emyweké mértéki
felhasznélasa mellett az artalmas tulajdonsagaikmaatkozd ismeretek dwitése nincs
0sszhangban a féflés ttemével. Még mindig jeléista szakadék a kemikaliak egészségiink
védelmét szolgald szabalyozasahoz megky szikséges ismeretek mennyisége kdzott. A
kémiai anyagok génkérositd képességének jellemetsielleges fontossagl, hiszen a
genotoxikus hatasoknak alap¥etzerepiik van a rakkéfdes folyamataban, igy az ezen
tulajdonsagok vizsgalatara iranyulé tevékenységkgedhetetlen feltételét képezik a
daganatkockazat becsléséhez szilkséges tudomarntgrategalapozasanak.

A biocid anyagok egyre szélesebb korben td@rtéiiallitasa és alkalmazasa miatt
fontos megismerniink a felhasznalasukband reljészségi kockazatokat. Vannak olyan
biocid hatasu vegyiletek, melyeknek biolégiai makotekulak, igy a DNS, képezik a
tamadaspontjat, mig méas biocidek, mint példaul egyeszticidek, bar nem feltétlendl
okoznak kozvetlen molekularis karosodast, genotextatasuk lehésége nem zarhaté ki.

A kemikalidk genotoxikus hatasaira vonatkozé infacidk és a DNS karosodas
kivaltasaért feléls molekularis mechanizmusok megértése olyan hayekuiézkedések
kidolgozasat segitheti &l melyek megézhetik ezen 1éziok mutaciok formajaban toitén
régzulését. Rendelkezésre allnak olyan széles horalkalmazott vizsgalomdédszerek,
melyek a korai genotoxikus hatasokat detektalniekéf. Az egyik ilyen moédszer a
sejtszinti DNS gél elektroforézis (Ustokos elektroforézisglyriehetveé teszi egyszeres és

dupla szaltérések, valamint laglabilis sérilésekltatasat.
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DNS karosodas kimutatasa Ustokos elektroforézissel

Az Ustokos elektroforézis alkalikus valtozata egygso, érzékeny, konnyen
kivitelezhe® és gyors modszer az egyes sejtek DNS karosodakénatatasara. Az eljaras
a karosodott DNS fragmentumok agardz gélben téméozgasanak megfigyelésén alapszik.
Az elektroforézis soran a negativ téitéserilt, torétt lancdarabok az anéd felé vandorolva
jellegzetes ustokdsre emlékedtenintazatot hoznak létre, melyben a sejtmag DN3éne
sértetlen nagyméretarabjai az Ustokos ,fej” részének, az elvanddémsicdarabok pedig az
Ustokos ,csovajanak” felelnek meg. A fluoreszcerestdkkel jelolt ,lstokdsoket”
mikroszkop alatt tortéh szubjektiv megfigyeléssel vagy a morfologiai pagtereik
intenzitasprofilja alapjan képeletzprogram segitségével értékelhetjiik. A leggyakrabba
hasznalt DNS karosodast jélparaméterek kdzé tartozik a cséva DNS tartalom, @b6)
csOvahossz (um) és a tail moment, mely &alelkét paraméter szorzatabdl szarmaztathato.

Az Ustokds elektroforézis szamos terileten alkahaak beleértve a
genotoxikoldgiai vizsgalatokat, a DNS-javitd medkerusok tanulmanyozasat, kérnyezeti
és human bioldgiai monitorozast, ill. a klinikazsgalatokat. Segitségével kiderithanely
anyag képes genetikai karosodas kivaltdsara, t@vahb kulonbdé DNS kéarositd
mechanizmusok jellegér is informaciot szolgaltathat, példaul etiémddon karosodott
DNS bézisokat felismér hasité enzimek alkalmazasaval. Azaltal, hogy epys&jtek
elemzését teszi lelatt, az adott genotoxikus anyaggal expondlt &ltsejttipusok

érzékenységi mintazatainak 6sszehasonlitdsaraggdéget teremt.

Etilén-oxid

Az etilén-oxid (EtO) egy jol ismert sterilizalé sz&enotoxikus hatasat szamias
vivo ésin vitro kisérleti rendszerben igazoltdk, mely a molekudakd alkilalé képességének
tulajdonithaté. Az EtO a Nemzetkdzi Rakkutaté Udsseély (IARC) besorolasa szerint a
human rakkeli anyagok csoportjaba tartozik. Etilén-oxid expamiek kitett munkasok
korében a rosszindulati daganatos megbetegedéselkeeieit edforduldsi gyakorisagat
figyelték meg, ugyanakkor szervspecifikus dagarttkeszerepével kapcsolatban

ellentmondé eredmények szillettek.
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Tulajdonsagok, alkalmazas, expozicio

Az EtO a legegyszébb gyiriis éter vegyulet. A kdénnyen felnyilo @yis
szerkezetében tarolt molekularis fesziiltség kdwtgken nagyon reakcioképes alkilalo szer.
Szobalimérsékleten szintelen, szagtalan, enyhén édegkésez hasonlatos szagu gaz. Kis
mennyiségben természetes Uton a légkdrben is6BBpE oxidacios folyamatok révén.
Szénhidrogének égéstermékeként megtalalhaté Bgissi motorok kipufogégazaiban, vagy
akar a dohanyfistben is. Nagy mennyiségben ipbrafoatok sordn mesterségesen allitjak
els. A vilag éves EtO termelése 2006-ban elérte a il ronnat.

Az ipar altal ebéllitott EtO egy kis mennyiségét (0,05%) kozvetlerghz
formaban élelmiszerek ésédrzékeny orvosi eszkdzok fétienitésére és sterilizalasara
hasznéljdk. Az etilén-oxid hatékony baktericid, rsgd és viruicid hatéssal rendelkez
kivalo biocid szer. A sterilizalasi eljaras hatranyogy a kezelt anyagokon szenriegnt
visszamaradt szer mind fizikai, mind toxikologiaszélyt jelenthet a személyzet vagy a
betegek szamara, ezért alkalmazasa kilonos figyeheryel.

Emberi expozicié etsorban munkahelyi kérnyezetben, inhalacié Gtjan
kovetkezhet be,sként az etilén-oxidot 8&llitd, valamint az azt felhasznal6 iparagakban.
Habar manapséag mar a legtdbb vegyipari folyamatteéhnoldgiai rendszerekben zajlik, a
human expozici6 még mindig jelést lehet a sterilizadlé Gzemekben és egyes korhazi
sterilizalé egységekben, kiilléndsen a sterilizajagok kirakodasakor.

Az ipari expozicid szintje korabbi vizsgalatok smetipikusan a kimutathatésag
hatara és 18 mgfirkozott valtozhat, azonban bizonyos munkafazisoKgépek gazzal
tortérd feltoltésénél, leengedésénél, karbantartasnaleges szivargasnal és tizemzavarnal)
a munkalégtér koncentrécié értéke rovidral akar a 17.300 mgfht is meghaladhatja.
Egyes kérhazak gézsterilizal6 részlegein mért tégiécentracio értéke elérte a 124 m/m
t, ugyanakkor rendkivili esetekben (nem megdelel beallitott és Gkods sterilizator, a
sterilizalé helyiség elégtelen szeitetése) jeleisen magasabb, akar tébb ezer migém
expozicids szintek is @ordultak. Az egri korhaz gyermekgyogyaszati og#al— ahol az
EtO gazsterilizatort szabalytalanulikbdtették — a sterilizalt eszkdzok kirakodasakseer
1992-ben mért légtér koncentracidja meghaladtedanidyni-t.

Az Egyesiilt Allamok Munkaegészségiigyi és Munkalmigégi Hivatala (OSHA)
allatkisérletes és human epidemioldgiai megfigytés alapozva 1,8 mghben hatérozta
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meg az etilén-oxid kotelézérvényi munkalégtér hatarértékét 8 éras sulyozott atlagban
kifejezve. Ehhez hasonléan Magyarorszagon az Et®imadis koncentraciés hatarértéke
1,8 mg/m, melyet a legrévidebb &de sem szabad tallépni a munkahelyeken. Ezzel szemb
az Egyesilt Kirdlysag Egészségligyi és Biztonsagiosdga (HSE) altal megallapitott

hatarérték kevésbé szigoru, 9,2 my(Bdrés stlyozott atlagban).

Egészségkarosito hatas

irritaciot, horghurutot, tuébdémat, tudtagulatot és kdzponti idegrendszeri tlineteket
okozhat, mig hosszl tavu kitettség szirkehalyogddishez vezethet. Vizes oldataival
tortérd kontaktus mind a szemet, mint érbersen irritalja. Egyes megfigyelések szerint

munkahelyen etilén-oxiddal exponattknkdrében megstt a spontan vetélések szama.
Genotoxicitas, mutagenitas, rakikehatas

Az etilén-oxid egy rendkivil reaktiv alkilalo szenely irreverzibilisen kdidik a
sejtek makromolekulainak — igy a DNS molekulanakukleofil csoportjaihoz. Génkarositd
hatdsmechanizmusa nem teljesen ismert, azonbarktkddd képességét nem vitatjak. A
DNS molekulaval legnagyobb szamban N7-(2-hidroit)-gtianinadduktot alkot. Mutagén
tulajdonsagat szamas vitro ésin vivo vizsgalat bizonyitotta. Sejttenyészetekben DNS
szaltoréseket, HPRT génmutaciokat, mikronukleugzddgst, kromoszéma aberraciokat és
testvérkromatid kicseréfiést indukalt. Allatokban és emberben DNS  szalikess
testvérkromatid kicseréflést, kromoszoma aberraciokat, HPRT, p53, H-rastak-
génmutacidkat, mikronukleusz kémEst okozott és a DNS javitd gének expresszidjanak
megvaltozasat idéztedel

Az EtO rakkelének bizonyult inhalaciés allatkisérletekben, melgekan szamos
daganatféleség, tobbek kozott dikk kifejlédését figyelték meg, azonban mind a mai napig
csak korlatozott szamu tudomanyos informaciévatietkeziink az anyag human karcinogén
tulajdonséagardl. Epidemioldgiai vizsgalatok szemminkahelyi EtO expozicié €lsorban
nyirok- és vérképiszervi daganatokat indukal, mig mas tanulmanyolélegiaganattipusok

— embB- és gyomorrak — kialakulasanak hatterében is adtottak. Bar az etilén-oxid gaz
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elstdleges behatolasi kapuja a légutak, nem rendelkeeléy bizonyitékkal a szer léguti
daganatot okozo képességiétUgyanakkor az egri kérhazban etilén-oxid gazzgbonalt
dolgozok korében a haldlozasi aranyszam statisiztikazignifikans ndvekedése részben
tudérakos eseteknek volt tulajdonithatd.

Széles korben elfogadott tény, hogy az etilén-getotoxikus anyag, azonban
annak ellenére, hogy a ftigbjtek képezik szamara az delkeges bioldgiai akadalyt, DNS
karosité hatasat emberi tiidejteken még nem tanulmanyoztak részletesen.

Fenotrin

A fenotrin a szintetikus piretroidok csoportjabetdad rovaréd szer, melyet széles
korben alkalmaznak mégazdasagi és héaztartdsi rovarkastewelpusztitasara, valamint
pediculosis (tetvesség) kezelésére. Bar a fenadnEgyesilt Allamok Kérnyezetvédelmi
Ugynoksége a valészileg nem human rakkélt anyagok csoportjaba sorolta, a szer

genotoxikus hatasarol kevés tudomanyos bizonyitékkalelkezink.

Tulajdonsagok, alkalmazas, expozicio

A fenotrin, mas néven szumitrin, egy szintelen vhaglvanysarga, enyhén szagos
folyadék. Szerkezetileg az I-es tipusu piretroidztieidek csoportjdba tartozik, melyek nem
rendelkeznek ciano funkciondlis csoporttal. A seff$z6r 1969-ben szintetizaltdk és 1977
Ota haszndljadk kiterjedten. Ipari 6éllitasarél és felhasznélasarél nem rendelkeziink
naprakész mennyiségi adatokkal; a vilag éves fentérmelését 1989-ben 70-80 tonnara
becsilte az Egészségligyi Vilagszervezet (WHO). Btindaldszifiség szerint az utobbi
évtizedekben jeletisen tt az alkalmazdsa annak koszomleet hogy a lakossagi
felhasznalasra szant szerves foszforsavészterutipgsényvéd szereket piretroidokkal
igyekeztek helyettesiteni.

Hatdsmechanizmusét tekintve idegméreg, a neurorfabgiltségfiigy Na-
csatorndk zarédasat késlelteti repetitiv akciosemmélt létrehozva, mely végssoron

bénulashoz vezet.
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A fenotrint 6énmagaban vagy kombinacidban tartalmazzamos peszticid
készitmény van forgalomban, melyeket éstyban medgazdasagi és haztartasi
rovarkartewk, illetve fertzd betegségeket terjeézizeltldbl vektorok irtdsara, valamint
terapias célbdl puderek, samponok, krémek hatoahkgeg emberi éskodk (pl. hajtet,
riih) elpusztitasara hasznalnak.

A lakossag tobbféle mddon expondlédhat fenotrinnadlymint haztartasi
aeroszolok belégzésével, fenotrint szenfigént tartalmazo élelmiszerek lenyelésével vagy
pediculicidekkel (tetvesség és riihesség kezelédkatmazott gydgykészitmények) tortén
direkt bSrkontaktussal. A munkahelyi kérnyezetben fokozoxpazicid alakulhat ki,
kiléndsen akkor, ha a peszticid készitménnyel ddigmunkasok nincsenek hatékony
védifelszereléssel ellatva vagy azt helytelenil hagakal

Egészségkarosito hatas

Az emberi idegsejtek érzékenysége a fenotrinnahbee alacsony, ennek ellenére
egyes vizsgalatok altalanos mérgezési tinétamamoltak be exponalt egyénekben, tébbek
kozott szédilést, nyalfolyasrdl, fejfajasrol, faradsagrél, hasmemdie és zajjal és

tapintasélménnyel szembeni ingerlékeny&kgr

Genotoxicitas, mutagenitas, rakkelatas

Bar Escherichia colibaktériumtdrzseken végzett mutagenitasi tesztejathe
eredményre jutottak, a szer genotoxikus hatasat ingyivo allatkisérletben sikerult
bizonyitani. Patkanyokba 14 napon keresztll intigpeedlisan bejuttatott fenotrin nagy
teljesitményi folyadékkromatografias médszerrel (HPLC) detekaabxidativ tipusi DNS
karosodast idézett@h maj- és veseszévetben. Tovabbi, a fenotrin ndut#g genotoxikus
tulajdonséagéara vonatkozé adatok, kiilon6sen magasamdii élslényekben, nem &allnak
rendelkezésre.

A fenotrin rakkeld tulajdonsagatin vivo allatkisérletekben tanulmanyoztak,
melyek kozll két vizsgalatban ndvelte a majrékagtulasi gyakorisagat, azonban ez nem
bizonyult statisztikailag szignifikansnak. Egy vitro kisérletben emberi efithirigybdl

szarmazd hamsejteket kezeltek fenotrinnal, amikbéwvelte a WNT10B proto-onkogén
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expresszidjat. A korlatozott szamu tudomanyos hizékok alapjan a fenotrint az Egyesult

Allamok Kérnyezetvédelmi Ugyndksége a valosiéy nem human rakkélt anyagok
csoportjaba sorolta.
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Célkitiizések

Vizsgalataink soran a sterilizald szerként haszedilén-oxid és a piretroid

rovardb fenotrin genotoxikus hataséat tanulmanyoziokvitro human sejtkultirakon egy

modern és érzékeny genotoxicitasi teszt segitségéve

1.1.

1.2.

1.3.

1.1.

2.1.

2.2.

A tanulmany célkiizései az alabbiak voltak:

Megvizsgalni a tid laphamsejteknek az etilén-oxid alkilald genotosiku
hatdsaval szembeni érzékenységét laboratoriumilrkériyek kozott ustokos
elektroforézis segitségével harom sejttipus: (LE#2 feltételezett célszervét, a
tudét modelled human tud laphamsejtek; (2) az EtO célsejtjeiként nem
azonositott human keratinocitak; és (3) a biologimnitorozasi vizsgalatokban
altalanosan hasznalt izolalt human periférias loitek, doézis-valasz
Osszefliggéseinek dsszehasonlitasa révén.

Megallapitani a vizsgalt sejttipusok érzékenysédntématat az etilén-oxid
alkilalé és a hidrogén-peroxid oxidativ tipusi DREBosité hatasaival szemben.
Gazkromatografias modszer segitségével meghataraznetilén-oxidnak az
alkalmazott sejttipusokban DNS karosodast kiv@tiyyleges expozicios szintjeit,
mely lehebvé teszi ain vivobels dézis modellezését.

Ujraértékelni az etilén-oxidra vonatkoz6 1,8 mises munkalégtér hatarérték
megfelebségét.

Béviteni a fenotrinra vonatkozé toxikol6giai ismetete oly moédon, hogy
genotoxikus képességét laboratoriumi korlilményelz6#6 human periférias
limfocitdkon és human hepatocita sejtvonalon Ustédéktroforézis segitségével
tanulmanyozzuk.

Felulvizsgalni a fenotrin hasznélatdhoz kapcsolddienlegi szabéalyozasok

megfelebségét.
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Anyagok és modszerek

Sejtkultirak

Az emberi periférids vérmintadkat véna punkciévaédeszséges, nemdohanyzé
férfi donortdl (kor: 25-30 év) heparint tartalmazékuumkcsovekbe (BD Vacutainer
Systems, Plymouth, Egyesilt Kiralysag) vettik. mfbcitakat Histopaque-1077 médiumos
siiriiség-gradiens centrifugalassal valasztottuk el.

A 1. tipus human alveolaris epitelidlis sejtek5@9) a Birminghami Egyetem
Foglalkozas-egészségligyi Intézélébzarmaztak. Az eredetileg tticadenocarcinomabdl
szarmazd sejteket, mirin vitro modell sejtvonalat, széleski@n alkalmazzak a tidd
epitélium sejtbiolégiai folyamatainak tanulmanycnés

A lapham sejteket (HaCaT, immortalizalt human Kedita sejtvonal) a
Debreceni Egyetem dBgydgyaszati Klinikdja biztositotta szamunkra. Atemal széles
kdrben elfogadotin vitro megfelebje az emberi keratinocitaknak.

A human hepatoblasztéma erddesejtvonal (HepG2) az amerikai ATCC
sejtbankbol (Manassas, VA, USA) keriilt beszerzésedy a toxikoldgiai vizsgalatokban a

majsejteket reprezentalé gyakran hasznalt sejtvonal
Expozicio

Az adherens sejteket (A549, HepG2 és HaCaT) al&fetmegeizé napon 12
lyukl sejttenyésst lemez 6 Uregébe (2xiGejt/lyuk) oltottuk le, melyek egy éjszakan
keresztiil 80-90%-0s 0Osszefitggsejtréteget formaltak. Az izolalt human periférias
limfocitakat a kisérlet napjan 2xa6ejt/ml sirliségben 12 lyuki lemez 6 iiregébe osztottuk
el.

Etilén-oxid esetében 0, 20, 50, 100, 500 pM-os, mdgogén-peroxid esetében 0,
1, 2, 5, 10 pM-os koncentraciokkal végeztik a kismltet. Az alkalmazott
koncentraciétartomany nem okozott jelentsejtpusztulas. A sejtek kezelése a medfelel
sejttenyés#t médiumban zajlott 37°C-on 1 6raig.

Fenotrin esetében 0, 20, 50, 100, 500, 1000 pMeosdntraciokkal végeztik a
kezeléseket, melyek nem idéztek skamottet sejtpusztulast. A fenotrinnal, valamint a

10
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kontrollként alkalmazott olddszerével (metanoltdds kezelés a megfelelsejttenyés#t

médiumban zajlott 37°C-on 1 6raig.
Etilén-oxid koncentraciéjanak meghatarozasa gazkroratografias modszerrel

Az etilén-oxid aktiv koncentraciéjanak valtozasaz dnkubacié soran
gazkromatografias eljarassal kdvettiik nyomon. A2 Eizes oldatban tdrténmennyiségi
meghatarozasahoz HP 5890 tipusu, langionizaciésktbetal, HP 7673 automata
mintave\bvel (Hewlett-Packard, Wilmington, USA) és ,split’njektorral ellatott
gazkromatografot hasznaltunk. A kromatograf egy BT U tipust, 30 méter hosszd,
0,32 mm bels atmésjii, 10 um rétegvastagsagu divinil-benzol/etilén-dhttimmetakrilat
bevonaty kromatogréafids oszloppal (Agilent Techg@s, Palo Alto, CA, USA) volt
felszerelve.

Az analitikai mérések elvégzése a genotoxikus wizdgkkal azonos
korilmények kozott tortént. Az inkubacio 0., 15),,345. és 60. percében 1 ml sejttenygszt
médiumot Eppendorf 6be pipettaztunk, 0°C-ra {itbttik, lecentrifugéltunk, majd a
fellUszot a kromatografias mérésig 1,5 ml-es légesen zar6do ivegcsébe pipettaztuk at.
A teljes inkubaciés idre vonatkozd tényleges expozicids szinteket az Bi@iv

Eletképességi teszt

A sejtek életképességét kezeléstteles utan kombinalt fluoreszcens festési
eljarassal, Calcein AM és 7-AAD fluoreszcens feskét felhasznalva vizsgaltuk. A
Calcein AM (calcein-acetoximetilészter) olyan nelmofeszcens, apolaris molekula, ami
passzivan bejut a sejtekbe, és ott endogén ésaterdaz AM csoport hasitasaval
fluoreszcens calcein anionna alakitjak, mely a ptomaban marad. A 7-AAD (7-
aminoactinomycin D) egy DNS-interkalalé festék, ynak elpusztult vagy haldoklé sejtek

plazmamembranjan athatol, de a& g#jtekén nem.
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Genotoxicitasi teszt

A DNS karosodas detektaldsara a Singh és munkatdtakkifejlesztett Ustokos
elektroforézis alkalikus valtozatat alkalmaztulsébb mdédositasokkal. Az egyik oldalukon
érdesitett, zsirtalanitott targylemezekétzetesen 1%-0s normal olvadaspontu agar6z géllel
(NMA) fedtiink, melyet megszilardulas utan eltawatlitnk. Ezutan egy Uj 1%-0s NMA
réteget szélesztettiink a targylemez felszinére,78%-0s alacsony olvadaspontu agar6z
gélben (LMA) szuszpendalt sejteket (~2%HE@jt/lemez) felvittik az 1%-os NMA rétegre,
melyet egy tovabbi 0,75%-0s LMA réteggel fedtlinkgé megszilardulasa utan a lemezek
fénytl elzart, 4°C-os lizal6é oldatba kertltek min. 1 @xdA citoplazma emésztése utan a
lemezeket 20 percre horizontalis elektroforézis biedd 166 jéghideg alkalikus
elektroforézis pufferbe helyeztik, hogyéstgitsik a DNS szélak szétvalasat és a
bazishianyos helyek felszakadasat. A 20 percig &letktroforézis ugyanebben a kézegben
zajlott 0,8 V/icm (~300 mA) fesziltséglektromos teret alkalmazva. A lemezeket végll
neutralis kémhatasu pufferrel mostuk 3 alkalomrhaly eltavolitsuk réluk a ligot és a
felesleges sokat. A lemezeket szaritds utan etithromiddal festettilk és 4°C-on nedves
kamraban taroltuk a mikroszkopos megtekintésig.ddimmintabdl két parhuzamos lemezt
készitettlnk.

Adatelemzés

A fluoreszcens jel detektaldsat Zeiss Axioplan lapieszcens mikroszkoppal
végeztik, melyhez 50 W-os higarigglampa, CCD kamera és Ustokds képelesmftver
csatlakozott. A lemezeket 400x nagyitassal digifdtiik.

Az életképesség megallapitasa soran FIT@észalkalmaztunk a calcein, mig
TRITC s4irét a 7-AAD gerjesztéséhez. A tulélési arany kiszasdihoz lemezenként 10
véletlenszdien kivalasztott meden szamoltuk le a sejteket (10-30 sejt/latGineAz
életképességet az ismételt kisérletekben meghatarads/elpusztult sejtek atlagos
szazalékos aranyaval fejeztiik ki és elemeztiksgtitai modszerek segitségével.

A genotoxicitas megallapitasa soran FITGrézalkalmaztunk az etidium-bromid
gerjesztésére. Lemezenként 50-50 (100/minta) edlstkiien kivalasztott sejtmagot
digitalizaltunk. A DNS karosodas mérését Comet lenag.2.2.1. képelendz program
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segitségével, automata-mérési lizemmaddban végettikely sordn a szoftver altal
szarmaztatott cs6va DNS tartalmat (TD, %-ban), akdsgszt (TL, pm-ben) és a tail
moment értékeket (tail moment = cséva DNS tartaloosévahossz) regisztraltuk a DNS
karosodas szams#sitése céljabol. A DNS karosodas szintjét az islin&tsérletekben
megfigyelt értékek medianjainak atlagaként fejezkik E median értékek szolgéaltak a
statisztikai elemezések alapjaul.

Az etilén oxid és hidrogén-peroxid expozicids Kitéket tiid laphamsejteken és
keratinocitdkon harom, mig az egy donortol szarngedérias limfocitakon 6t alkalommal
végeztik el. A fenotrin expoziciés vizsgalatokapdtecitdkon harom, mig az 5 donortdl
szarmazé periférias limfocitakon 6t alkalommal b&itk végre.

A DNS kéarosodasi értékek és az egyes kémiai any&gokentracidi kozotti
statisztikai 6sszefiiggés vizsgalatara Pearsorlifédaris regresszids elemzést hasznaltunk.
A kemikaliak kiilonb6d koncentracioi altal indukalt, az ismételt kisérldien megfigyelt
sejtéletképesség atlag értékeit, valamint a DNSdattas ismételt kisérletekben megfigyelt
median értékeit Student féle kétmintas t-probavabkonlitottuk a kezeletlen sejtek

alapértékeihez. A szignifikancia 5%-os (p<0,05ysiikancia szinten volt értelmezve.
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Eredmények
Etilén-oxid
Az etilén-oxid aktiv koncentracidja

A sejttenyésit folyadékban Ié§ etilén-oxid koncentracioja azddiiggvényében
fokozatos csokkenést mutatott a sejtek 1 oras ibidfa soran. A cstkkenés lteme az
inkubécids fazis kezdetén volt a leggyorsabb, neajdds elsrehaladtaval nagymértékben
lecstkkent. Noveky kezdeti koncentracioknal aranyosan egyre keveEéBhmaradt oldott
allapotban a sejttenyééztkdzegben, azaz magasabb do6zisok nagyobb csokkenést
produkaltak. A médiumbdl a bemért etilén-oxid maeagének 18%-a (20 uM), 35,8%-a
(50 uM), 44,5%-a (100 uM) és 52,5%-a (500 uM)dsatérbe parolgott az 1 Oraig tartd
inkubacié folyaman. A teljes inkubaciéséi@ vonatkozé atlagos expoziciés szintek a
kezdeti koncentraciéhoz képest jelisen alacsonyabbak voltak: 16.4 uM, 32.1 pM, 55.5
UM, 237.5 uM.

Etilén-oxid citotoxikus hatasa

A vizsgalt sejttipusok életképességét a 0-237.5 ubftilén-oxid
koncentraciétartomanyban kombinalt fluoreszcengésel vizsgalva minden esetben 88%
felettinek talaltuk. Az 1 Oras etilén-oxid kezelés sejtéletképesség kismériék
koncentraciéflig§ csokkenését okozta.

Etilén-oxid altal indukalt alkilaciés DNS karosodas

Az alkilalé hatasu etilén-oxid a 0-237,5 uM koncénidtartomanyban a cséva
DNS tartalom és a csOvahossz paraméterekkel jel&E karosodas dozisfiigg
emelkedését hozta Iétre mindharom sejttipusban.

A tidd laphamsejtek karosodasi értékei kozel linearizefiggést mutattak az
expoziciés szinttel. Az EtO a cséva DNS tartalongyfiekii novekedését (t6bb mint 8-

szoros) okozta az alkalmazott koncentraciotartodpany amely mar a legalacsonyabb
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koncentraciénal (16,4 uM) statisztikailag szigréafilsnak bizonyult. A sejttipusok kdzil a
tids laphamsejtek cséva DNS tartalma volt a legmagasabbl6,4-55,5 uM
koncentraciotartomanyban. A DNS kérosodastéjelzévahossz paraméter tekintetében a
kezeletlen sejtek alapértékeihez viszonyitott sttikiailag szignifikans ndvekedést (t6bb
mint 8-szoros) 55,5 pM-os EtO kezel#sapasztaltunk. A teljes koncentracidtartomanyban
a tudb laphamsejtek produkalték a leghosszabb listokdgikat

Limfocitdk és keratinocitak esetében a csova DNBaltan statisztikailag
szignifikdns emelkedése volt megfigyelhed2,1 és 55,5 uM EtO koncentracioktol.
Csoévahossz tekintetében a statisztikailag szigamisikkilonbséget limfocitdkban 16,4 pM-
tél, mig keratinocitdkban csak 237,5 uM-0s kezalbsmapasztaltunk. A fels
koncentraciétartomanyban (32,1-237,5 uM) a kerattak rendelkeztek a legalacsonyabb
DNS kéarosodasi értékekkel.

Linedris regresszios elemzéssel statisztikailagn#fikans pozitiv 6sszefliggést
mutattunk ki a DNS karosodasi értékek és az alkabthakoncentraciok kozott. A
legmeredekebb emelkedést &lithphamsejtek (TL,S = 0.029) és limfocitak esetében
tapasztaltuk (TD§ = 0.211).

Hidrogén-peroxid citotoxikus hatasa

A vizsgalt sejttipusok kombinalt fluoreszcens festt kimutatott életképességét
minden egyes kisérletben 87% felettinek talaltuk.1A6ras HO, kezelés a sejtéletképesség

csak kismérték dozisfiigg csokkenését okozta az alkalmazott koncentracasteémyban.

Hidrogén-peroxid altal indukalt oxidativ DNS karosadas

A vizsgalt sejttipusokat 0-10 uM koncentracidjurbgén-peroxiddal kezeltiik az
oxidativ és alkilalé DNS karosito hatassal szemberékenységik dsszevetése céljabal.

A H,O, a DNS karosodas dozisfifgjgemelkedését hozta létre mindharom
sejttipusban. A tiid laphamsejtek rendelkeztek a legkisebb karosodéskekkel a teljes
koncentraciétartomanyban. Alacsony koncentraci@aeléseknél (1, 2 uM) jelentéktelen
mértéki DNS karosodast detektaltunk mind duldphamsejtekben, mind keratinocitakban.

A csOva DNS tartalom és a csévahossz paramétertszsikailag szignifikdns névekedését
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limfocitdk esetében 2 uM-os, a masik két sejttipasetében csak magasabb
koncentracioknal (tidl laphamsejtekben 5 pM-nal, keratinocitdkban 10 |&Y-n
tapasztaltuk.

Linearsi regresszios elemzéssel statisztikailagn#fikans pozitiv 6sszefliggést
talaltunk a DNS kérosodasi értékek és az alkalmazqtozicids szintek kdzoétt, mely ttid
laphamsejtek esetében volt a legkevésbé kifej€ebits = 1.441; TL,S = 0.293).

A restrikciés endonukleaz (Fpg) kezelés altal kimmntt oxidativ tipusi DNS
karosodast az enzimkezeléssel és anélkil megfiggdltmoment paraméter értékeinek
kildnbségeként fejeztuk ki. Limfocitdkban és keratitdkban a kD, dozisfuigg mddon
ndvelte az Fpg altal detektalhatd oxidativ DNS kédas szintjét, azonban ez az emelkedés
egyik koncentraciénal sem bizonyult statisztikaitaignifikansnak. Tudl laphamsejtekben

az Fpg éltal detektalhatd oxidativ DNS karosodagéké minimalis volt.

Fenotrin

Fenotrin citotoxikus hatasa

Az 1 oras fenotrin kezelés csekély métitékoncentraciofiigy sejtpusztulast
indukalt mind periférias limfocitakban, mind hepatakban. Mindkét sejttipus viszonylag
magas, legalabb 77%-os tulélést mutatott minden elésrél az alkalmazott
koncentraciétartomanyban.

Fenotrin genotoxikus hatasa

A fenotrin a cs6va DNS tartalom és csévahossz paterekkel jelzett DNS
karosodés dozisfiggemelkedését hozta létre mindkét sejttipusban, egy¢rtelnien utal
a vizsgalt peszticid genotoxikus képességére.

A genotoxicitast jeld paraméterek értékeire folyamatos emelkedés Jtgnjes a
teljes koncentraciotartomanyban, mely perifériagdcitak esetében 20 uM (TL) és 50 uM
(TD), mig hepatocitak esetében 50 uM (TD) és 100 (IM) koncentracioktol valt
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statisztikailag szignifikanssa. A periférias limitd& a fel$ koncentraciétartomanyban (50-
1000 pM) Iényegesen nagyobb DNS karosodasi értékélitak, mint a majsejtek.

A DNS kéarosodasi értékek és az alkalmazott keZeld€ezdtt statisztikailag
szignifikans pozitiv 6sszefliggést talaltunk minufocitak, mind hepatocitak esetében. A
meredekebb emelkedést periférias limfocitakbandliggttik meg (TDg = 0.066; TL,8 =
0.005).

Fenotrin altal indukalt oxidativ DNS karosodas

A fenotrin DNS kérositdé hatdsmechanizmusét az éxid@rosodas kimutatasara
alkalmas restrikcios endonukleaz emésztéssel iviasggltuk, melyet az Fpg jelenlétében
és hianyaban medfigyelt tail moment paraméter éiék kulonbségeként fejeztiink ki. A
fenotrin Fpg kezelés altal kimutathatd, bar a lketlmh sejtekhez képest statisztikailag nem
szignifikdns mérték doézisfiigé oxidativ DNS karosodast idézett el hepatocitakban és
periférias limfocitdkban egyarant.

Mindkét sejttipusban szignifikans 6sszefliggés wgyanakkor megfigyelhét
linearis regressziéval az alkalmazott koncentraé®k fenotrin altal kivaltott oxidativ DNS
karosodéas értékei kozott. A limfocitdk az oxidaBNS karosodasi szintek meredekebb
emelkedésétf( = 0.001) produkdlték a teljes koncentraciétartopbam, ami nagyobb
érzékenységukre utal.
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Megbeszélés

A kemikalidk, koztlik a kilénbdizbiocid vegyiiletek egyre ndvekvmértékben
tortérd eldallitasa és felhasznéalasa alatdmasztja az altklokott egészségugyi kockazatok
felderitésének fontossagat. A kezdeti genotoxilaresodasok alapueszerepet jatszanak a
rosszindulati daganatok kialakulasaban, ezért aida@k genotoxikus tulajdonsagainak
jellemzése elengedhetetlen feltétele a hatékonyegkbz6 intézkedések megtervezésének
és végrehajtasanak.

Kutatasaink soran két, egyes munkahelyeken és olyto mindennapi
kdrnyezetiinkben is &orduld biocid vegyllet, az etilén-oxid és a femotgenotoxikus
képességét tanulmanyoztuk laboratoriumi korilményeizott Ustokos elektroforézis
segitségével. Egyik célunk volt megvizsgalni a¥éetoxid alkilalé hatasanak a thk
kialakulasédban betoltott szerepét dudaphamsejteknek, periférias limfoctdknak és
keratinocitdknak az etilén-oxid alkilalé és a higita-peroxid oxidativ tipusti DNS karosito
hatdsaival szembeni érzékenységi mintazatanak limszelitasa révén. Kutatasaink masik
célia a szintetikus peszticid fenotrin hasznalatatkapcsol6dé genotoxikus kockazat
Ujraértékelése volt a vegyllet DNS karosité hat@isdnuman periférias limfocitakon

valamint majsejteken tortérvizsgalata révén.

Etilén-oxid genotoxikus hatasa

Az etilén-oxid egy jelersis, alkilalé hatasu biocid vegyulet, melyebsderetettel
hasznélnak &erzékeny anyagok alacsonydrhérsékleten tortén kémiai sterilizalasi
folyamataiban. A Iégnetntoxinok el$dleges védelmi vonalat a ticepitélium képezi,
melyben igy a daganatos elfajulas kockéazata is leaett. Allatkisérletes megfigyelések
szerint a belélegzett EtO gaz tiidk kialakulasdhoz vezethet, azonban emberekbeera s
tudérak okozo képességét még nem sikerilt egyétimhrbizonyitani. Bar genotoxikus
képessége egyértefien igazolt, DNS karosité hatdsat még nem vizsgdatékdbbsl, mint
lokdlis hatasanak feltételezett &@lteges célszervéb szarmazé sejteken. Vizsgalatainkat
ugyancsak indokolja, hogy a tigkovetnek alkilalé tipusi DNS karositd hatasokkal
szembeni érzékenysége még mindig nem bizonyitgéregmien.
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Eredményeink alapjan az etilén-oxid a vizsgalt lemiacidtartomanyban
nagymértélk DNS karosodést idézettéehuman tid laphamsejtekben. A szignifikans
genotoxikus karosodast kivaltd legkisebb EtO kom@em 16,4 uM volt. A limfocitak a
tudésejtekhez viszonyitva valamelyest kisebb érzékeagetsénutattak a szer alkilalé
hatdsaval szemben. A keratinocitdk a masik kétipefthoz viszonyitva meglelésen
ellendllénak bizonyultak és csak magas koncentiiacikezeléseknél szenvedtek
statisztikailag szignifikans genotoxikus karosod&edményeink alatdmasztjdk azokat a
korabbi megfigyeléseket, miszerint a szintén di&ilhatasi mustargaz jelést DNS
karosodast okozott tédlaphamsejtekben és fehérvérsejtekben. Egy, azdetd@toxikus
hatasat kilonbd human sejtvonalakon (stokds elektroforézissel gélls korabbi
tanulmany a limfocitak és keratinocitak EtO-val rbeni érzékenységi mintazatat az
altalunk megfigyelthez nagyon hasonlonak talalta.

Az EtO alkildld hatasaval szemben mutatott nagyfokrzékenységikkel
ellentétben a titd laphamsejtek felinéen ellendlléak voltak a hidrogén-peroxid oxidativ
tipusi DNS kérositd hatdsaval szemben, amely éséijteknek a masik két sejttipushoz
viszonyitott alacsony sziiit DNS karosodasaban nyilvanult meg. A DNS karosodas
statisztikailag szignifikans emelkedését d&lidaphamsejtekben csak 5 pM, mig
limfocitdkban mar alacsonyabb koncentracional (2 pidgfigyelhettik.

Az Fpg enzimes emésztés egyérielrhl,O, altal indukalt oxidativ DNS
karosodast detektalt limfocitakban és keratinotitdlk mig tid laphamsejtekben az
oxidativ  karosodas  jelenlétét nem  sikerllt  kimutatnaz  alkalmazott
koncentraciotartomanyban. A tidlaphamsejtek fokozott rezisztencidjanak hatterében
felteheben a tldszovet folyamatos oxidativ stressznek vald kitgaséllhat, amibl
kifolyélag a sejtek hatékony antioxidans védeékemechanizmusokkal rendelkeznek.
altalanos elképzelésekkel.

Vizsgalatunk tovabbi figyelemre méltdé megallapitdsagy az 1 6ras inkubacio
soran a sejteket korllvévtapfolyadék etilén-oxid koncentracidja gazkromaédigs
moddszerrel meghatarozva jelést mértékben lecsokkent, amit az EtO Bels
dozisterhelésének becslése soran sziikséges figyeleemniink. Az EtO teljes inkubéacios
idére jellem# éatlagos expozicids szintjei lényegesen alacsorajalbltak, mint a kezdeti

koncentraciék, mely az EtO illékony tulajdonsagawalgyarazhato.
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A Kkisérleteinkben alkalmazott alacsony EtO koncmifék megfeleltethék a
munkahelyi expoziciék kovetkeztében az emberi vérbBealakuld szintnek, mely
nagymértékben fiigg az etilén-oxid aktualis Iég@ndentraciojatéiBrugnone és mtsaaz
etilén-oxid légkori és vérkoncentracidjanak 6ssggéisét vizsgalva megallapitottak, hogy
az EtO szérum szintje éatlagosan 3,3-szorosa a &detly levegben mérhet
koncentracionak. Ennek értelmében a genotoxikoidkigérleteink soran szignifikans
genotoxikus kéarosodast létrehozé legkisebb hatdépis (16,4 pM) 233 mg/ires légtér-
koncentracié eredményeként johet létre, melyet ssamlkalommal mértek mar egyes
munkahelyeken. Figyelembe véve a rakkelbyagokra az alacsony doézistartomanyok nem
linearis extrapolacidja és az egyéni variabilitasiatin altalanosan alkalmazott
bizonytalansagi tényéket, eredményeink alatdmasztjdk az etilén-oxid UBA- és
hazankban hatalyos 1,8 mdhes munkalégtér hatarértékének megéekintjét, azonban
felhiviak a figyelmet az Egyesilt Kirdlysagban migtott indokolatlanul magas, 9,2
mg/nt-es hatérértékre.

Osszefoglalva, a tiddlaphamsejtek fokozott érzékenységet mutattak sénet
oxid alkilalé, mig jelends rezisztenciat tanusitottak a hidrogén-peroxidiatkv tipusi DNS
karosité hatasaval szemben. Medfigyeléseink al&atak azt a feltételezést, miszerint a
tids laphamsejtek az etilén-oxid és egyéb alkilalo gexikus agensek érzékeny célsejtjei

lehetnek, illetve hogy EtO expozicid szerepet J&sa tidrak kialakulasaban.

Fenotrin genotoxikus hatasa

A szintetikus piretroidok csoportjdba tartozé femot kilénféle haztartasi
rovarkartevk és szunyogok elpusztitdsara széles korben alkabinaovarirtdé szer,
melynek direkt DNS karositd hatasardl kevés isnmretendelkeziink. Genotoxikus
képességét csupan egyetlen tanulmany szamolt be, melybernatfin altal indukalt
oxidalt DNS bazisok megjelenését vizsgaltak patkéingnaj- és vesesejtieiben. A szert
0,2%-0s (~6 mM) koncentraciéban tartalmazoé rovakirmutagén hatasat Ames teszttel
vizsgalva korabbi tanulmanyok negativ eredménytettiak. Allatkisérletekben a fenotrin
novelte egyes majdaganatoksferdulasi gyakorisdgat, azonban ez statisztikaitegm
bizonyult szignifikdnsnak. Egy masik tanulmany é&mk kialakulasaval hozta

Osszefliggésbe, viszont tovabbi vizsgélatok nemgatjk ala rakkedi tulajdonsagat.
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Eredményeink alapjan a fenotrin periférias limfakian és hepatocitdkban a
DNS kéarosodas jelets, koncentraciéfiiggemelkedését hozta létre szamaiteitotoxikus
hatds nélkil. A genotoxicitast jélzparaméterek értékeire statisztikailag szignifikans
ndvekedés volt jellendz periférias limfocitak esetében 20 UM (csévahossa)amint
majsejtek esetében 50 pM (cs6va DNS tartalom) kungeidtdl. A hepatocitak
érzékenysége alacsonyabb volt a fenotrin genotexikatasaval szemben, melynek
hatterében feltehéén a majsejtek aktiv méregtelénfitinkcidja allhat.

Mindkét sejttipusban Fpg kezeléssel kimutathatétékigroxidativ tipusi DNS karosodas
volt medfigyelhe, amely azonban statisztikailag nem bizonyult sfiginsnak.
Mindazonaltal vizsgalatunk felhivia a figyelmet @nétrin egyértelin genotoxikus
képességére, hiszen azéetdyan kisérletes eredményeket szolgaltatja, mesgagnifikans
DNS karositd hatasrol szamolnak be mar  alacsony krémiolos)
koncentraciétartomanyban.

A lakossag elssorban a haztartasi rovar- édited szerek hasznalatabdl eéet
és az emiatt esetlegesen beszennyezett élelmideengiésével exponalédhat fenotrinnal,
emellett jelends munkahelyi expozicié is kialakulhat. A fenotrizelettel kivalasztott
metabolitjai hasznos expoziciés biomarkerként s#blgnanak, azonban jelenleg nem
rendelkeziink elegefid a fenotrinra vonatkozd toxikokinetikai ismeret&ihoz, hogy a
lebontasi termékek vizeletben mért szindjéd fenotrin endogén koncentracidjara vagy akar
az azt létrehozd kornyezeti expozici6 mértékére elidpztethessiink. A fenotrin
metabolizmusat jellendz megbizhaté toxikokinetikai adatok hianyaban neshetséges
megbizhaté médon megbecsiilni a vizsgalatunkbarnadizatt koncentracioknak megfeiel
vizelet metabolit szinteket. Jelenleg csak néhd&ampptrinhoz hasonlé piretroid tipusu
peszticidbl rendelkeziink adatokkal, melyek lebontési terntékairi munkasok vérében és
vizeletében hataroztdk meg. A fenvalerat vizeletb@nt koncentracioja 0,044 pM volt,
mig a cipermetrin plazmakoncentraciéja elérte 88 JyM-0s szintet, &m ezen peszticidek
toxikokinetikai jellemzi eltérhetnek a fenotrinétdl.

Osszefoglalva, eredményeink azokl&6z6tt szolgaltatnak kozvetlen bizonyitékot
arra, hogy a fenotrin kimutathaté genotoxikus képggel rendelkezik. A vizsgalatainkban
alkalmazott alacsony (mikromdlos) koncentraciotaday kozelit, bar valamelyest
meghaladja a fenotrin expozicidnak kitett szemédgeka gyakorlatban feltételezben

kialakul6, mas szintetikus piretroidok toxikokir&ti adataibdl becsilh&gt bels
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koncentraciét. Mindazonaltal a genotoxikus hatasetochasztikus jellegéb fakaddan,
miszerint nem allapithatd meg biztonsagos kiiszGbd@ DNS karosodas leléstge
alacsonyabb koncentraciotartomanyban sem zarhat® lézer toxikus tulajdonséagaira
vonatkozé korlatozott szamu adat, valamint a priggiszekunder sejtkultirakon altalunk

megfigyelt pozitiv eredmények fényében a fenotriengoxikus hatasanak részletes
feltarasara tovabbi vizsgalatok sziikségesek.
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Kovetkeztetések és ajanlasok

e Az Ustokds elektroforézis alkalikus valtozata atkas és érzékeny mdédszernek
bizonyult az egyedi sejtek DNS karosodasanak kitaséaa, lehéwé téve a
kilonbo® jellegi DNS karositd hatasokkal szemben érzékeny sejtipus

azonositasat.

e Az etilén-oxid 0-237,5 uM-os, valamint a hidrogérergxid 0-10 pM-os
koncentraciétartomanyban doézisfidggdPNS karosodast hoz Iétre human dud
laphamsejtekben, periférids limfocitdkban és keaaitakban jeleris mérték
sejtpusztulas éldézése nélkul.

e A tuds laphédmsejtek fokozottan érzékenyek az EtO alkild@dasara, azonban
nagyfoku rezisztenciat tanusitanak aOkl oxidativ DNS karositd hatasaval
szemben.

A tudd laphédmsejtek az EtO alkilalé hatasénak érzékengejtiei lehetnek,
ezaltal EtO expozicié ésegitheti a tigrak kialakulasat.

+ Eredményeink megésitik az etilén-oxid USA-ban és hazankban hatalyos
munkalégtér hatarértékének megfélskintjét (1,8 mg/r), azonban felhivjak a
figyelmet az Egyesiilt Kiralysagban alkalmazott ikolatlanul magas (9,2
mg/nT) hatarértékre.

» A fenotrin 0-1000 pM-os koncentraciotartomanybanmisfigg DNS karosodast
hoz létre human periférids limfocitdkban és heptikban szamottéy mértéki
sejtpusztulas éldézése nélkiil.

e A fenotrin kimutathaté mértdékoxidativ tipusi DNS karosodas idé# alvizsgalt
sejttipusokban.

« Ajanlott a fenotrinhoz kapcsolédo egészségi vestéfglilvizsgalata tekintettel a
vegyulet lehetséges DNS karosité hatasara.

e A szer expozicidjanak és ezéltal potencialis eggg@mositd hatasainak
minimalizalasa érdekében javasolt a fenotrin tanfaltermékek kortltekist
hasznélata és a kozvetlen emberi alkalmazasanaléker
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