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1. BEVEZETES, IRODALMI ATTEKINTES

1.1. Etilén-oxid

Az etilén-oxid (ETO) egyike a legismertebb epoxid vegyiileteknek. Ennek az iparban
szamos helyen hasznalt anyagnak a mutagén hatdsa régdta ismert. Karcinogenitasat
allatkisérletes adatok egyértelmiien tdmasztjak ald, s human epidemioldgiai tanulmanyok is
valoszinlsitik. Az etilén-oxidot a Nemzetkozi Rakkutatd Intézet (IARC) egyértelmiien
rakkeltd hatdsunak mindsitette, s az 1. kategéridba, a bizonyitottan human karcinogén

vegyiiletek kozé sorolta.

1.1.1. Tulajdonsdagok, expozicio

Az etilén-oxid (C,H40) szintelen, ¢édeskés, ¢éterhez hasonlatos szaghh  gaz.
Molekulaszerkezetileg gytiriis éter vegyiilet, ennek kdszonhetd fokozott reaktivitdsa. Az
erésen gyulékony ETO széles korben hasznalt vegyipari intermedier. Antimikrobas hatésa
okan tobb helyen alkalmazzdk tisztitd, fertdtlenitd és sterilizald szerként. Az €lelmiszeripar
¢lelmiszerek fertdtlenitésére, az egészségiigy orvosi eszkozok sterilizalasara hasznalja.

Emberi expozicid elsdsorban munkahelyi kdrnyezetben inhalacié utjan kovetkezik be, mely
foként az etilén-oxidot eldallitd vegyipari, az azt feldolgoz6 milanyagipari, valamint a gazt
sterilizalasra hasznal6 élelmiszer-, orvosi eszkoz- €s gyodgyszeripari lizemekben, €s korhazak
orvosi eszkozoket sterilizalo egységeiben fordul eld. A koérhdzak ETO gazsterilizatorait
miikodteték altal elszenvedett expozicios szint az iparhoz hasonléan 0,1-20 mg/m’® kozott
jellemzé 8 oOrés sulyozott atlagban. A legmagasabb légtér-koncentraciok (akar néhany ezer
mg/m’) kialakulasa a sterilizalasi folyamat végén a sterilizalo ajtajanak kinyitasakor és a gaz
leengedésekor, valamint a gadzpalackok cseréjekor kdvetkezhet be, és Osszefiiggésbe hozhato a
sterilizald nem megfeleld tervezésével, karbantartdsaval, illetve hasznalataval. Egy
magyarorszagi megyei korhdz névértartdzkodojaban — ahol ETO gézsterilizatort mikddtettek
1976-1992 kozott szabalytalanul — mért 1égtér koncentraciok 5-150 mg/m’ tartomanyban

mozogtak.



1.1.2. Akut és kronikus egészségkdrosito hatds

Az etilén-oxid akut toxicitdsa jelentds. Lokalis heveny hatasként erdsen irritalja a bort és
nyalkahartyakat. Szisztémdsan gyakran idéz eld altalanos panaszokat, sulyosabb esetben
beszédzavarok, inkoordinacio 1éphet fel. Nagy dozisban tiidovizeny6t, narkozist okoz.

Kronikus ETO expozicio katarakta képzddését idézi elé szemen, okozhatja a 1égzérendszer
¢és a bor kronikus gyulladasat, a borre szenzibilizalo hatdssal lehet. Kronikus kitettség a méj, a
periférids és a kozponti idegrendszer karosodasdhoz vezet. Az ETO késoi toxikus hatdsai
kozott emlithetd, hogy embriotoxikus és teratogén. A munkahelyen etilén-oxiddal exponalt
ndk kozott megnd a spontan vetélések szdma, beszamoltak férfi fertilitast csokkentd hatasarol

iS.

1.1.3. Genotoxicitis, mutagenitds, rakkelto hatas

Az etilén-oxid a tobbi epoxid vegyiilethez hasonléan direkt modon alkildlo anyag. Nagy
reaktivitdsanak koszonhetden a sejtek makromolekulaival — nukleinsavakkal és fehérjékkel —
adduktokat képez. Az ETO alkilalni képes egyes fehérjék (pl. hemoglobin) aminosav
oldallancait, valamint a DNS bazisait (purin bazisok) és foszfat csoportjait. A modosulas
elsésorban az N-7-guanin helyen kovetkezik be N-7-alkil(hidroxi-etil)-guanin képzdédésével,
aminek kovetkeztében a guanint a dezoxiribdéz gytrihéz kapcsold glikozil kotés
destabilizalodik, gyakran spontdn bazisvesztést idézve eld. Emellett a mddosult bazisokra
specifikus N-glikozilazok miikddése is hozzdjarul a purin bazis hianyos helyek szdmanak
emelkedéséhez.

Az ETO genotoxikus és mutagén tulajdonsigait szamos in vitro vizsgalat, in Vvivo
allatkisérlet és human epidemioldgiai tanulmany bizonyitotta. A Salmonella typhimurium
Ames reverz mutacios tesztben az ETO pozitiv eredményt adott egyes torzsekkel, képesnek
mutatkozott DNS  szaltoréseket, hipoxantin(guanin)-foszforibozil-transzferaz (HPRT)
génmutaciokat és testvérkromatid kicserélodést indukalni sejtkultirakban; HPRT mutécidkat,
kromoszomakarosodast, mikronukleusz képzddést és testvérkromatid kicserélddést 1étrehozni
allatokban; valamint DNS szaltoréseket, kromoszomakarosodast ¢és testvérkromatid
kicserélodést eldidézni az emberi szervezetben.

Bar az etilén-oxid belélegezve szamos daganattipus kifejlédését indukalta allatkisérletekben,
az epidemiologiai vizsgalatok ellentmondasos eredményeket szolgaltattak az anyag human
karcinogén tulajdonsagéar6l. Norman ¢és mtsi. vetették fel az ETO expozicié lehetséges
szerepét az emldrak kialakuldsaban, de a hipotézis maig vitatott. Amellett, hogy elfogadottan

képes leukémiat és limfomat eldidézni, szdmos vizsgalat mutatott ra az ETO egyéb
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daganattipusok, példaul emlérak kialakulasdban betdltott szerepére, mig mas tanulmanyok
negativ eredményre jutottak.

Daganatos betegségek, koztiik emlérak, halmozodasat figyelték meg az egri Markhot Ferenc
Korhaz dolgozoi kdzott. A rakos megbetegedések fokozott incidencidjanak hatterében Tompa
¢s mtsi. nem megfelelden iizemeltetett gazsterilizatorbol szarmazé ETO expoziciot
feltételeztek. Az  expondlt személyek periférids limfocitaiban  kimutattdk a
kromoszdmakarosodasok és testvérkromatid kicserélddések szintjének megemelkedését. Az
ETO emldrak kialakuldsédban feltételezett szerepét szintén aldtdmasztotta egy, a korhazi
kohorszon Kardos és mtsi. altal végzett, indirekt standardizalason alapulé epidemioldgiai
vizsgalat, amely a haldlozési aranyszam statisztikailag erdsen szignifikans novekedését talalta

a kérdéses, expozicionak kitett populacioban (SHH = 251-273%)).

1.1.4. A rakkelté hatds munkaegészségiigyi vonatkozdsai

A kémiai biztonsagrol szo6ld 2000. évi XXV. Torvény alapjan a 25/2000. EiM-SzCsM
egylittes rendelet a sztochasztikus hatasti anyagokra — tipikusan a rakkeltd vegyiiletekre, ahol
nem allapithatdo meg olyan biztonsagos hatarérték, ami alatt egészségkarosodas nem fordul eld
— maximalis koncentracié (MK) értéket allapit meg, amit a legrovidebb idére sem szabad
tallépni a munkahelyeken. Az ETO esetében Magyarorszagon ez 1,8 mg/m’ (1 ppm). Az
Egyesiilt Allamok Munkaegészségiigyi és Munkabiztonsagi Hivatala (OSHA) altal etilén-
oxidra meghatarozott kdtelezé érvényli munkalégtér hatarérték (permissible exposure limit,
PEL) megegyezik a hazankban alkalmazottal (1,8 mg/m’), az Egyesiilt Kiralysagban

megallapitott hatarérték (maximum exposure level, MEL) viszont magasabb (10 mg/m°).

1.2. Ustokos elektroforézis

A DNS karosodas mértékének egyedi sejtekben torténd meghatarozasat a sejtszintii DNS gél
elektroforézis (iistokos elektroforézis) kifejlesztésével Ostling és Johanson valdsitotta meg. A
modszer tokéletesitése Singh és mtsi. nevéhez fiizddik, akik bevezették az alkalikus kdzegben
végzett DNS denaturalast és elektroforézist, lehetévé téve a dupla mellett az egyszeres
szaltorések ¢és luglabilis sériillések (purin és pirimidin  bazis hidnyos helyek ¢és
foszfotriészterek) kimutatasat is. Az utdbbi évtizedben a modszernek szamos valtozatat

dolgoztak ki a kiilonb6z0 tipusu (pl. oxidativ) DNS kéarosodasok detektalasara.



1.2.1. Modszer, alkalmazds

Az 1istokos elektroforézis alkalikus valtozata szenzitiv és viszonylag egyszerii modszer a
DNS egyszeres €s kétszeres szaltoréseinek, valamit laglabilis sériiléseinek kimutatasara. A
mikroszkop targylemezre felvitt agaroz gélbe agyazott sejtek citoplazméjanak magas so és
tartalmanak kett6s hélix szerkezete alkalikus kdzegben felbomlik, lehetdvé téve az egyszeres
szaltorések, st a magas pH-n egyszeres szaltoréssé alakulo luglabilis sériilések kimutatdsat is.
Az elektroforézis folyaman az alacsony fesziiltségli elektromos mezdében a karositatlan
nagyméretl DNS molekula helyben marad, mig a sériilt, letort lancdarabok az anod felé
vandorolva ,.csovat” képeznek, melynek mérete (a migracid6 mértéke) aranyos a DNS
karosodas szintjével.

Az istokos elektroforézis egyik alkalmazasi teriiletét a genotoxikologiai vizsgéalatok
jelentik. Szamos tanulmany hasznalta a modszert kiillonb6z6 vegyi anyagok in vitro vagy in
ViVO genotoxicitasanak tanulmanyozasara. A vizsgalat nagy elonye érzékenysége, valamint
hogy csak kevés sejtre és kis mennyiségli vizsgalando anyagra van sziikség. Erzékenysége
miatt az iistokos elektroforézis hasznos eszkoznek bizonyult molekuldris epidemiologiai
tanulmanyokban is, els6sorban a genotoxikus anyagokkal exponalt személyekbdl szarmazo

minték sejtjeiben jelenlévé DNS kéarosodas meghatarozasara.

1.2.2. Hatos oxiddcios szamu krommal végzett genotoxikologiai vizsgalataink

Az etilén-oxid génkarositd hatasanak iistokos elektroforézissel torténd vizsgalatara szolgald
in vitro rendszer kidolgozasa korabbi, hatos oxidacids szamu kréommal (Cr'") végzett
kisérleteink soran tortént. Az IARC altal bizonyitottan human réakkeltéként jellemzett Cr"'
emberi expozicidét foként belégzés utjan okoz, s mivel elsddleges biologiai targetnek a
1égz6rendszer tekinthetd, human tiid6 sejtek konfluens rétege megfeleld in vitro modellként
szolgalt a Cr"" expozicié genotoxikoldgiai hatasanak tanulményozésara. Vizsgalatainkban a
Cr"" DNS karosito hatasat két sejtpopulacion jellemeztiik, humén periférias limfocitak és I
tipus pneumocitadk (A549 human tiidé karcinoma sejtvonal; ECACC No. 86012804)
tenyészetein. A sejtek kezelése natrium-bikromat nem citotoxikus koncentracioival az iistokos
elektroforézis alkalikus valtozatdval kimutatott genotoxikus hatds koncentracié fiiggd
emelkedését eredményezte. A DNS karosoddsi szint statisztikailag szignifikans (p<0,01)
novekedését eldidézd legkisebb natrium-bikromat koncentracié 50 pM volt a limfocitdk,

illetve 10 pM a pneumocitdk esetében. Az oxidativ tipusi DNS karosodas {istokds
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elektroforézissel torténd kimutatasat lehetdvé tevd endonukledz (formamidopirimidin
glikozilaz) eldkezelés alkalmazasa az {istokos elektroforézis érzékenységét 10-szeresére
novelte a tiidé sejtek esetében, ami a hatos oxidaciés szamu krom indukalta DNS
karosodasban bazisoxidacid szerepét bizonyitja. A Cr'' hatdsira kialakulo DNS-DNS
keresztkotések jelenlétét a dozis-hatas gorbében magasabb koncentracioknal (1 mM)
megfigyelt platé valdszinlisiti. A hatos oxidaciés szadmi krom genotoxicitdsdnak
tanulmanyozasahoz kidolgozott rendszer megfeleldnek bizonyult az etilén-oxiddal végzett

vizsgélatok végrehajtasdhoz.



2. CELKITUZESEK

Vizsgalataink soran célként tliztiik ki az etilén-oxid genotoxikus hatdsdnak tanulméanyozésat
in vitro koriilmények kozott primer és szekunder human sejtkultarakon.

Az emlé laphamsejtek ¢érzékenységét az etilén-oxid expozicio ismert ¢és feltételezett
célsejtjeinek, valamint targetként nem azonosithatd sejttipusoknak az érzékenységével
Osszevetve jellemeztiik, valaszt keresve arra a kérdésre, hogy az etilén-oxid expozicid

feleldssé tehet6-e emlorak kialakulasaért.

A munkénk soran vizsgéltuk, hogy:

1. Felallithato-e olyan laboratoriumi in vitro modell, amelyben az etilén-oxid kezelés
hatdsara 1étrejové DNS karosodas {istokos elektroforézissel vizsgalhato human

sejtkultarakban?

2. A genotoxicitas dozis-hatas Osszefiiggésével jellemzett érzékenység statisztikailag

meghatarozhat6 kiilonbséget mutat-e a kiilonbozo sejttipusoknal?

3. Az eml6 laphdmsejtek az etilén-oxid genotoxikus hatdsara érzékeny sejtekkel mutatnak-e

hasonlosagot?



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3. 1. Sejtkultirak

A human limfoblasztok (HL-60 human promielocitas leukémia sejtvonal; ECACC No.
93021013) tenyésztése 20% borju savoval kiegészitett RPMI 1640 médiumban tortént. A
tobbi sejtvonal letapadd sejtrétegként nodtt: a huméan emld laphamsejtek (BT-474 human
epiteloid duktalis emld karcinéma sejtvonal; ATCC No. MTB-20) RPMI 1640 médiumban
(20% borji savo), a human keratinocitdk (HaCaT spontan transzformaldodott human
keratinocita sejtvonal; Deutsches Krebsfroschungszentrum, Heidelberg) ¢és méhnyak
laphamsejtek (HeLa human méhnyak epiteloid karcinoma sejtvonal; ECACC No. 93021013)
pedig DMEM médiumban (10% borji savo). Az 6sszes sejtkulturat 25 cm’-es sejttenyésztd
flaskdkban, 37°C hdémeérsekletli, 5%-os CO, és magas pdaratartalmu légkort biztosito
inkubéatorban tenyésztettiik.

Az emberi vérmintdk ismételten ugyanattdl az egészséges, nem dohdnyzé felndtt férfi
donortdl szarmaztak, és vérvétel utdn kozvetlenil keriltek felhasznalasra. A limfocitakat
szeparalas utan 10% borju savoval kiegészitett RPMI 1640 médiumban szuszpendaltuk.

A sejtek életképességének meghatarozasdhoz a sejtmembran sértetlenségét kimutato tripan
kék tesztet hasznaltuk vizsgalataink folyamdn. Az izolalt sejtek életképességét minden
esetben 90% felettinek talaltuk. A passzalas és a sejtekkel végrehajtott minden egyéb miivelet
a megfeleld higiénés szabalyok betartdsa mellett II. osztdlyi mikrobiologiai biztonsagi

filkében tortént.

3.2. Etilén-oxid expozicio vizsgalatok

Az etilén-oxid torzsoldat (1 M) minden kisérlet eldtt frissen késziilt igy, hogy a folyékony
etilén-oxidot (forraspontja 10,4°C) elohiitott gazzard fecskendével membranos kupaku
tivegcsébe mérve 4°C-os PBS pufferben (pH 7,5) nyelettiik el. A torzsoldatbol higitasok a

sejttenyészté médiumban késziiltek.



A sejtek etilén-oxidos kezelése €s feldolgozasa az altalunk korabban hatos oxidacios szamu
krom genotoxikus tulajdonsaganak in vitro jellemzésére kidolgozott rendszerben tortént. A
kezelési koncentraciok kivalasztasahoz eldszor a sejtek életképességének etilén-oxid
expoziciot kovetd meghatrozdsa tortént. A citotoxicitasi vizsgalat soran a 0-1000 uM
koncentraciotartomanyban az életképes sejtek aranya nem csokkent 85% ala.

A limfoblasztok és periférias limfocitak 2x10° sejt/ml médium sejtstirliségli tenyészeteit
milanyag csOben kezeltiik 37°C-on 1 o6raig. A letapadé emld laphamsejtek, keratinocitak ¢s
méhnyak laphdmsejtek 12 lyuku sejttenyésztd plate felszinén ndttek konfluens sejtréteggé,
mieldtt a kultardkat 37°C-on 1 6raig etilén-oxiddal kezeltiik.

A kezelés utan a médiumot leszivtuk a letapadé sejtekrdl, majd a sejteket a plate aljardl a
tripszin indukalta DNS kérosodas elkeriilése végett mechanikusan tavolitottuk el. A
szuszpenzioban kezelt sejtekrél a médiumot centrifugalast kdvetden valasztottuk le. Minden
sejtkultirat mosas utan szérummentes médiumban 1000 sejt/pl médium striiségben
szuszpendaltunk az iistokos elektroforézishez.

A kisérleteket 3—6 alkalommal ismételtiink meg. A sejtek €letképességét kezelések elott és
utdn is meghataroztuk tripan kék teszttel, és az elhalt sejtek ardnya sohasem haladta meg a

citotoxicitasi vizsgalatoknal kapott értékeket.

3.3. Ustokos elektroforézis

A genotoxicitas vizsgalatahoz az {istokos elektroforézis alkalikus valtozatat hasznaltuk a
kovetkez6 modositasokkal: egyik oldalukon érdesitett targylemezeket 1%-os normal
olvadasponti agardz géllel (NMA) fedtiink, melyet megszilardulasa utan eltavolitottunk a
felszin jobb tapadasanak biztositdsa €s a hattérintenzitas jelentds csokkentésének érdekében.
Ezutan egy 0 1%-os NMA réteg keriilt a targylemez felszinére. A 0,75%-o0s alacsony
olvadaspontt agaroz gélben (LMA) szuszpendalt sejteket (~10 000—15 000) felvittiik az 1%-
os NMA rétegre, melyet egy tovabbi 0,75%-0s LMA réteggel fedtiink. Megszilardulds utan a
lemezek jéghideg lizalo elegybe keriiltek egy ¢jszakara. A tovabbi lépéseket sotétszobaban a
természetes fény kizarasaval, sarga megvilagitasnal végeztiik. A citoplazma emésztése utan a
DNS szalak szétvalasanak €s a bazishianyos helyek felszakadasédnak eldsegitése 20 perces
inkubécioval tortént alkalikus pufferben (pH>13). Az elektroforézis ugyanebben a kdzegben
zajlott horizontalis elektroforézis kadban 20 percig szobahdémérsékleten 0,8 V/ecm (~300 mA)



fesziiltségli elektromos térben. A lemezeket ezutan 3x5 percig mostuk neutralizalo pufferben,
majd szaritds utdn etidium-bromiddal festettiik. Minden mintabol két parhuzamos lemez
késziilt.

A fluoreszcens képek digitalizalasa és elemzése 50 W-os higanygdz lampaval ellatott Zeiss
Axioplan fluoreszcens mikroszkoppal tortént, amihez fekete-fehér videokamera és iistokos
képelemz6 rendszer (Metasystems, Németorszag) csatlakozott. A mintdkat tobb-hulldmsavos
szlirdrendszer segitségével eldallitott 570 nm hullamhosszi z6ld fénnyel gerjesztettiik. A
lemezenként 50 véletlenszeriien kivalasztott sejtmag (100/minta) digitalizalt felvétele 40x NA
0,75 targylencsével 400x nagyitasnal késziilt.

A DNS karosodasi szint mérése €s jellemzése a csova DNS tartalmdnak (intenzitas %) és a
csovahossznak (um) a meghatarozéasaval tortént, melyekbdl a ’Comet Imager 1.2° szoftver a
tail moment értékeket (tail moment = cséva DNS tartalom(%)x*csdvahossz) automatikusan
szarmaztatta. A képanalizalo szoftver mérési programja a hattérintenzitasra térténd korrekcid
utan kijelezte az egész kép intenzitasgorbéjét, majd a legnagyobb intenzitdst mutatd pontra
tilkkrozve meghatdrozta a fej intenzitdsat. A két intenzitasgorbe kiilonbsége adta a csova
intenzitasat. Amennyiben az iistokos magjdnak aszimmetrikus volta miatt az automatikus
mérési folyamat nem mikodott megfelelden, lehetdség nyilt a kép manudlis elemzésére,
amikor a hattérintenzitds korrigdlasa és az objektum kijeldlése az intenzitaskiiszob

beallitasaval, a fej teriiletének meghatarozasa pedig kézi kijeloléssel valdsult meg.

3.4. Statisztikai elemzés

Az etilén-oxid kiillonbozd doézisai altal indukdlt DNS kérosodds ismételt kisérletekbol
szarmazo atlagértékeit hasonlitottuk Ossze a kezeletlen sejtek alapértékeivel Student-féle t-
proba segitségével, mivel az atlagok (Skewness €s Kurtosis normalitas teszttel megvizsgalva)
normdl eloszlast mutattak. A szignifikancia 5%-os (p<0,05) szignifikancia szinten volt

értelmezve.



4. EREDMENYEK

4.1. Etilén-oxid citotoxicitas

A vizsgélt sejttipusok életképességét a 0—-1000 uM etilén-oxid koncentracidtartomanyban
tripan kék teszttel vizsgalva 85% felettinek talaltuk, 5 mM-nal azonban lényegesen e szint ala
csokkent. A sejtek életképességére indirekt modon az iistokds elektroforézis eredményeibdl is
kovetkeztetni tudunk. Megfigyelt jelenség ugyanis, hogy elhalt (apoptotikus) sejtpopulacio
esetében a csova DNS tartalma (TD) lényegesen megemelkedik (60%—-80% valodszinii, 80%
folott gyakorlatilag egyértelmli sejtelhalast jelez). E megfigyelés alapjan szintén arra a
kovetkeztetésre juthattunk, hogy ellentétben a 0—1000 uM tartoménnyal, az etilén-oxid 5 mM

crer

(TD 88,24%) teljes, a tobbi sejttipusnal jelentds sejtpusztulast idézett eld.

4.2. Etilén-oxid genotoxicitas

Az etilén-oxid genotoxikus tulajdonsdganak elemzése kiillonbozé human sejtvonalakban a
DNS kérosodast jelzé paraméterek dozis-hatds gorbéinek dsszehasonlitasaval tortént. A tail
moment (TM), cséva DNS tartalom és csovahossz (TL) értékek statisztikailag szignifikans
emelkedése volt megfigyelheté a 0—100 uM koncentracié tartomanyban.

Hasonl6 dozis-hatas gdrbéket nyertiink a keratinocita és méhnyak laphamsejt kultarakon. A
kezeletlen sejtek DNS karosodasi értékeihez képest (keratinocitaknal TM 1,94; TD 12,88%;
TL 13,9 um; méhnyak laphamsejteknél TM 2,17; TD 11,6%; TL 11,75 pum) minimalis
emelkedést figyeltiink meg 50 uM-os etilén-oxid koncentracio értékig; jelentds novekedés
csupan az 50-100 uM tartomanyban volt kimutathato. A vizsgalt koncentracidtartomanyban
¢észlelt maximalis karosodas a tobbi vizsgalt sejttipushoz viszonyitva e kultarakban adodott a
legkisebbnek (mintegy kétszeres TM, 1,5-szeres TD és TL ndvekedés). A DNS karosodas
statisztikailag szignifikdns novekedését 50 uM etilén-oxid indukalta a tail moment (2,39 ¢és
2,54, p<0,05) és cséva DNS tartalom (15,78% ¢és 12,08%, p<0,05), valamint 100 uM a
csovahossz paramétereknél (14,76 um, p<0,05 és 19,6 um, p<0,01).
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A kezeletlen humén periférias limfocitakra a tobbi sejttipushoz képest alacsony DNS
karosodasi szint volt jellemz6 (TM 1,23; TD 8,57%; TL 10,12 pm). A mért paraméterek
dozis-hatas gorbéinek lefutasa kozel linearisnak adddott, és az értekek a legmagasabb
emelkedést mutattdk a vizsgalt sejttipusok kozott a 0—-100 uM koncentraciotartomanyban
(tobb mint 4-szeres TM, 2-szeres TD ¢s TL). A limfocidknal a DNS kérosodas szignifikans
emelkedése a tail moment és csova DNS tartalom paraméterek esetén 20 uM etilén-oxid
kezelésnél (TM 2,11, p<0,001; TD 11,09%, p<0,01), mig a csdvahossz értekekkel
jellemezhetéen az 50 uM-os kezelés utan kovetkezett be (TL 17,59 pum, p<0,05).

Az emld laphamsejtek és a limfoblasztok esetében a kezeletlen sejtek DNS karosodasi
szintj¢hez képest (emld laphamsejteknél TM 2,77; TD 12,01%; TL 16,74 pum;
limfoblasztoknal TM 2,04; TD 13,19%; TL 13,28 um) az etilén-oxid expozicido hatdsara
kialakul6 novekedés hasonlonak mutatkozott. A tail moment értékek novekedése jelentds volt
a 0-100 uM koncentracidtartomanyban (3-szoros); a csova DNS tartalom és csovahossz
értékek szintén hasonld mértékli emelkedést mutattak (tobb mint 1,8-szeres) mindkét
sejttipusnal. A kezeletlen sejtekhez viszonyitva szignifikans, tail moment és csovahossz
paraméterekkel jellemzett DNS kérosodas volt megfigyelhetdé mindkét sejtvonal esetében
20 uM etilén-oxid kezelésnél (TM 3,33 ¢és 3,09, p<0,05; TL 21,24 pm és 18,72 um, p<0,05).
Az emld laphdmsejtek és a limfoblasztok csova DNS tartalom értékeinek szignifikans
emelkedése 50 puM-os etilén-oxid expozicid utan kovetkezett be (TD 20,26%, p<0,01 és
18,21% p<0,05).
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5. MEGBESZELES

Az etilén-oxid jol ismert mutagén és karcinogén anyag; a genotoxikus tulajdonsagat vizsgalod
tanulmanyok szama azonban egyéb hasonldé jelentdségli rakkeltokéhez viszonyitva
korlatozott. Az etilén-oxid DNS karositd hatdsat mostandig csupan egyetlen tanulméanyban
vizsgaltak — egyéb modszerek mellett — {istokos elektroforézissel, s ebben az esetben is az
ETO expozicio célsejtjeinek nem tekintheté human fibroblasztok in vitro tenyészetében, az
eredmények vizualis értékelésével. A modszer hasznalatdnak elsddleges célja nem a
karosodas mértékének jellemzése, hanem a kéarosodasi szint sejtek kozotti megoszlasanak
tanulmanyozasa volt.

Vizsgalataink célja az etilén-oxid DNS karosité hatasanak tanulmanyozasa volt in vitro
koriilmények kozott humdn emld laphamsejtekben, limfoblasztokban, periférias
limfocitakban, kerationocitdkban és méhnyak laphamsejtekben a citotoxicitas és a dozis-hatas
Osszefiliggés jellemzésével. A tanulmanyozott sejttipusok kivalasztasdban a human expozicidk
gyakorlati vonatkozésai jatszottak szerepet. A limfoblasztok vizsgalatat az indokolta, hogy az
ETO expozicié emberben bizonyitottan foként leukémia és limfoma kialakulasat idézi eld. Az
emld laphamsejtek tanulmanyozasdnak oka az egri Markhot Ferenc Korhdz ndvéreinek
korében megfigyelt emldrakos esetek és az ket ért ETO expozicid kozotti dsszefliggeés
kapcsan megfogalmazott feltételezés, miszerint e sejtek is lehetnek az etilén-oxid expozicio
célsejtjei. A periférias limfocitak vizsgalatat az indokolta, hogy a gyakorlatban a genotoxikus
hatdsra adott korai valasz monitorozasara ezt a konnyen nyerhetd human sejtpopuldciot
alkalmazzak. A keratinocitak és méhnyak laphdmsejtek bevonasa a vizsgdlatokba viszonyitasi
alapul szolgalt, mivel boér- és méhnyakrdk kialakulasat ETO expozicioval Osszefliggésben
még nem irtak le.

Az etilén-oxid rakkeltd tulajdonsaganak sejt- illetve szerv-specificitdsa heves vitak targya.
Az ETO expozicioval 6sszefliggd leggyakrabban megfigyelt neoplazidk a vérképzo rendszeri
malignomdk. Epidemiologiai eredmények alapjan Norman ¢és mitsi. felvetették, hogy
munkahelyi etilén-oxid expozicid hatdsdra emlérak alakulhat ki, az ETO expozicido és
emlérakos mortalitas kozotti pozitiv dozis-hatas Osszefiiggésre Steenland és mitsi. is
szolgaltattak a kozelmultban adatokat. Mas vizsgélatok azonban nem tamasztottdk ald ezt a

feltételezést. Az ETO emldrak kialakuldsaban jatszott lehetséges szerepére utald adatokat
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Magyarorszagon Miiller és Bertok kozolt, s e feltételezést késobb in vivo genotoxikologiai és
epidemioldgiai vizsgalatok is alatdmasztottdk. Eredményeink tovabbi megerdsitést — bar nem
kozvetlen bizonyitékot — szolgaltatnak arra, hogy etilén-oxid expozicié hozzajarulhat emlérak
kialakulasahoz.

Nagymértékiit DNS karosodas 1étrejottét figyeltiink meg 20 uM etilén-oxiddal kezelt emld
laphamsejtekben, ami hasonlénak mutatkozott a limfoblasztokban és periférias limfocitakban
tapasztalt hatashoz. A keratinocitdk és méhnyak laphamsejtek ETO hatdssal szembeni
érzékenysége jelentdsen kisebb volt, mivel a tail moment és cséva DNS tartalom értékeik
csupan 50 pM feletti dozisoknal emelkedtek meg szignifikdnsan. Raadasul ezekben a
sejtekben csak 100 pM etilén-oxiddal végzett kezelés utan kovetkezett be a csdvahossz
szignifikans ndovekedése.

Jelen vizsgélatainkban emelkedett DNS karosodas alacsonyabb etilén-oxid koncentracioknal
volt megfigyelhetd, mint amiket mas végpontokat elemzé tanulmanyok kozoltek. Ez
valoszinlileg az {istokds elektroforézis magas szenzitivitdsanak tudhaté be. Korabbi
megfigyelésekben a mutacids frekvencia és DNS karosodas szignifikans novekedése human
fibroblasztokban HPRT mutacids teszttel és alkalikus DNS denaturalassal mérve 2,5 mM-os
ETO kezelésnél kovetkezett be. Alkalikus elucids technikéat alkalmazva szignifikdins DNS
karosodast 1 mM-os ETO expozicional lehetett megfigyelni human periférids limfocitdkban
¢s 0,5 mM-nal kinai horcsdg ovarium sejtekben. Az etilén-oxid belsé dozisara vonatkozo

megbizhaté humén adatok nem allnak rendelkezésre, az értékeket becsiilni csak allatkisérletes

crer

crer

idofliggvényének gorbe alatti teriiletét 18,8 pgxh/ml (426 pmolxh/l) értékiinek becsiilték
patkanyokon, és 14,3 ugxh/ml (324 pmolxh/l) értékiinek kutyakon végzett kisérletekbdl
szarmazo adatok alapjan. Az allatkisérletes adatok emberre torténd vonatkoztatdsa korlatozott
értekli, tovabba a belsd dozis nem feltétleniil tiikkr6zi a biologiailag hatékony dozist,
mindazonaltal a fenti adatok alapjan megallapithaté, hogy a vizsgalatainkban hasznalt
alacsony ETO koncentraciok a kordbban alkalmazott magas doézisokndl pontosabban
reprezentalhatjak az exponalt egyénekben kialakul6 plazmaszinteket.

A DNS karosodas novekedése a 0—100 uM koncentraciotartomanyban a vizsgalt sejttipusok
koziil a periférids limfocitdkban volt a legmagasabb, kiilondsen a tail moment értékek

esetében (4,3-szeres). Feltételezhetd, hogy a nem oszt6do kezeletlen limfocitak alacsony DNS
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karosodasi szintje lehet az oka a nagymértékii emelkedésnek, mivel a DNS karosodés abszolut
értékei a periférids limfocitdkndl tobbnyire alacsonyabbak, mint a limfoblasztok vagy emld
laphamsejtek esetében. A heterogén limfocita populdcioban valtoz6 aranyban jelen 1évo
érzékeny sejtcsoportoknak tulajdonithato, hogy az ismételt kisérletek atlagértékei nagy szorast
mutatnak a tobbi sejttipushoz viszonyitva, ami szintén kozrejatszhat a DNS kéarosodas
nagymértékli emelkedésében. A vizsgélataink szempontjabol jelentds, valds expozicids
koriilményekre leginkdbb jellemzd legalacsonyabb koncentracidtartomanyban (0-50 uM) az
ETO genotoxikus hatasara adott valasz nem kiilonb6zott jelentdsen az emld laphamsejteknél,
limfoblasztoknal és periférids limfocitdkndl, igy feltételezheté ezen sejttipusok hasonld
érzékenysége. Az etilén-oxid alacsony koncentracioi altal okozott kiterjedt DNS karositd
hatdst nem figyelhettiink meg keratinocitdkban ¢s méhnyak laphamsejtekben, ami e sejteknek
a tobbi vizsgalt sejttipusnal alacsonyabb érzékenységére utal a vizsgalt genotoxikus hatdssal
szemben. A megfigyelést alatamasztotta a DNS kéarosodas 0—-100 uM doézistartomanyban
megfigyelt lassi novekedése csakigy, mint a szignifikans genotoxikus hatds kifejtéséhez
keratinocitakban és méhnyak laphamsejtekben sziikséges magas ETO koncentracio.

A human limfoblasztok és eml6 laphamsejtek érzékenysége alig kiillonbozott. Ez megerdsiti
azt a feltételezést, hogy az emld laphamsejtek a csontveld sejtekhez hasonldan az etilén-oxid
expozicio altal kivaltott DNS karosodas célsejtjei. Az alkalmazott in vitro modellnek nagy
elénye a kontrollalt, a kiilonb6zd kezelési dozisok kivételével teljesen azonos laboratoriumi
kornyezet biztositasa, de mivel nem valds human expozicios helyzet tanulmanyozasa tortént,
az eredményeink in vivo korilményekre torténd extrapolalasa koriiltekinté megfontolast
igényel. Az ETO az emberi szervezetben mind spontan, mind enzimatikus uton bomlik, igy
feltételezhetd, hogy a 1égz6 szervrendszeren keresztiili behatolas esetén az etilén-oxidnak az
emld laphamsejtjeit eléré koncentracioja — a bioldgiailag effektiv dozis — alacsonyabb, mint a
limfocitakra, az erekben gazdag csontveld sejtjeire, vagy gasztrointesztinalis felvétel esetén a
gyomorhamra haté dozis. Az etilén-oxid toxikokinetikai jellemzdinek feltardsa ezért tovabbi
vizsgélatokat igényel.

Az Ustokos elektroforézissel kimutathatd, szignifikins DNS karosodast eléidézo
legalacsonyabb etilén-oxid koncentracido megallapitasainak munkaegészségiigyi jelentdsége az,
hogy egyéb vizsgalatokkal egyiitt segitséget nyujthat, kiegészité informacidval szolgéalhat a
munkalégtér hatarértékek megallapitdsdhoz, illetve modositasdhoz.

Az 1istokds elektroforézis szenzitiv, de nem specifikus modszer DNS karosodas
kimutatasara. A mérési eredmények alapjan nem lehet kiilonbséget tenni a kiilonféle
karosodéasi formak kozott, csupan indirekt modon kovetkeztetni rajuk. Természetesen e
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modszerrel nem lehet meghatdrozni a genotoxikus anyag fajtdjat sem, ezért a lehetséges
zavar6 tényezok figyelembe vételének a gyakorlatban nagy a jelentésége. Mindazonaltal az
human periférias limfocitdk DNS karosodasanak kimutatdsa {istokos elektroforézissel a
genotoxikus hatdsokra adott korai valaszt detektald6 biomonitor hasznos elemévé valhat,

hozzdjéarulva az egyéni kockézati szint tokéletesebb meghatarozasahoz.
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6. KOVETKEZTETESEK ES AJANLASOK

Kovetkeztetések:

Az etilén-oxid 0-1000 puM koncentracidtartomanyban {iistokds elektroforézissel
kimutathaté dozisfiiggd DNS karosoddst hoz létre human emldé laphamsejtekben,
limfoblaszokban, periférids limfocitdkban, keratinocitdkban és ményhak laphdmsejtekben

jelentds mértéki sejtelhalas eldidézése nélkiil.

2. A humén emld laphdmsejtek, limfoblasztok és periférids limfocitak érzékenysége az
etilén-oxid génkarositd hatdsdval szemben Iényegesen nem tér el egymadstol, s
szignifikansan nagyobb a keratinocitdk és méhnyak laphdmsejtek érzékenységénél.

3. Az eml6 laphamsejtek a limfoblasztokhoz illetve periférias limfocitdkhoz hasonldéan az
etilén-oxid expozicid célsejtjei lehetnek.

4. Az Ustokos elektroforézis szenzitiv, de nem specifikus modszert kinal az etilén-oxid
indukalta DNS kérosodas kimutatasara.

5. Az etilén-oxid okozta DNS kérosodas human periférias limfocitdkban térténd kimutatasa
istokds elektroforézissel egy, a munkaegészségiigyi vizsgalatokban hasznalhato
potencialis biomarker.

6. A hasznalt sejtvonalak megfeleld in vitro modellt szolgaltatnak az etilén-oxid genotoxikus
tulajdonsaganak, hatdismechanizmusanak tovabbi kutatasahoz.

Ajanlasok:

1. Az etilén-oxid indukélta DNS kérosodas részletes jellemzésére tovabbi vizsgalatok
végezhetOk az alkalmazott sejtvonalak, mint in vitro modellek felhasznalasaval.

2. Az etilén-oxid emberi szervezetben mutatott toxikokinetikai jellemzdinek részletes
feltarasa sziikséges az In vitro eredmények valds expozicidkra torténd pontosabb
vonatkoztatasahoz.

3. Tovébbi vizsgalatokat kell végezni annak alatdmasztisara, hogy az iistokds elektroforézis

hatékonyan alkalmazhat6é munkahelyi genotoxikus expozicidok 4altal okozott DNS

karosodas korai kimutatasara.
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