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Az organofoszfat tipusu vegyiiletek csoportjaba tartoznak kiilonb6z6
peszticidek (pl. malathion) és a vegyi fegyvernek kifejlesztett rendkiviil
toxikus idegmérgek (szarin, szoman, tabun, VX) is. Az utobbi idében fel-
meriilt, hogy az organofoszfatok a kolinészteraz enzim gatlasan alapulé
(kolinerg) idegrendszeri hatasokon kiviil mas hatismechanizmusu (nem-
kolinerg) valtozasokat is okozhatnak, amelyek tobbek kozott érinthetik a
reprodukativ szerveket és ezaltal, terhesség esetén a magzatot is. Jelen vizs-
galatunkban a malathion cito- és genotoxikus hatasait tanulmanyoztunk
emberi placenta sejtek in vitro modelljének tekintheté choriocarcinoma
sejtvonalon (JAR HTB 144). A kisérleti eredmények alapjan megallapitot-
tuk, hogy a malathion mar viszonylag alacsony koncentraciokban cito- és
genotoxikus, azaz a sejtek apoptotikus és nekrotikus pusztuldsat, illetve
mikronukleuszok kialakulasat (DNS karosodast) okozza. Kimutattuk,
hogy a kezelés hatasira megjelené elviltozasok bystander (szomszéd-
sagi) hatast mutatnak. Eredményeink alatimasztjik a vegyiiletcsoport
reproduktiv toxicitasara utalé adatokat.

Roviditések:

opP organofoszft

MTT teszt sejtek életképességének 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium-bromiddal
torténo vizsgdlata

FCS borji szérum (fetal bovine serum)

AO acridine orange fluoreszcens festék

EB ethidium-bromid fluoreszcens festék

RPMI Roswell Park Memorial Institute-nal kifejlesztett sejttenyészto tapoldat

L-NAME N-omega-nitro-L-arginin metilészter
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Az organofoszfatokban (OP) egy kozpon-
ti foszfat (vagy foszfin) csoporthoz szerves
oldallancok kapcsolodnak. Az elsé OP-t
1854-ben szintetizaltak. A II. vilighdbora
alatt mar ipari méretekben tortént az OP-
k el6allitasa, elészor mezogazdasagi célbol,
rovarirtoszerként, majd késobb az idegmér-
gekként ismertté valt vegyi fegyverek ki-
fejlesztésére is sor kertilt (szarin, szoman,
tabun, VX) [1]. Napjainkban vilagszerte
hatalmas mennyiségben hasznialnak OP
vegyiileteket novényvédoszerként, illetve
szunyogirtasra (pl. malathion, parathion,
DDVP) [2]. Bar az OP-k vegyi fegyverként
valo felhaszndlasit nemzetkozi egyezmé-
nyek tiltjak, hadaszati vagy terrortimadas
soran valo alkalmazasuk lehetosége mégis
folyamatos veszélyt jelent mind a honvédség
allomdnyara, mind a civil lakossagra.

Az OP-k szerves oldallincai a koz-
ponti foszfor atom elektrofilicitasan,
a molekula sztérikus tulajdonsigdn és
lipidoldékonysagan keresztiil nagymérték-
ben befolyasoljak a vegyiilet biologiai ha-
tasossagat. Az OP-k egyrészt kolinészteraz
gatlo, un. kolinerg hatassal rendelkeznek.
Ezen alapul az OP vegyi fegyverek miikodé-
seésaz OP rovarirtoszerek rovarolé hatasa is
(1, 2]. Vizsgélati adatok szerint az OP expo-
zicionak azonban nem csak kolinerg hata-
sai lehetnek, hanem felléphetnek kiilonb6z6
citotoxikus (membrankarosodas, sejthalal)
és/vagy genotoxikus hatasok (DNS kédroso-
dds, kromoszoma aberracio) is. Az egyik
széles korben alkalmazott novényvédoszer,
a malathion esetében nem-kolinerg hatast
in vitro vizsgalatokban tobbféle sejttipuson
megfigyeltek és in vivo rendszerekben is ta-
pasztaltak [3-17]. Ezek a hatdsok mar olyan
alacsony dozist expozicioknal megjelen-
nek, ahol kolinerg hatdssal még nem kell
szamolni [18]. A nem-kolinerg hatasok sza-
badgyok mechanizmusuak [3, 4, 18-20]. A

sejtszint(i toxikus hatdsok szervi szinten is
manifesztdlédhatnak. Ezzel magyarazha-
tok tobbek kozott az OP-k neurotoxikus
[21], hepatotoxikus [22, 23], kardiotoxikus
[24], immunotoxikus (25, 26] hatasai.

Az elobb felsoroltak mellett szamos jel
mutat arra, hogy az OP-k a reproduktiv
rendszer kiillonbozo elemeire is toxikus
hatdstiak. Igy az OP expoziciéval terhelt
teriileteken emelkedett szamban figyeltek
meg infertilitast, sziiletési rendellenessé-
geket, terhességi komplikaciokat, magzati
mortalitdst, a hormonalis egyensuly meg-
bomlasat [27-37]. Levario-Carrillo [38] az
intrauterin novekedési retardacié (IUGR) és
a pre-eclampsia gyakoribb el6fordulasit ta-
pasztalta az OP-vel kezelt régiokban. Mivel
a placenta koros miikodése ok és okozat-
ként is Osszefligghet az emlitett terhességi
komplikaciokkal, feltételezhet6, hogy a kor-
nyezeti OP terhelésnek kitett terheseknél a
magzati karosoddsok egyik oka a placenta
karosodasa lehet [39-41]. Ugyanakkor, eb-
ben a kérdéskorben részletes vizsgalatokat
eddig nem folytattak.

A jelen tanulményban ezt a kérdést vet-
tik gorcsé ald. Kisérleteinkben human
choriocarcinoma (JAR) sejtvonalat vizs-
galtunk, amely a placenta sejtek elfogadott
modellje. Organofoszfitként malathiont
haszndlvaa cito- és genotoxikus hatdsokat ta-
nulmanyoztuk. A sejtek valtozasait fluoresz-
cens mikroszkopos technikaval kovettiik.
Azalkalmazott ethidiumbromide-acridine
orange festési technika segitségével jol el-
kiilonithetok a korai és kés6i apoptozisos
és a nekrozisos sejtek [42, 43]. Aramldsi
citometridval, illetve MTT redukcios teszt-
tel nyomon kovettiik a sejtek pusztuldsat,
illetve ¢letképességének malathion hatasa-
ra torténé véltozasat. A vizsgalt peszticid
DNS-re kifejtett toxicitasat pedig a kezelés
hatdsdra kialakulé mikronukleuszok gya-
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korisag valtozasainak meghatdrozasaval ta-
nulmdnyoztuk. Ez utébbi vizsgalatoknal a
szabadgyok hataismechanizmus igazolasara
is végeztiink kisérleteket.

Anyagok és modszerek

A malathiont és az MTT oldatot a Sigma-
Aldrich-tél vasaroltuk, a dimetil-szulfoxidot
(DMSO - gazkromatografidhoz kat.sz.:
1.09678.0100) pedig a Mercktdl szereztiik
be. A malathion torzsoldatat (200 mg/ml)
DMSO-ban készitettiik el, és -20 °C-on
taroltuk. Az RPMI-1640 tapoldat, az an-
tibiotikumok (penicillin és streptomycin),
tovabba a borjt szérum (fetal bovine serum,
FCS) a GIBCO termékei voltak. Az acridine
orange (AO) és ethidiumbromide (EB) flu-
oreszcens festékeket a Chroma Gesellschaft
Schmid Co., illetve a Sigma-Aldrich-tél va-
saroltuk.

A JAR sejtek malathionnal torténé keze-
lése. A JAR choriocarcinoma sejtvonalat
[44] az LGC Promochem-t6l szereztiik be.
A sejteket (100 TU/ml penicillin, 100 zg/
ml streptomycin) antibiotikumot és 10 %
FCS-t is tartalmazé RPMI-1640 tépol-
datban tenyésztettiik standard steril in-
kubdtorban 37°C-on, 5 % széndioxidot
tartalmazo atmoszféraban. A mikroszko-
pos mérésekhez és az életképesség vizs-
galatahoz a sejteket 24, illetve 96 lyuku
tenyészté edényekbe (FALCON) osztottuk
szét, a mikronukleusz gyakorisdg meny-
nyiségi meghatdrozasiahoz pedig a Petri-
csészét hasznaltunk. (Az el6bbi felsorolas
sorrendjében a sejtszuszpenzio térfogata 1
ml, 0,2 ml, és 8 ml sejtszuszpenzid/lyuk,
illetve flaska volt.) A mikroszkopos vizs-
galathoz a sejteket a malathion hozzdada-
sat megel6zGen 24 oran keresztiil 12 mm
atmér6jii tiveglapokon (Thermo Scientific
Menzel-Glaser, Germany) tenyésztettiik.
A malathion kezelést 10, 25, 50, 100, 200

és 400 ug/ml koncentracioknal 0,5, 1, 2,
4, 6, 8 és 24 oOran at végeztik. (A megfe-
lel6 térfogati malathion torzsoldatot a te-
nyészté médiumhoz mértiik hozza) Egy
masik kisérleti sorozatban az el6bb emli-
tett malathion koncentraciokkal 1 éran 4t
végeztiink kezelést, majd a malathiont tar-
talmazo tapoldatot malathion mentesre cse-
réltiik le, és a sejtek inkubdcidjat 1, 2, 4, 6,
8 és 24 dran at tovabb folytattuk.

A malathion citotoxicitasat fluorescens
mikroszkopos technikaval, MTT életképes-
ség vizsgalattal és sejtszdm-véltozds dram-
lasi citometridval torténé meghatarozasaval
tanulmanyoztuk. A genotoxicitas vizsgalata
mikronukleusz test segitségével tortént.

1. A sejtpusztulds tanulmdnyozdsa acridine
orange-ethidiumbromid fluoreszcens fes-
téssel [45]. A malathion kezelést kovetGen
az liveglapocskdkat a rdjuk kitapadt sejtek-
kel egyditt eltavolitottuk a tenyészt6 edény
lyukaibdl, és 200 ul festék-keverékkel (desz-
tillalt vizben oldott AO (3 zeg/ml) és EB (10
ug/ml)) inkubdltuk 5 percig. Ezt kovetd-
en a festéket foszfat pufferrel (PBS 1x pH
7,2) mostuk le és a sejteket azonnal Zeiss
Axioplan fluoreszcens mikroszkopban
vizsgaltuk 250-szeres nagyitassal. A fény-
képeket Konica Minolta Dimage A200 di-
gitalis fényképezogéppel készitettiik.

Az AO festéket az életképes és nem-életkeé-
pes sejtek is felveszik. Ultraibolya fénnyel
torténd megvilgitas hatdsara a kettdsszala
DNS-hez kapcsolodott festék zolden fluo-
reszkal, egyszali nukleinsavhoz (RNS) ko-
todve pedig voros fényt bocsat ki. Az EB-t
csak az életképtelen, a membranjuk félig-
ateresztd képességet elveszitett sejtek ve-
szik fel. A felvett és a DNS-hez kotodott
EB molekuldk emisszidja a voros tarto-
manyba esik. Ennél a festési eljarasnal a
kiilonboz6 fluoreszcencia emisszio alapjan
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négyféle sejtallapotot kiilonboztethetiink
meg: (1) El6 sejtek, amelyek sejtmagja fé-
nyes z0ld és szervezett struktaraval ren-
delkezik. (2) A korai apoptotikus sejteket
a kompakt, zold sejtmag és a perinuklearis
kromatin kondenzaci6 jellemzi. (3) A késéi
apoptotikus sejtek esetében a sejtmag na-
rancssargds vagy voroses, kondenzalt vagy
fragmentalt kromatinnal. (4) A nekrotikus
sejtek szervezett strukturaval rendelkeznek
és narancssargatol vordses szintire festod-
hetnek [46].

2. Eletképesség vizsgdlata MTT teszttel [46)].
Ez a kolorimetrids mddszer a tetrazolium
s6  (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-di-
phenyltetrazolium bromid (MTT)) kék
formazan kristallya torténé dtalakula-
san alapul. A reakciot az €l6 sejtek ép
mitokondriumaban talalhaté dehidrogenaz
enzim katalizalja. A formazan detektalasa
spektrofotometriai uton torténik. Az MTT
tesztet 96 lyuku tenyésztéedényben végez-
tik (~ 1,5x10" sejt/lyuk). Miutdn a sejteket
0,2 mg/ml koncentréciojat MTT oldattal 2
6rdn at inkubdltuk (37 °C, 5 % CO,), a ki-
alakult formazan krisztalyokat 150 ul savas
(6 1 cc. HCl/ml) izopropanolban oldottuk
fel. Ezutan Anthos/Dialab 2010 microplate
reader (Anthos Labtec Instruments GmbH,
Ausztria) segitségével 570 nm-en megmér-
tilk a sejtszuszpenziok optikai denzitdsat
(referenciaként a 620 nm-es mért érték szol-
galt). Az eredményeket %-ban fejeztiik ki.
100 %-nak a kontroll (a malathionnal nem
kezelt sejtek) esetében kapott formazan ol-
dat optikai denzitasat vettiik.

3. Aramldsi citometrids vizsgdlatok. A sejte-
ket megfeleld ideig kisméretii Petri-csészé-
ben tenyésztettiik (35/10 mm) és kezeltiik
malathionnal (37°C, 5 % CO,; Forma-
Scientific Water-Jacketed Incubator 3250).
A malathion eltavolitasat kovetoen a sejte-
ket 1 ml 4 °C-os tapoldattal mostuk, majd

6 percen at 800 ul tripszinnel emésztettiik.
Ezutan 900ul PBS-EDTA (PBS 1x, 2 mmol/
l-es etilén-diamin-tetraecetsav, pH 7,2) és
mechanikus mozgatas segitségével a sejte-
ket centrifugacsébe vittiik at, majd tovabbi
10 ml PBS-EDTA hozzaadasa utan 8 per-
cen at 250 g-vel centrifugaltuk. A ¢s6 aljan
Osszegyilt sejtekrdl a PBS-EDTA-t ledntot-
tiik, majd a sejteket Gjra mostuk és centri-
fugdltuk. A masodik centrifugilds utdn a
PBS-EDTA-t Pasteur pipettaval teljesen el-
tavolitottuk, és 400 ul PBS-EDTA-t mér-
tiink a sejtekhez. Az igy kapott mintakon
aramlasi citométerrel (BD FACSCalibur)
megmértiik a 20 s alatti eseményszamo-
kat. A kiértékelés CellQuest Pro program-
mal tortént.

4. Mikronukleusz teszt (47, 48]. A mik-
ronuleusz teszt sordn a sejtek osztoddsat
- megfelelé koncentracioja malathionnal
tortént kezelést kovetéen - cytochalasin-B-
vel azinterfazisban leallitottuk, igy két-mag-
vu sejteket kaptunk. Annak eldontésére,
hogy a mikronukleuszok sejtkultiraban
val6 megjelenése egyenletes vagy csopor-
tos eloszldst mutat-e, in situ vizsgalatot vé-
geztiik. Ezeknél a méréseknél a sejteket 12
mm atmérdjl tiveglapon tenyésztettiik. A
malathion kezelést kovetGen a sejteket fosz-
fat pufferrel (PBS 1x,) mostuk, majd 3 x 10
percig rogzitettiik vizmentes (100 %-0s) me-
tanolban. Ezt kovetéen a sejteket 0,003 %
(w/v) acridine orange festékoldattal 5 perc-
ig festettiik [49], a preparatumokat a PBS-
es mosds utan levegdn széritottuk. Ennél
az eljarasnal a mikronukleuszok szines ke-
rek testecskéknek latszanak a citoplazmé-
ban, és jol elkiilonithetdek a sejtmagtol. A
mikronukleuszok szamszer elemzését sejt
szuszpenzioban végeztiik. Ilyenkor a sej-
tek tenyésztése Petri-csészében tortént. A
malathion kezelést kovetden a sejteket me-
chanikusan tavolitottuk el a tartéedénybdl,
majd az igy kapott sejt szuszpenziot centri-
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Kontroll

50 pg/ml malathion, 24 o6ra

1. abra: Acridineorange ethidiumbromidos festés eredménye kontroll és 50 ug/ml
malathionnal 24 6ran at kezelt sejteknél

fugdlds utan az elobb leirt modon festettiik.
A mikronukleusz gyakorisag meghataroza-
sanal csak a két-magvu sejteket vettiik fi-
gyelembe, és minden koncentracio-, illetve
idépontnal legalabb 1000 két-magvu sejtet
vizsgaltunk meg. Az eredményt ezrelékben
fejeztiik ki (%o).

Katalaz és nitrogénoxid szintaz inhibitor ha-
tdsa a mikronukleuszok mennyiségére. 50
wg/ml malathionnal torténo kezelést kove-
téen a nitrogénoxidokbdl képzédé szabad
gyokok mennyiségének befolydsolasa cél-
jabol 5,0 gmol/l N-omega-nitro-L-arginin
metil észtert (L-NAME) adtunk a minta-
hoz, a hidrogénperoxid bontasara pedig 5
000 U/ml marha médjbol szarmazo katalazt
hasznaltunk. Az alkalmazott koncentraci-
okat a témaval kapcsolatos kozlemények
alapjan hataroztuk meg [50, 51].

Eredmények
A malathion citotoxicitdsa. A malathion ha-

tasara bekovetkezo, kiillonbozé tipusu sejt-
pusztulds folyamataban lévo sejtek tovabba

az €6 sejtek megjelenitése AO-EB festés se-
gitségeével tortént.

Kisérleteink sordn a sejttenyészetet 10, 30
perc, 1, 4, 6, 8, 24 és 48 dran keresztiil 10,
25, 50, 100, 200 és 400 ug/ml koncentra-
cioji malathionnal kezeltiik. A kezeletlen
sejtek esetében (1. dbra, bal oldal) az €lo
sejtekre jellemz6 fluoreszcencia figyelheto
meg, csak elszortan lathatok korai- vagy
késoi apoptotikus sejtek, melyeket kon-
denzalt kromatin és fragmentalt sejtmag
jellemez. A malathionnal tortént kezelé-
seknél, a 25 - 400 xg/ml koncentrdcié tar-
tomanyban 4 ora elteltével kismértében nott
a korai apoptotikus sejtek szama. 6-8 oras
kezelést kovetden viszont mar jelentésen
emelkedett azoknak a sejteknek a szama,
amelyeknél az apoptozis folyamatara jel-
lemz6 morfologiai valtozasok voltak meg-
figyelhetOk, valamint mar nekrotikus sejtek
is megjelentek. Megfigyelésiink szerint a
malathion apoptézist kivalto hatasa a keze-
1ési koncentraci6 novelésével egy ideig nott,
majd a magas koncentracioknal (100, 200
¢és 400 ug/ml) mar nem valtozott. Nekrozis
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esetében ilyen Gsszefiiggést nem tapasztal-
tunk, s az igy elpusztult sejtek mennyisége
becslésiink szerint a kezelési koncentraciok
novekedésével parhuzamosan emelkedett.

Eredményeinkkel kapcsolatban fontos
megjegyezni, hogy a malathion mér olyan
alacsony koncentracioknal (25, 50 ug/ml)
is apoptozist indukalt, ahol kolinerg hatas-
sal még nem kell szamolni.

Wang és mtsai (2010) AO festést koveto-
en, in situ végzett kvalitativ vizsgalatokat
is leirtak. Az el6zetes mikroszkopos vizs-
galataink szerint esetiinkben a kezelések
soran a pusztulo sejtek nagy szamban
vélnak le az aljzatrdl, s keriilnek a tapol-
datba, amely jelenség a mennyiségi vizs-
galatok eredményeit bizonytalanna teszi.
Ezért a sejtek életképességének valtoza-
sat, amely oOsszefiigg a sejtpusztulas mér-
tékével, MTT redukcios teszttel hataroztuk
meg, ahol a mérés sejtszuszpenzioban tor-
ténik, igy az eredményre nincsen hatdssal
a kezelés kovetkeztében kialakulo sejt-aljat
kapcsolat valtozasa. Az életképesség vizs-
galatokat az AO-EB festési technikanal
megadott malathion koncentracioknal és
inkubalasi idoknél végeztiikel. Az 2.A dbra
a 24 6ras inkubalas eredményét mutatja 50,
illetve 200 pg/ml malathion koncentracio-
ndl. Lithato, hogy az életképes sejtek ard-
nya malathion kezelés hatisira csokken.
Erdemes megemliteni, hogy az életképes
sejtek ardnya nagyobb malathion koncent-
raciondl nagyobb mértékben csokkent. Ezt
a tendencidt lehetett megfigyelni abban a
kisérletsorozatban is, ahol 1 6ras malathion
kezelés utin malathion-mentes tapoldatban
folytattuk a sejtek inkubalasat. Ebben az
esetben azonban az életképes sejtek szama
kisebb mértékben csokkent.

Tekintettel arra, hogy az MTT tesztnél
minden mérési pontnal a kontrollra ka-

pott értéket tekintjiik 100 szazaléknak, ez
a mérés nem szolgaltat informaciot az élet-
képes sejtek abszolut szamanak valtozasa-
ra. Az életképesség csokkenését okozhatja
a sejtpusztulds miatti sejtszam csokkenés,
de eldidézheti a sejtek osztodasinak, a sej-
tek proliferaciojanak malathion kezelések
altal eléidézett gatlasa is. Ezért a sejtszam
valtozasanak tanulmanyozasara aramldsi
citometrids vizsgalatokat is végeztiink. A
24 6rds, 200 pg/ml malathion koncentra-
ciondl kapott kezelés eredményét a 2.B db-
rdan mutatjuk be. Amint lathato, a kezeletlen
sejtek szama kozel dupldjara nétt, mig a
malathionnal kezelt sejtek szama véltozat-
lan maradt. Ezek alapjan megallapithato,
hogy a malathion a JAR sejtek szaporoda-
sat gatolja.

A malathion genotoxicitisa. A mik-
ronukleusz gyakorisag meghatarozasakor
a fluoreszcens mikroszképos mennyiségi
vizsgalatnal el6bbiekben emlitett technikai
akadallyal szembesiiltiink, ezért in situ csak
avizualis megfigyelésre kertilt sor, a kvanti-
tativ elemzéseket pedig sejtszuszpenzioban,
izolalt sejteken végeztiik el. Eredményeink
azt mutattak, hogy a malathion kezelés 50
ug/ml alatti koncentraciokndl nem okoz
szignifikans mikronukleusz gyakorisag
novekedést. 50 ug/ml-nél, illetve e folott
viszont mar a mikronukleuszok kialaku-
lasa szignifikansan gyakoribba valt 24 6ras
inkubalasi idot vizsgalva (3., 4. dbra). Ezt a
valtozast lehetett az 1 6ras el6-inkubéldsndl
is megfigyelni, csak kisebb mérték-
ben. Eredményeink azt mutatjak, hogy a
malathion dézisfiiggé modon genotoxikus
hatast a placenta modellsejtekre.

50 1g/ml koncentraciji malathionnal tor-
ténd kezelés utin meghataroztuk, hogy a
hidrogénperoxid 5 000 U/ml kataldzzal
torténd enzimatikus bontésa, illetve az 5,0
umol/l-es L-NAME kezelés (a nitrogénoxid
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2.A abra: Az életképesség valtozasa 50 ug/
ml és 200 pg/ml malathion kezelés hatdsd-
ra, illetve az 1 6rds 200 ug/ml malathion
kezelést kovetéen malathion mentes tdp-
oldatban torténd tenyésztés soran. Az elsé
oszlop a 6 ords, a masodik oszlop pedig a
24 oras kezelés eredményét mutatja. (100
szdazaléknak a kontroll sejteknél mért opti-
kai denzitast tekintettiik.)

szintdz gatlasa) mennyiben befolyasolja a
kialakulé mikronukleuszok mennyiségét.
Mint ahogy az 5. dbra mutatja, mindkét
esetben a mikronukleusz gyakorisaganak
csokkenését tapasztaltuk. Azonban csak

2.B abra: A sejtek szamanak valtozdsa ke-
zeletlen és 200 pg/ml malathionnal kezelt
sejtkultiiraban. Az elsé oszlop a 4 ords,
a masodik pedig a 24 6rds sejttenyésztés
eredményét mutatja.

kataldz kezelés esetén haladta meg a ka-
pott csokkenés a metodika 20 szazalékos
hibahatarat.
Megbeszélés
Munkankban els6ként mutattuk ki és ko-
zoltiink mennyiségi adatokat arrol, hogy in

vitro korilmények kozott a malathion cito-
és genotoxikus a placenta sejtek modellje-

100 pg/ml, 24 or”

3. abra: Mikronukleuszok in situ megfigyelése acridine-orange festéssel kontroll és 24
oran at 50 ug/ml malathionnal kezelt sejteknél
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ként elfogadott JAR sejtekre. A malathion
alacsonyabb koncentraciétartomanyban
(25-100 peg/ml) elsésorban apoptézist okoz.
Irodalmi adatok alapjan megallapithatd,
hogy OP vegyiiletekre mds sejtvonalaknal is
hasonl6 eredményt kaptak, és a hatas dozis-
,illetve idofliggonek bizonyult [3,7,8,18,52].
Kisebb dézisoknal mas OP-k hatasara is
az apoptozis volt a dominans sejtpusztula-
si mechanizmus, nagyobb dézisoknal pedig
foként nekrozis 1épett fel [7, 12].

Mint ismeretes, az apoptozis egy komplex,
programozott sejthaldl, amely jol meg-
hatarozott sorrendben, egymast kovetd,
molekularis szintii események energia-
fiiggd lancolatabol all. Inicializacioja tor-
ténhet a sejtek plazmamembranjan levo
membrandoméneken keresztiil, de tor-
ténhet mitokondridlis mechanizmussal is
[53]. A membran szinti inicializacié az un.
halalligandumok membranreceptorhoz tor-
ténd kapcsolddasan alapul, a mitokondrialis
mechanizmus viszont a szabadgyokok fel-
szaporoddsaval fiigg Ossze. Kilonbozo
gyokfogd vegyiiletekkel torténo kezelések-
nél kapott eredmények alapjan elmondha-
t6, hogy a malathion cito- és genotoxikus
hatasa — mas OP-khez hasonléan -szabad-
gyok mechanizmuson keresztiil torténik [3,
4, 19]. Ezek az eredmények az apoptozis
mitokondridlis mechanizmusara utalnak. A
sajat el6zetes eredményeink is alatamasztjak
ezta hatdsmechanizmust. Erdekes, hogy az
dltalunk hasznalt két gyokfogo koziil csak
akatalaz (hidrogénperoxid elimindcio) volt
hatdsos (5. dbra). Ez azt jelentheti, hogy a
nitrogénoxidbol szarmazé szabadgyokok
ebben az esetben kimutathato szerepet nem
jatszanak. A mitokondrialis utat timaszt-
jak ald Saleh és munkatdrsainak azon ered-
ményei is [52], ahol malathion vagy mas
OP kezelést kovetoen a kaszpaz 9 aktivi-
tdsanak valtozasdt tapasztaltdk. Vannak

azonban olyan irodalmi adatok is, amelyek
szerint malathion, illetve mas OP hatasara
a kaszpdz 8 aktivitdsa novekszik [3,18]. Ez
viszont a haldl receptor utra jellemz6 val-
tozas. Elméleti megfontolasok és kisérleti
adatok alapjan tehat a JAR sejtek esetében
mindkét elébbiekben vazolt hatasmecha-
nizmus szamitasba johet. A kérdés tiszta-
zasa tovabbi kisérleteket igényel.

Ismert tény, hogy az apoptdzis fontos sze-
repet jatszik a placenta normilis fejlodé-
sében [54, 55]. Arra is talalhatok irodalmi
adatok, hogy az apoptézis bizonyos klini-
kai korképek, mint pl. a pre-eclampsia és az
intrauterin novekedési retardacio kialaki-
tasaban is részt vesz [56]. Ha mindezekhez
hozzavessziik, hogy ilyen koros elvaltoza-
sokat malathion és mds OP-k esetében is
megfigyeltek [38, 57], akkor nagyon kézen-
fekvo, hogy az OP-k apoptozist kivalto ha-
tasa huzodik meg az elébb emlitett koros
jelenségek hétterében.

Kisérleteink segitségével azt is sikeriilt ki-
mutatni, hogy a malathion genotoxikus
a JAR sejtekre. Az dltalunk alkalmazott
mikronukleusz teszt egy elfogadott mod-
szer a DNS karosodas kimutatdséra [47,
48]. A kettOs-magvi (citokinézisben ga-
tolt) sejtekben a mikronukleusz gyakori-
sag nagyobb malathion koncentracioknal
kismértékben emelkedett. Az apoptozis ki-
véltasahoz hasonloan feltételezhet6, hogy
a genotoxikus hatdsokban is a malathion
kezelés altal indukalt szabadgyok képzodeés
jatszik szerepet [16]. Fontos megjegyezni,
hogy a cito-, és genotoxikus hatas olyankor
is kimutathato, amikor malathionnal csak
egy Ordn dt torténik a kezelés, €s ezt kove-
toen a sejtek inkubalisa malathion-mentes
tapoldatban folytatodik. A hatas megjelené-
se azt mutatja, hogy a JAR sejtek malathion
felvétele viszonylag gyors, hiszen egy ora
alatt is tapasztalhato irreverzibilis valtozas.
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4. abra: A mikronukleusz gyakorisag val-
tozdsa kiilonbozé koncentracioju, folya-
matos (1. oszlop), illetve 1 6rds (2. oszlop)

malathion kezelés hatdsdra

Ez a megfigyelés nagy jelent6ségii lehet a
rovid malathion expoziciok rizikobecslé-
sével kapcsolatban.

Az utdbbi években kimutattdk, hogy a kii-
[6nboz6 toxikus kémiai vagy fizikai hatasok
a kozvetlen sejtkdrositason feliil ugyneve-
zett szomszédsagi (bystander) hatast is pro-
dukdlnak [58]. Eza fogalom azt jelenti, hogy
a kozvetleniil karosodott sejtek kozelében
levo, a karosito agens altal nem érintett sej-
tek gyakran a kozvetleniil kdrosodott sej-
tekhez hasonlé elvaltozasokat mutatnak.
[gy a kezelthez hasonloan apoptozissal,
programozott sejthaldllal elpusztulhat-
nak, DNS kdrosodds alakulhat ki benniik,
stb. Ez a hatds megsokszorozhatja a kéro-
sodott sejtek szamat, azaz az adott dgens
hatasat. Egyik altalanos elfogadott ismér-
ve a szomszédsagi hatasnak, hogy ilyenkor
a végpontok csoportokban jelennek meg
[59]. Azok a megfigyeléseink, hogy mind

5. abra: Nitrogénoxid szintdz gatlé anyag
(5 umol/l L-NAME) és 5 000u/! katalaz

hatasa az 50 ug/ml malathion kezelésnél
tapasztalt mikronukleusz gyakorisagra

a malathion kezelést kovetéen lathato6 el-
pusztult sejtek (1. dbra jobb oldal), mind a
mikronukleuszt tartalmazo sejtek (3. dbra
jobb oldal) csoportosan helyezkednek el,
esetiinkben is szomszédsagi hatasra utal-
nak. Osszefoglalva megéllapithatjuk, hogy
a malathion cito- és genotoxikus hatdsu a
JAR sejtekre, mely elvaltozasok szomszéd-
sagi hatasként is megjelennek.
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Effect of malathion on placental model
cells L.
Study of cyto- and genotoxicity

Certain pesticides (e.g. malathion) and
the highly toxic chemical warfare nerve
agents (e.g. tabun, sarin, soman, VX)
belong to the chemical group, the so-called
organophosphate agents. These compounds
can inhibit the acetylcholinesterase
enzyme (cholinergic effect) resulting
in characteristic effects on the nervous
system. However, some recently published
data have suggested that the reproductive
system and the fetus can also be affected by
organophosphates through noncholinergic
action mechanisms.

In the present study we investigated the cell
damaging effects of malathion on human
choriocarcinoma (JAR HTB 144) cells, as
an accepted in vitro model for the placental
cells. Our results showed that malathion
treatments, even at lower doses, resulted
in apoptotic and necrotic death of the cells
and caused the formation of micronuclei
indicating the damage of DNA. These
changes were multiplied by bystander
effect.
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