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Az organofoszfát típusú vegyületek csoportjába tartoznak különböző 
peszticidek (pl. malathion) és a vegyi fegyvernek kifejlesztett rendkívül 
toxikus idegmérgek (szarin, szomán, tabun, VX) is. Az utóbbi időben fel
merült, hogy az organofoszfátok a kolinészteráz enzim  gátlásán alapuló 
(kolinerg) idegrendszeri hatásokon kívül más hatásmechanizmusú (nem- 
kolinerg) változásokat is okozhatnak, amelyek többek között érinthetik a 
reprodukatív szerveket és ezáltal, terhesség esetén a magzatot is. Jelen vizs
gálatunkban a malathion cito- és genotoxikus hatásait tanulmányoztunk  
emberi placenta sejtek in  vitro  modelljének tekinthető choriocarcinoma 
sejtvonalon (JAR HTB 144). A kísérleti eredmények alapján megállapítot
tuk, hogy a malathion már viszonylag alacsony koncentrációkban cito- és 
genotoxikus, azaz a sejtek apoptotikus és nekrotikus pusztulását, illetve 
mikronukleuszok kialakulását (DNS károsodást) okozza. Kimutattuk, 
hogy a kezelés hatására megjelenő elváltozások bystander (szomszéd- 
sági) hatást mutatnak. Eredményeink alátámasztják a vegyületcsoport 
reproduktív toxicitására utaló adatokat.
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Az organofoszfátokban (OP) egy közpon
ti foszfát (vagy foszfin) csoporthoz szerves 
oldalláncok kapcsolódnak. Az első OP-t 
1854-ben szintetizálták. A II. világháború 
alatt m ár ipari méretekben történt az OP- 
k előállítása, először mezőgazdasági célból, 
rovarirtószerként, majd később az idegmér
gekként ismertté vált vegyi fegyverek ki- 
fejlesztésére is sor került (szarin, szomán, 
tabun, VX) [1], Napjainkban világszerte 
hatalmas mennyiségben használnak OP 
vegyületeket növényvédőszerként, illetve 
szúnyogirtásra (pl. malathion, parathion, 
DDVP) [2]. Bár az OP-k vegyi fegyverként 
való felhasználását nemzetközi egyezmé
nyek tiltják, hadászati vagy terrortámadás 
során való alkalmazásuk lehetősége mégis 
folyamatos veszélyt jelent m ind a honvédség 
állományára, m ind a civil lakosságra.

Az OP-k szerves oldalláncai a köz
ponti foszfor atom elektrofilicitásán, 
a molekula sztérikus tulajdonságán és 
lipidoldékonyságán keresztül nagymérték
ben befolyásolják a vegyület biológiai ha
tásosságát. Az OP-k egyrészt kolinészteráz 
gátló, ún. kolinerg hatással rendelkeznek. 
Ezen alapul az OP vegyi fegyverek működé
se és az OP rovarirtószerek rovarölő hatása is 
[1,2]. Vizsgálati adatok szerint az OP expo
zíciónak azonban nem csak kolinerg hatá
sai lehetnek, hanem felléphetnek különböző 
citotoxikus (membránkárosodás, sejthalál) 
és/vagy genotoxikus hatások (DNS károso
dás, kromoszóma aberráció) is. Az egyik 
széles körben alkalmazott növényvédőszer, 
a malathion esetében nem-kolinerg hatást 
in vitro vizsgálatokban többféle sejttípuson 
megfigyeltek és in vivo rendszerekben is ta
pasztaltak [3-17], Ezek a hatások már olyan 
alacsony dózisú expozícióknál megjelen
nek, ahol kolinerg hatással még nem kell 
számolni [18]. A nem-kolinerg hatások sza
badgyök mechanizmusúak [3, 4, 18-20]. A

sejtszintű toxikus hatások szervi szinten is 
manifesztálódhatnak. Ezzel magyarázha
tók többek között az OP-k neurotoxikus 
[21], hepatotoxikus [22, 23], kardiotoxikus 
[24], im munotoxikus [25, 26] hatásai.

Az előbb felsoroltak mellett számos jel 
mutat arra, hogy az OP-k a reproduktív 
rendszer különböző elemeire is toxikus 
hatásúak. így az OP expozícióval terhelt 
területeken emelkedett számban figyeltek 
meg infertilitást, születési rendellenessé
geket, terhességi komplikációkat, magzati 
mortalitást, a hormonális egyensúly meg
bomlását [27-37], Levario-Carrillo [38] az 
intrauterin növekedési retardáció (IUGR) és 
a pre-eclampsia gyakoribb előfordulását ta
pasztalta az OP-vel kezelt régiókban. Mivel 
a placenta kóros működése ok és okozat
ként is összefügghet az említett terhességi 
komplikációkkal, feltételezhető, hogy a kör
nyezeti OP terhelésnek kitett terheseknél a 
magzati károsodások egyik oka a placenta 
károsodása lehet [39-41], Ugyanakkor, eb
ben a kérdéskörben részletes vizsgálatokat 
eddig nem folytattak.

A jelen tanulm ányban ezt a kérdést vet
tük górcső alá. Kísérleteinkben humán 
choriocarcinoma (JAR) sejtvonalat vizs
gáltunk, amely a placenta sejtek elfogadott 
modellje. Organofoszfátként malathiont 
használva a cito - és genotoxikus hatásokat ta- 
nulmányoztuk. A sejtek változásait fluoresz
cens mikroszkópos technikával követtük. 
Az alkalmazott ethidiumbromide-acridine 
orange festési technika segítségével jól el
különíthetők a korai és késői apoptózisos 
és a nekrózisos sejtek [42, 43], Áramlási 
citometriával, illetve MTT redukciós teszt
tel nyomon követtük a sejtek pusztulását, 
illetve életképességének malathion hatásá
ra történő változását. A vizsgált peszticid 
DNS-re kifejtett toxicitását pedig a kezelés 
hatására kialakuló mikronukleuszok gya
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koriság változásának meghatározásával ta
nulmányoztuk. Ez utóbbi vizsgálatoknál a 
szabadgyök hatásmechanizmus igazolására 
is végeztünk kísérleteket.

Anyagok és módszerek

A malathiont és az M TT oldatot a Sigma- 
Aldrich-tól vásároltuk, a dimetil-szulfoxidot 
(DMSO -  gázkromatográfiához kat.sz.: 
1.09678.0100) pedig a Mercktől szereztük 
be. A malathion törzsoldatát (200 m g/ml) 
DMSO-ban készítettük el, és -20 °C-on 
tároltuk. Az RPMI-1640 tápoldat, az an 
tibiotikumok (penicillin és streptomycin), 
továbbá a borjú 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-tól vá
sároltuk.

A JAR sejtek malathionnal történő keze
lése. A JAR choriocarcinoma sejtvonalat 
[44] az LGC Promochem-től szereztük be. 
A sejteket (100 IU/ml penicillin, 100 p g /  
ml streptomycin) antibiotikumot és 10 % 
FCS-t is tartalm azó RPMI-1640 tápol
datban tenyésztettük standard steril in 
kubátorban 37°C-on, 5 % széndioxidot 
tartalm azó atmoszférában. A mikroszkó
pos mérésekhez és az életképesség vizs
gálatához a sejteket 24, illetve 96 lyukú 
tenyésztő edényekbe (FALCON) osztottuk 
szét, a mikronukleusz gyakoriság meny- 
nyiségi meghatározásához pedig a Petri- 
csészét használtunk. (Az előbbi felsorolás 
sorrendjében a sejtszuszpenzió térfogata 1 
ml, 0,2 ml, és 8 m l sejtszuszpenzió/lyuk, 
illetve flaska volt.) A mikroszkópos vizs
gálathoz a sejteket a malathion hozzáadá
sát megelőzően 24 órán keresztül 12 m m  
átmérőjű üveglapokon (Thermo Scientific 
Menzel-Gläser, Germany) tenyésztettük. 
A malathion kezelést 10, 25, 50, 100, 200

és 400 ng/m l koncentrációknál 0,5, 1, 2, 
4, 6, 8 és 24 órán át végeztük. (A megfe
lelő térfogatú malathion törzsoldatot a te
nyésztő médiumhoz m értü k  hozzá.) Egy 
másik kísérleti sorozatban az előbb emlí
tett malathion koncentrációkkal 1 órán át 
végeztünk kezelést, majd a malathiont tar
talmazó tápoldatot malathion mentesre cse
réltük le, és a sejtek inkubációját 1, 2, 4, 6, 
8 és 24 órán át tovább folytattuk.

A m alathion citotoxicitását fluorescens 
mikroszkópos technikával, MTT életképes
ség vizsgálattal és sejtszám-változás áram
lási citometriával történő meghatározásával 
tanulmányoztuk. A genotoxicitás vizsgálata 
mikronukleusz test segítségével történt.

1. A sejtpusztulás tanulmányozása acridine 
orange-ethidiumbromid fluoreszcens fes
téssel [45]. A malathion kezelést követően 
az üveglapocskákat a rájuk kitapadt sejtek
kel együtt eltávolítottuk a tenyésztő edény 
lyukaiból, és 200/d festék-keverékkel (desz
tillált vízben oldott AO (3 /rg/ml) és EB (10 
pg/mlj) inkubáltuk 5 percig. Ezt követő
en a festéket foszfát pufferrel (PBS lx pH 
7,2) mostuk le és a sejteket azonnal Zeiss 
Axioplan fluoreszcens mikroszkópban 
vizsgáltuk 250-szeres nagyítással. A fény
képeket Konica Minolta Dimage A200 di
gitális fényképezőgéppel készítettük.

Az AO festéket az életképes és nem-életké
pes sejtek is felveszik. Ultraibolya fénnyel 
történő megvilágítás hatására a kettősszálú 
DNS-hez kapcsolódott festék zölden fluo
reszkál, egyszálú nukleinsavhoz (RNS) kö
tődve pedig vörös fényt bocsát ki. Az EB-t 
csak az életképtelen, a membránjuk félig
áteresztő képességét elveszített sejtek ve
szik fel. A felvett és a DNS-hez kötődött 
EB molekulák emissziója a vörös tarto
mányba esik. Ennél a festési eljárásnál a 
különböző fluoreszcencia emisszió alapján
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négyféle sejtállapotot különböztethetünk 
meg: (1) Élő sejtek, amelyek sejtmagja fé
nyes zöld és szervezett struktúrával ren
delkezik. (2) A korai apoptotikus sejteket 
a kompakt, zöld sejtmag és a perinukleáris 
kromatin kondenzáció jellemzi. (3) A késői 
apoptotikus sejtek esetében a sejtmag na
rancssárgás vagy vöröses, kondenzált vagy 
fragmentált kromatinnal. (4) A nekrotikus 
sejtek szervezett struktúrával rendelkeznek 
és narancssárgától vöröses színűre festőd- 
hetnek [46],

2. Életképesség vizsgálata M T T  teszttel [46]. 
Ez a kolorimetriás módszer a tetrazolium 
só (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-di- 
phenyltetrazolium bromid (MTT)) kék 
formazán kristállyá történő átalakulá
sán alapul. A reakciót az élő sejtek ép 
mitokondriumában található dehidrogenáz 
enzim katalizálja. A formazán detektálása 
spektrofotometriai úton történik. Az MTT 
tesztet 96 lyukú tenyésztőedényben végez
tük (~ l,5xl04 sejt/lyuk). M iután a sejteket 
0,2 mg/ml koncentrációjú MTT oldattal 2 
órán át inkubáltuk (37 °C, 5 % CO,), a ki
alakult formazán krisztályokat 150 //I savas 
(6 p l cc. HCl/ml) izopropanolban oldottuk 
fel. Ezután Anthos/Dialab 2010 microplate 
reader (Anthos Labtec Instruments GmbH, 
Ausztria) segítségével 570 nm-en megmér
tük a sejtszuszpenziók optikai denzitását 
(referenciaként a 620 nm-es mért érték szol
gált). Az eredményeket %-ban fejeztük ki. 
100 %-nak a kontroll (a malathionnal nem 
kezelt sejtek) esetében kapott formazán ol
dat optikai denzitását vettük.

3. Áramlási citometriás vizsgálatok. A sejte
ket megfelelő ideig kisméretű Petri-csészé- 
ben tenyésztettük (35/10 mm) és kezeltük 
malathionnal (37°C, 5 % CO,; Forma- 
Scientific Water-Jacketed Incubator 3250). 
A malathion eltávolítását követően a sejte
ket 1 ml 4 °C-os tápoldattal mostuk, majd

6 percen át 800p \ tripszinnel emésztettük. 
Ezután 900wl PBS-EDTA (PBS lx, 2 m m ol/ 
1-es etilén-diamin-tetraecetsav, pH 7,2) és 
mechanikus mozgatás segítségével a sejte
ket centrifugacsőbe vittük át, majd további 
10 ml PBS-EDTA hozzáadása után 8 per
cen át 250 g-vel centrifugáltuk. A cső alján 
összegyűlt sejtekről a PBS-EDTA-t leöntöt
tük, majd a sejteket újra mostuk és centri
fugáltuk. A második centrifugálás u tán  a 
PBS-EDTA-t Pasteur pipettával teljesen el- 
távolítottuk, és 400 p l  PBS-EDTA-t m ér
tünk  a sejtekhez. Az így kapott m intákon 
áramlási citométerrel (BD FACSCalibur) 
m egm értük a 20 s alatti eseményszámo
kat. A kiértékelés CellQuest Pro program 
mal történt.

4. Mikronukleusz teszt [47, 48], A mik- 
ronuleusz teszt során a sejtek osztódását 
-  megfelelő koncentrációjú malathionnal 
történt kezelést követően -  cytochalasin-B- 
vel az interfázisban leállítottuk, így két-mag- 
vú sejteket kaptunk. Annak eldöntésére, 
hogy a mikronukleuszok sejtkultúrában 
való megjelenése egyenletes vagy csopor
tos eloszlást mutat-e, in situ vizsgálatot vé
geztük. Ezeknél a méréseknél a sejteket 12 
m m  átmérőjű üveglapon tenyésztettük. A 
malathion kezelést követően a sejteket fosz
fát pufferrel (PBS lx,) mostuk, majd 3 x 10 
percig rögzítettük vízmentes (100 % -os) m e
tanolban. Ezt követően a sejteket 0,003 % 
(w/v) acridine orange festékoldattal 5 perc
ig festettük [49], a preparátumokat a PBS- 
es mosás után levegőn szárítottuk. Ennél 
az eljárásnál a mikronukleuszok színes ke
rek testecskéknek látszanak a citoplazmá- 
ban, és jól elkülöníthetőek a sejtmagtól. A 
mikronukleuszok számszerű elemzését sejt 
szuszpenzióban végeztük. Ilyenkor a sej
tek tenyésztése Petri-csészében történt. A 
malathion kezelést követően a sejteket m e
chanikusan távolítottuk el a tartóedényből, 
majd az így kapott sejt szuszpenziót centri-



1. ábra: Acridineorange ethidiumbromidos festés eredménye kontroll és 50 fig/ml 
malathionnal 24 órán át kezelt sejteknél

fugálás után az előbb leírt módon festettük. 
A mikronukleusz gyakoriság meghatározá
sánál csak a két-magvú sejteket vettük fi
gyelembe, és minden koncentráció-, illetve 
időpontnál legalább 1000 két-magvú sejtet 
vizsgáltunk meg. Az eredményt ezrelékben 
fejeztük ki (%o).

Kataláz és nitrogénoxid szintáz inhibitor ha
tása a mikronukleuszok mennyiségére. 50 
/rg/ml malathionnal történő kezelést köve
tően a nitrogénoxidokból képződő szabad 
gyökök mennyiségének befolyásolása cél
jából 5,0 umol/1 N-omega-nitro-L-arginin 
metil észtert (L-NAME) adtunk a mintá
hoz, a hidrogénperoxid bontására pedig 5 
000 U/ml m arha májból származó katalázt 
használtunk. Az alkalmazott koncentráci
ókat a témával kapcsolatos közlemények 
alapján határoztuk meg [50, 51].

Eredmények

A malathion citotoxicitása. A  malathion ha
tására bekövetkező, különböző típusú sejt
pusztulás folyamatában lévő sejtek továbbá

az élő sejtek megjelenítése AO-EB festés se
gítségével történt.

Kísérleteink során a sejt tenyészetet 10, 30 
perc, 1, 4, 6, 8, 24 és 48 órán keresztül 10, 
25, 50, 100, 200 és 400 pg/ml koncentrá
ciójú malathionnal kezeltük. A kezeletlen 
sejtek esetében (J. ábra, bal oldal) az élő 
sejtekre jellemző fluoreszcencia figyelhető 
meg, csak elszórtan láthatók korai- vagy 
késői apoptotikus sejtek, melyeket kon
denzált kromatin és fragmentált sejtmag 
jellemez. A malathionnal történt kezelé
seknél, a 25 - 400 /rg/m l koncentráció tar
tományban 4 óra elteltével kismértében nőtt 
a korai apoptotikus sejtek száma. 6-8 órás 
kezelést követően viszont már jelentősen 
emelkedett azoknak a sejteknek a száma, 
amelyeknél az apoptózis folyamatára jel
lemző morfológiai változások voltak meg
figyelhetők, valamint m ár nekrotikus sejtek 
is megjelentek. Megfigyelésünk szerint a 
malathion apoptózist kiváltó hatása a keze
lési koncentráció növelésével egy ideig nőtt, 
majd a magas koncentrációknál (100, 200 
és 400/rg/ml) m ár nem változott. Nekrózis
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esetében ilyen összefüggést nem tapasztal
tunk, s az így elpusztult sejtek mennyisége 
becslésünk szerint a kezelési koncentrációk 
növekedésével párhuzamosan emelkedett.

Eredményeinkkel kapcsolatban fontos 
megjegyezni, hogy a malathion m ár olyan 
alacsony koncentrációknál (25, 50 /zg/ml) 
is apoptózist indukált, ahol kolinerg hatás
sal még nem kell számolni.

Wang és mtsai (2010) AO festést követő
en, in situ végzett kvalitatív vizsgálatokat 
is leírtak. Az előzetes mikroszkópos vizs
gálataink szerint esetünkben a kezelések 
során a pusztuló sejtek nagy számban 
válnak le az aljzatról, s kerülnek a tápol
datba, amely jelenség a mennyiségi vizs
gálatok eredményeit bizonytalanná teszi. 
Ezért a sejtek életképességének változá
sát, amely összefügg a sejtpusztulás mér
tékével, MTT redukciós teszttel határoztuk 
meg, ahol a mérés sejtszuszpenzióban tör
ténik, így az eredményre nincsen hatással 
a kezelés következtében kialakuló sejt-aljat 
kapcsolat változása. Az életképesség vizs
gálatokat az AO-EB festési technikánál 
megadott malathion koncentrációknál és 
inkubálási időknél végeztük el. Az 2. A ábra 
a 24 órás inkubálás eredményét mutatja 50, 
illetve 200 pg/ml malathion koncentráció
nál. Látható, hogy az életképes sejtek ará
nya malathion kezelés hatására csökken. 
Érdemes megemlíteni, hogy az életképes 
sejtek aránya nagyobb malathion koncent
rációnál nagyobb mértékben csökkent. Ezt 
a tendenciát lehetett megfigyelni abban a 
kísérletsorozatban is, ahol 1 órás malathion 
kezelés után malathion-mentes tápoldatban 
folytattuk a sejtek inkubálását. Ebben az 
esetben azonban az életképes sejtek száma 
kisebb mértékben csökkent.

Tekintettel arra, hogy az MTT tesztnél 
m inden mérési pontnál a kontrollra ka

pott értéket tekintjük 100 százaléknak, ez 
a mérés nem  szolgáltat információt az élet
képes sejtek abszolút számának változásá
ra. Az életképesség csökkenését okozhatja 
a sejtpusztulás miatti sejtszám csökkenés, 
de előidézheti a sejtek osztódásának, a sej
tek proliferációjának malathion kezelések 
által előidézett gátlása is. Ezért a sejtszám 
változásának tanulmányozására áramlási 
citometriás vizsgálatokat is végeztünk. A 
24 órás, 200 pg/ml malathion koncentrá
ciónál kapott kezelés eredményét a 2.B áb
rán m utatjuk be. Amint látható, a kezeletlen 
sejtek száma közel duplájára nőtt, míg a 
malathionnal kezelt sejtek száma változat
lan m aradt. Ezek alapján megállapítható, 
hogy a malathion a JÁR sejtek szaporodá
sát gátolja.

A malathion genotoxicitása. A  mik- 
ronukleusz gyakoriság meghatározásakor 
a fluoreszcens mikroszkópos mennyiségi 
vizsgálatnál előbbiekben említett technikai 
akadállyal szembesültünk, ezért in situ csak 
a vizuális megfigyelésre került sor, a kvanti
tatív elemzéseket pedig sejtszuszpenzióban, 
izolált sejteken végeztük el. Eredményeink 
azt m utatták, hogy a malathion kezelés 50 
ug/m l alatti koncentrációknál nem okoz 
szignifikáns mikronukleusz gyakoriság 
növekedést. 50 ug/ml-nél, illetve e fölött 
viszont m ár a mikronukleuszok kialaku
lása szignifikánsan gyakoribbá vált 24 órás 
inkubálási időt vizsgálva (3., 4. ábra). Ezt a 
változást lehetett az 1 órás elő-inkubálásnál 
is megfigyelni, csak kisebb m érték
ben. Eredményeink azt mutatják, hogy a 
malathion dózisfüggő m ódon genotoxikus 
hatású a placenta modellsejtekre.

50/<g/ml koncentrációjú malathionnal tör
ténő kezelés után meghatároztuk, hogy a 
hidrogénperoxid 5 000 U/ml katalázzal 
történő enzimatikus bontása, illetve az 5,0 
um ol/l-es L-NAME kezelés (anitrogénoxid
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200 pg/ml malsth ionnal 
kezelt

2.A ábra: A z életképesség változása 50 ug/ 
ml és 200 iig/ml malathion kezelés hatásá
ra, illetve az 1 órás 200 jug/ml malathion 
kezelést követően malathion mentes táp

oldatban történő tenyésztés során. A z első 
oszlop a 6 órás, a második oszlop pedig a 
24 órás kezelés eredményét mutatja. (100 

százaléknak a kontroll sejteknél mért opti
kai denzitást tekintettük.)

2.B ábra: A sejtek számának változása ke
zeletlen és 200 fig/m l malathionnal kezelt 

sejtkultúrában. A z  első oszlop a 4 órás, 
a második pedig a 24 órás sejttenyésztés 

eredményét mutatja.

kataláz kezelés esetén haladta m eg a ka
pott csökkenés a metodika 20 százalékos 
hibahatárát.

szintáz gátlása) mennyiben befolyásolja a 
kialakuló mikronukleuszok mennyiségét. 
M int ahogy az 5. ábra mutatja, mindkét 
esetben a mikronukleusz gyakoriságának 
csökkenését tapasztaltuk. Azonban csak

Megbeszélés

Munkánkban elsőként m utattuk ki és kö
zöltünk mennyiségi adatokat arról, hogy in 
vitro körülmények között a m alathion cito- 
és genotoxikus a placenta sejtek modellje-

3. ábra: Mikronukleuszok in situ megfigyelése acridine-orange festéssel kontroll és 24 
órán át 50 pg/ml malathionnal kezelt sejteknél
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ként elfogadott JÁR sejtekre. A malathion 
alacsonyabb koncentrációtartományban 
(25-100 /ig/ml) elsősorban apoptózistokoz. 
Irodalmi adatok alapján megállapítható, 
hogy OP vegyületekre más sejtvonalaknál is 
hasonló eredményt kaptak, és a hatás dózis- 
, illetve időfüggőnek bizonyult [3,7,8,18,52]. 
Kisebb dózisoknál más OP-k hatására is 
az apoptózis volt a dom ináns sejtpusztulá
si mechanizmus, nagyobb dózisoknál pedig 
főként nekrózis lépett fel [7, 12].

Mint ismeretes, az apoptózis egy komplex, 
program ozott sejthalál, amely jól meg
határozott sorrendben, egymást követő, 
molekuláris szintű események energia
függő láncolatából áll. Inicializációja tör
ténhet a sejtek plazmamembránján levő 
membrándoméneken keresztül, de tö r
ténhet mitokondriális mechanizmussal is 
[53], A m embrán szintű inicializáció az ún. 
halálligandumok membránreceptorhoz tör
ténő kapcsolódásán alapul, a mitokondriális 
mechanizmus viszont a szabadgyökök fel- 
szaporodásával függ össze. Különböző 
gyökfogó vegyületekkel történő kezelések
nél kapott eredmények alapján elmondha
tó, hogy a malathion cito- és genotoxikus 
hatása -  más OP-khez hasonlóan -szabad
gyök mechanizmuson keresztül történik [3, 
4, 19], Ezek az eredmények az apoptózis 
mitokondriális mechanizmusára utalnak. A 
saját előzetes eredményeink is alátámasztják 
ezt a hatásmechanizmust. Érdekes, hogy az 
általunk használt két gyökfogó közül csak 
akataláz (hidrogénperoxid elimináció) volt 
hatásos (5. ábra). Ez azt jelentheti, hogy a 
nitrogénoxidból származó szabadgyökök 
ebben az esetben kimutatható szerepet nem 
játszanak. A mitokondriális utat támaszt
ják alá Saleh és munkatársainak azon ered
ményei is [52], ahol malathion vagy más 
OP kezelést követően a kaszpáz 9 aktivi
tásának változását tapasztalták. Vannak

azonban olyan irodalmi adatok is, amelyek 
szerint malathion, illetve m ás OP hatására 
a kaszpáz 8 aktivitása növekszik [3,18]. Ez 
viszont a halál receptor ú tra jellemző vál
tozás. Elméleti megfontolások és kísérleti 
adatok alapján tehát a ]AR sejtek esetében 
mindkét előbbiekben vázolt hatásmecha
nizmus számításba jöhet. A kérdés tisztá
zása további kísérleteket igényel.

Ismert tény, hogy az apoptózis fontos sze
repet játszik a placenta norm ális fejlődé
sében [54, 55]. Arra is találhatók irodalmi 
adatok, hogy az apoptózis bizonyos klini
kai kórképek, mint pl. a pre-eclampsia és az 
intrauterin növekedési retardáció kialakí
tásában is részt vesz [56]. H a mindezekhez 
hozzávesszük, hogy ilyen kóros elváltozá
sokat malathion és más OP-k esetében is 
megfigyeltek [38,57], akkor nagyon kézen
fekvő, hogy az OP-k apoptózist kiváltó ha
tása húzódik meg az előbb említett kóros 
jelenségek hátterében.

Kísérleteink segítségével azt is sikerült ki
mutatni, hogy a malathion genotoxikus 
a JÁR sejtekre. Az általunk alkalmazott 
mikronukleusz teszt egy elfogadott mód
szer a DNS károsodás kimutatására [47, 
48], A kettős-magvú (citokinézisben gá
tolt) sejtekben a mikronukleusz gyakori
ság nagyobb malathion koncentrációknál 
kismértékben emelkedett. Az apoptózis ki
váltásához hasonlóan feltételezhető, hogy 
a genotoxikus hatásokban is a malathion 
kezelés által indukált szabadgyök képződés 
játszik szerepet [16]. Fontos megjegyezni, 
hogy a cito-, és genotoxikus hatás olyankor 
is kimutatható, amikor m alathionnal csak 
egy órán át történik a kezelés, és ezt köve
tően a sejtek inkubálása malathion-mentes 
tápoldatban folytatódik. A hatás megjelené
se azt mutatja, hogy a ]AR sejtek malathion 
felvétele viszonylag gyors, hiszen egy óra 
alatt is tapasztalható irreverzibilis változás.
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4. ábra: A mikronukleusz gyakoriság vál
tozása különböző koncentrációjú, folya

matos (1. oszlop), illetve 1 órás (2. oszlop) 
malathion kezelés hatására

5. ábra: Nitrogénoxid szintáz gátló anyag 
(5 fimol/l L-NAME) és 5 OOOju/l kataláz 
hatása az 50 ug/ml malathion kezelésnél 
tapasztalt mikronukleusz gyakoriságra

Ez a megfigyelés nagy jelentőségű lehet a 
rövid malathion expozíciók rizikóbecslé
sével kapcsolatban.

Az utóbbi években kimutatták, hogy a kü 
lönböző toxikus kémiai vagy fizikai hatások 
a közvetlen sejtkárosításon felül úgyneve
zett szomszédsági (bystander) hatást is p ro 
dukálnak [58], Ez a fogalom azt jelenti, hogy 
a közvetlenül károsodott sejtek közelében 
levő, a károsító ágens által nem érintett sej
tek gyakran a közvetlenül károsodott sej
tekhez hasonló elváltozásokat mutatnak, 
így a kezekhez hasonlóan apoptózissal, 
program ozott sejthalállal elpusztulhat
nak, DNS károsodás alakulhat ki bennük, 
stb. Ez a hatás megsokszorozhatja a káro
sodott sejtek számát, azaz az adott ágens 
hatását. Egyik általános elfogadott ismér
ve a szomszédsági hatásnak, hogy ilyenkor 
a végpontok csoportokban jelennek meg 
[59]. Azok a megfigyeléseink, hogy m ind

a malathion kezelést követően látható el
pusztult sejtek (1. ábra jobb oldal), mind a 
mikronukleuszt tartalmazó sejtek (3. ábra 
jobb oldal) csoportosan helyezkednek el, 
esetünkben is szomszédsági hatásra utal
nak. Összefoglalva megállapíthatjuk, hogy 
a malathion cito- és genotoxikus hatású a 
JÁR sejtekre, mely elváltozások szomszéd- 
sági hatásként is megjelennek.
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Effect of malathion on placental model 
cells I.
Study of cyto- and genotoxicity

C ertain  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 
enzym e (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 
dam aging effects of malathion on hum an 
choriocarcinoma (JAR HTB 144) cells, as 
an  accepted in vitro m odel 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 dam age of DNA. These 
changes were multiplied by bystander 
effect.
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