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Jelen munkankban gazkromatografias elvalasztast és tomegspektrometrias
detektalast alkalmazva vizsgaltuk a malathion coriocarcinoma sejtekre
gyakorolt cito- és genotoxikus hatasanak mechanizmusit és a peszticid
kisérleti rendszeriinkben valé stabilitasat.

Méréseink alapjan megallapithato, hogy a malathion jelentos részének
sejtek altali felvétele a kezelés els6 orajaban megtorténik, késobbi idé-
pontokban pedig, feltehetéen a sejtek pusztulasaval magyarazhatéan, a
felvett malathion egy része bomlatlan formaban visszajut a médiumba,
ahol - a kozeg osszetételétol fiiggd sebességgel - bomlast szenved. A vizs-
galt placenta eredetii sejtekben a malathion nem alakul it biologiailag
aktiv, a kolinerg hatas kivaltasa szempontjabol jelentés metabolitjava,
malaoxonna. Mindezek alapjan valoszini, hogy a biologiai vizsgalatokban
tapasztalt cito- és genotoxikus hatasokat [1] maga a malathion okozza.

Roviditések:

opP organofoszfat

GC-MS  gazkromatogrifias elvilasztas tomegspektrometrias detektaldssal

RPMI  Roswell Park Memorial Institute-ndl kifejlesztett sejttenyészté tapoldat

FCS borjua szérum (fetal bovine serum)

CYp citokrom P450 izoenzimek

Bevezetés z6dhetnek [2], masrészt - megfelel6 citokrom
o . P450 izoenzimek kozremikodésével — a ki-

Az organofoszfotiondtok, koztik a  jndulasi vegyiilet oxon szarmazéka kelet-

malathion is, vizes kdzegben nem stabil ve-
gyliletek. Egyrészt hidrolizis kovetkeztében
biologiailag inaktiv bomlastermékek kép-

kezhet, amely jelentds biologiai aktivitassal
rendelkezik. Ez a metabolit malathion ese-
tében a malaoxon. A malathion-malaoxon
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atalakulas kovetkeztében fellépé biologiai
aktivitds, toxicitds jelentds novekedésére
szamos irodalomi adat ismeretes. Igy pél-
ddul patkanyokndl ordlis expozicio ese-
tén a malathion LD_ értéke 10 000-12 000
mg/kg, malaoxonnal viszont mar 158 mg/
kg mennyiség is elpusztitja a kisérleti al-
latok 50 szazalékat [3-4). Szamos szerzo a
malathion kolinészteraz gatlo (kolinerg) ha-
tasat elsdsorban a malaoxonnak tulajdonitja
[5-7], ugyanakkor arra nem all rendelke-
zésre kisérleti adat, hogy a malathion cito-
és genotoxikus hatasaiban az anyavegytilet
vagy/és a biologiailag aktiv metabolit, a
malaoxon jatszik-e szerepet.

Bar a malathion csak korlatozott per-
zisztencidju peszticid, kiterjedt haszndlata
miatt mégis komoly kornyezeti kockdzatot
jelent a vilag szamos pontjan. Ezzel magya-
razhato, hogy a malathion kimutatasdra na-
gyon sokféle minta esetében dolgoztak ki
metodikdkat. Ha csak az elmult évek iro-
dalmdt tekintjiik at, akkor is lathato, hogy
szamos vizsgalatot végeztek kiilonbozo ti-
pust mintakbol (mint példaul human szé-
rum, vér, plazma, zoldségek, gytimolcsok,
gyermektapszerek, vizmintdk, levego, ter-
mofold, stb.) a malathion tartalmanak
meghatdrozasara [8-15]. Szamos szerzo a
malathion kiilonboz6 sejttipusokra val6 ha-
tasat gyakran in vitro kisérletekben vizsgal-
ta, ezekben a sejtes rendszerekben azonban
nem tortént meg a malathion atalakuld-
sainak nyomon kovetése. Fontos tisztaz-
ni, hogy az in vitro kisérleti rendszerekben
tapoldatként hasznalt vizes kozeg, amely
szamos biologiailag aktiv vegyiiletet, enzi-
meket is tartalmaz, mennyiben mddositja a
malathion koncentraciojat a sokszor hosz-
sza oOrakig vagy akar napokig tart6 vizs-
gélatok soran. A tapoldat, illetve a sejtek
peszticid tartalmanak meghatarozasa arra
a nagyon fontos kérdésre is valaszt adhat,

hogy lejatszodhat-e az adott sejtkultira-
ban a malathion-malaoxon dtalakulds. Az
ilyen iranyu vizsgalatok eredménye alapjin
megmondhato, hogy a megfigyelt biologiai
véltozdsokat az anyavegyiilet vagy/és aktiv
metabolitja valtja-e ki. Ezek a kérdések a
JAR sejtek malathion hatasara bekovetkezo
— el6z6 kozleménytinkben ismertetett [1] -
in vitro cito- és genotoxikus hatasok vizsga-
lata soran is felvetédtek. Megvalaszolasukra
abioldgiai mérésekkel parhuzamosan a sej-
teket, illetve a sejtek médiumat gdzkroma-
tografids tomegspektrometriai (GC-MS)
vizsgdlatoknak vetettiitk ald. A GC-MS
modszer érzékenysége miatt, amint azt je-
lentds szamu irodalmi adat is bizonyitja, jol
alkalmazhaté mar nyomokban megjelené
OP-k 6nmagukban, illetve keverékekben
torténo kimutatasara [12, 13, 16-21].

GC-MS méréseink soran idében kovet-
tiik a biologiai kisérlet kiilonbozoé fazisait,
kiilon figyelmet forditva arra, hogy egyes,
jol korvonalazhat6 biologiai viltozasokkal
parhuzamosan (pl. a sejtek pusztuldsa) mi-
lyen malathion koncentracié valtozasok ta-
pasztalhatok. Emellett azt a fontos kérdést
is megvizsgaltuk, hogy a malathion keze-
Iéseket kovetben megjelenik-e a sejtekben,
illetve a tapoldatban a malaoxon. Ezeket a
méréseket a malaoxon standard vegyiilet
tapoldatbeli bomlékonysaganak mérésével
is kiegészitettitk. Eredményeink alapjan
kovetkeztetni lehet arra, hogy esetiinkben
a malathion és/vagy ismert toxikus oxon
szarmazéka felel6s-e a cyto- és genotoxikus
hatasokért.

Anyagok és modszerek

A malathion és a sejtek tenyésztésére hasz-
naltanyagok beszerzését, a malathion torzs-
oldatkészitését, az el6z6 cikkben ismertettitk
[1]. A malaoxont a Sigma-Aldrich-t6l vasa-



HONVEDORVOS

148 2011. (63) 3-4. szam

roltuk, a dimetil-szulfoxidot (DMSQO)* ésaz
n-hexant** pedig a Merck-t6l szereztiik be.
Minden szerves olddszer gaz-kromatogra-
fids tisztasagu volt.

Sejtek tenyésztése, malathion kezelése

A sejtek tenyésztése és malathion kezelése a
cito- és genotoxikus hatds vizsgalatanal le-
irt médon tortént [1]. Kisérleteink sordn a
sejttenyészetet 10, 30 perc, 1, 4, 6, 8, 24 6ran
keresztiil kezeltik 10, 25, 50, 100, 200 és
400 ug/ml koncentraciéju malathionnal.
Tovabbi kisérleteinkben az el6z6ekben al-
kalmazott malathion koncentraciokkal
egy oras kezelést végeztiink, majd a sejteket
peszticidet nem tartalmazd médiumban
tenyésztettiik tovabb. A malathion-mentes
tapoldatbol torténé mintavételi idépont-
ok az elé6z6ekben megadottakkal azono-
sak voltak. A malathion inkubaldsat borju
savot tartalmazo, illetve nem tartalmazé
RRPMI-1640 médiumban is elvégeztiik,
az al6zoekben felsorolt mintavételi id6-
pontokkal. Minden tipust kisérletbdl 3-
3 fiiggetlen sorozatot készitettiink. Egy
sorozaton beliil 2-2 parhuzamos mintat
hasznaltunk, amelyek mindegyikét két-
szer mértiik le a GC-MS vizsgalat sordn.

A sejtek feltarasahoz készitett mintdk ese-
tében a sejteket 25, 50, 100, 200 400 ug/ml
malathionnal 0,5, 1, 2, 6 6ran at kezeltiik.
2 fiiggetlen sorozatot készitettiink. Egy
sorozaton beliil 2-2 parhuzamos mintat
hasznéltunk, amelyek mindegyikét két-
szer mértiik le a GC-MS vizsgdlat soran.

A sejtek ultrahangos feltirasa

A sejtek kémiai Osszetevoinek vizsgdla-
ta céljabol ultrahangos sejtfeltarast alkal-
maztunk (szonikdtor: Sartorius Stedim
Biotech, Labsonic P, frekvencia: 24 kHz,

* gazkromatografidhoz (Kat. sz.: 1.09678.0100)
** Supra Solv. (kat. sz.: 1.04371.2500)

maximadlis amplitido: 210 um, maximalis
teljesitmény: 460 W/cm?). Mivel az iroda-
lomban talalhaté olyan adat, amely szerint
a malathion oldat ultrahangos kezelése so-
ran malaoxon keletkezett [19], kontroll ki-
sérletben a szonikaldst sejtmentes kozegben
is elvégeztiik. Az dltalunk alkalmazott bedl-
litasndl (@ maximalis amplitado 30 szdzalé-
ka) malaoxon nem keletkezett. Ugyanazon
koncentracioju malathionnal végzett 0, 1,2,
4, 6 perces ultrahangos kezelések eredmé-
nyeinek dsszehasonlitasa azt mutatta, hogy
4 perces szonikalast kovetéen mar nem no-
vekedett tovabb a feltart malathion meny-
nyisége, ezért a tovabbiakban a vizsgalt
mintdkat 4 percig ultrahangoztuk.

Folyadék-folyadék extrakcio

50 w1 mintdt 450 ul térfogatu, 0,125 g
natriumkloridot tartalmazo foszfat puffer-
rel (1x PBS; pH 7,2) higitottunk fel, majd
500 ul hexannal alaposan 6sszeraztuk. 1
perces vortexelés utan 12 320 g (10 500
rpm) fordulatszamon 10 percig centrifu-
galtuk. A szerves fazist elvalasztottuk, majd
a kirazast még kétszer megismételtiik. Az
ugyanazon mérdiivegesében Osszegytjtott
szerves fazisrol nitrogénaram segitségével
elparologtattuk a hexant. Ezt kévetéen - a
kezdeti malathion koncentraciotol fliggéen
- a mintat a GC-MS méréshez kiilonb6z6
térfogati hexan hozzaadasaval készitettiik
elo, tigyelve arra, hogy az azonos kezde-
ti malathion koncentracid esetén azonos
térfogati hexanban torténjen a kiszaritas
utani visszaoldas.

GC-MS analizis

A mintak malathion és malaoxon tartal-
manak mindségi és mennyiségi megha-
tarozasat Varian 300-MS tomegszelektiv
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1. abra: A malathion és malaoxon stan-
dard vegyiiletek GC-MS kromatogramjai

detektorhoz csatlakoztatott Varian 450-GC
gdzkromatograffal végeztiik. Az elvéilasz-
tashoz szilika kapillaris oszlopot hasznal-
tunk. (VF 5MS, hossz: 30 m, bels6 atméro:
0,25 mm, filmréteg vastagsaga: 0,25 um).
Az adatgytijtés és feldolgozas a gyarto altal
szolgdltatott programmal tortént (Varian
MS Workstation).

A mérés kezdetén az oszlopot 1 percen ke-
resztiil 70 °C-on tartottuk, majd 15 °C/
perces sebességgel 280 °C-ra fltottiik fel
¢és 1 percig ezen a homérsékleten hagy-
tuk. Az injektor homérséklete 280 °C volt.
Minden mérésnél automatikus minta-
adagol6 (Varian CP-8400) segitségével 1
w1 mintat injektaltunk splitless modban.
Vivégazként 1 ml/perc-es sebességgel hé-
liumot dramoltattunk.

A tomegspektrumokat 70 eV energidju
elektronokkal torténéd ionizacioval (EI)
vettiik fel. A malathion, illetve malaoxon
beazonositasakoraz 50-400 m/z tartomany-
ban totdl ion modban mértiink. A vizsgélt
OP-k beazonositdsa retencios idejiik alap-

jan tortént, amelyet a megfelelé standard
vegytilet hexanos oldatanak mérése alapjan
hatdroztunk meg. A mennyiségi meghata-
rozasok sordn a vizsgalt vegyiiletre jellemz6
ionokat detektaltuk (malathion: 93, 125, 173
m/z, malaoxon: 99, 109, 127 m/z). A relativ
koncentraciovaltozasokat a célionnak meg-
felel6 csucs alatti tertiletek 6sszehasonlitasa
alapjan kaptuk meg.

Eredmények

Az 1. abra a malathion és a malaoxon stan-
dard vegyiiletek GC-MS méréssel kapott
kromatogramjat mutatja be. A két vegyii-
let retencios ideje szignifikansan eltér (11,74
perc (malaoxon) és 12,24 perc (malathion)),
tehat az alkalmazott bedllitasok mellett az
anyavegyiilet aktiv metabolitjatol jol elkii-
lonitheto.

A malathionnal kezelt sejtek (25, 50, 100,
200 ug/ml 0,5, 1, 2, 6 dran at) feltardsa
utdn kapott, illetve a sejtek tapoldatabol
vett mintdkat GC-MS vizsgalatnak ve-
tettiik ali. A malaoxon retencios idejénél
detektalt tomegspektrum alapjan megal-
lapitottuk, hogy egyetlen mintdban sem
volt kimutathaté mennyiségii malaoxon.
A 2.C és D dbran példaképpen bemuta-
tunk két ilyen tomegspektrumot, amelye-
ket a sejtek roncsoldsaval kapott, illetve a
sejtek tapoldatdbodl vett mintaknal detektal-
tunk. Osszehasonlitdsul a malathion (2.A)
¢s a malaoxon (2.B) standard vegyiiletek
retencios csticsanal kapott tomegspektru-
mokat is feltiintettiik. Erdemes megjegyez-
ni, hogy még a legrovidebb, fél éraig tarto
malathion kezelést kovetéen is detektaltunk
malathiont a sejtek feltardsa utan kapott
mintakban. A kezdeti malathion koncent-
raciotol fuggoen egy, illetve két ords ke-
zelés utdn kaptuk a maximalis malathion
koncentraciot. Ezekbdl a megfigyelésekbol
arra lehet kovetkeztetni, hogy a malathion
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2. dbra: A: A malathion standard vegyiilet retencios idejénél mért tomegspektruma
B: A malaoxon standard vegyiilet retenciés idejénél mért tomegspektruma
C: A sejtek feltdrdsa utdn kapott minta malaoxon retencios idejénél mért tomegspektruma
D: A sejtek tapoldatabol vett minta malaoxon retencids idejénél mért tomegspektruma

JAR sejtek altali felvétele relative gyors fo-
lyamat. Ez egybevag a cito- és genotoxicitds
vizsgilata soran kapott eredményeinkkel,
amelyek szerint akkor is megfigyelhe-
t6 volt a malathion cyto- és genotoxikus
hatdsa (igaz, kisebb mértékben), amikor
egy oras inkubalast kdvet6en a tapoldatot
malathion-mentesre cseréltiik.

A malathion koncentracié valtozasanak
vizsgalatat el6szor a sejtekrdl eltavolitott
tapoldatban tanulmanyoztuk. Amint a 3.
dbrdn lathat6, a malathion koncentracio-
ja — 400 ug/ml-es kiinduldsi koncentricio
kivételével — idoben csokkent (100 %-nak
a 0 idépontban mért malathion koncent-

raciot tekintettiik). A csokkenés mértéke
jelentdsen fiiggott a kiinduldsi malathion
koncentréciotol. 400 ug/ml-es kiinduld-
si koncentraciondl a hosszt inkubacios
idoknél relativ novekedést figyeltiink meg,
ami arra utal, hogy a sejtekbdl malathion
aramlott ki a tdpoldatba. Annak érdeké-
ben, hogy 6nmagdban a sejtek tapoldatanak
malathionra gyakorolt hatasat is meg tudjuk
vizsgalni, a malathiont a sejtek tavollétében,
10 %-os borjuszérumot (FCS) tartalmazo
RPMI-1640, illetve FCS-mentes médium-
ban - a sejtes kisérleteknek megfelel6 kon-
centracioknal és idokig — inkubdltuk. A 3.
d@brdn lathaté, hogy a malathion mennyi-
sége idében minden kozegben csokkent,
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3. abra: A malathion relativ koncentrdcio viltozdsa sejteket tartalmazo (piros szinii, dr-

nyékolt oszlop), 10 % FCS+RPMI-1640 (pink szinii mintdzott oszlop) és RPMI-1640 (pink

szinti oszlop) tapoldatban. Az dbrdn cimként feltiintetett koncentrdaciok a malathion kiin-
duldsi koncentraciojat jelolik

azonban a csokkenés mértéke - kilono-
sen az FCS-t tartalmaz6 médiumokban - a
kezdeti malathion koncentraciotol fiiggéen
eltéro volt. Tovabba megallapithat6, hogy
az FCS-mentes kozegekben kisebb mérté-
ki csokkenést lehetett megfigyelni, mint az
FCS tartalmi RPMI-1640 tapoldatokban.

Amint azt az el6z6 kozleménytinkben be-
mutattuk, a bioldgiai vizsgélatok soran vé-
geztiink olyan Kkisérlet sorozatot is, ahol
1 6ras malathion kezelés utdn a sejtek
inkubalasat malathion-mentes tapoldat-
ban folytattuk tovibb [1]. Ezekkel a vizs-
galatokkal parhuzamosan is folytattunk
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olyan GC-MS méréseket, ahol a lecserélt
- kezdetben malathion-mentes médium-
ban - kovettiik nyomon a malathion meg-
jelenését, illetve koncentracidjanak id6beli
valtozésat. A 4. dbran a 25 és 100 ug/ml
malathion kezelést kovetden lecserélt tap-
oldatbeli malathion koncentraciovaltozast
mutatjuk be. (Ezeknél a kisérleteknél a ,,0”
inkubacios id6 a tapoldat lecserélését ko-
vetd 10. percnek felel meg, és az ebben az
idépontban detektalt malathion mennyi-
séget tekintettiik 100 szdzaléknak.) Amint
lathatd, az elsé oraban mindkét mintdban a
malathion koncentracio novekedése figyel-
heté meg. Aztan a malathion koncentracié
koriilbeliil 6. 6rdig csokken. Ezt kovetéen
a 8 oras idépont alapjan mindkét kiindu-
lasi koncentracional megvialtozik a folya-
mat irdnya, majd az inkubdci6 végén vett
mintakban - a kezdeti malathion kon-
centraciotol fiiggéen eltéré aranyt — Gjabb
csokkenés figyelheté meg. Ebben a kisérlet-
sorozatban is - a malathionnal val6 folya-
matos kezeléshez hasonloan - a peszticid
koncentracitjanak csokkenése a malathion
bomldsanak, mig a novekedés a sejtekbol
kiaramlé malathionnak tudhato be.

A malaoxon a malathionhoz hasonléan
vizes kozegben bomlékony vegyiilet, és
észterazok jelenlétében enzimatikus hid-
rolizise is megtorténhet. Figyelembe véve
a malathion tapoldatban tapasztalt jelentds
koncentracio csokkenését, joggal vethetd
fel a kérdés, hogy nem torténhet-e hasonlo
valtozas a malaoxonnal is. Amennyiben a
malaoxon bomlasa gyors és intenziv folya-
matnak adodna a JAR sejtek vizsgalatakor
alkalmazott rendszerben, a sejtek, illetve a
sejtek médiumanak malaoxon tartalmadra
kapott negativ eredmények értelmezésekor
a malaoxon bomlasanak lehet6ségét is sza-
mitasba kellene venni. Mindezek alapjan
fontosnak tartottuk a malaoxon standard

vegyiilet koncentracidjanak idobeli vélto-
zasat 10 % FCS+RPMI-1640 médiumban
torténd inkubdlas soran nyomon kovetni.
Amint az az 5. dbrdn lathatd, a malaoxon
mennyisége — kiindulasi koncentraciotol
fiiggetleniil - idében csokkend tendencidt
mutat. Ez a véltozas azonban a malathion
azonos korilmények kozott megfigyelt
csokkenésével osszehasonlitva kisebb mér-
téki, 24 6rds inkubalds utan a kezdeti kon-
centracio koriilbeliil 40 szazaléka még jelen
van a tapoldatban.

Megbeszélés

A sejtkulturaban, a médiumban és ma-
gukban a sejtekben a malathion szamos
atalakulast szenvedhet el, és ugyanakkor
kiilonbozé biologiai folyamatokat médo-
sithat. Ismeretes, hogy a malathion vizes
oldatban hidrolizal [2]. Ezt a folyama-
tot a sejtben, illetve a 10 % borjisavot is
tartalmazo tenyészté médiumban lévé
karboxilészterazok katalizalhatjak [20, 21].
Emellett ismertek olyan irodalmi adatok,
amelyek arra utalnak, hogy a malathion az
acetilkolinészteraz mellett mas enzimekre is
gatlo hatdsu lehet [21-24], ezért nem kizdrt,
hogya malathionakarboxilészterazoknak s
inhibitora. A malathion hidrolizisének ter-
mékei nem rendelkeznek biologiai aktivitds-
sal. Ugyanakkor, vannak olyan sejttipusok
(pl. majsejtek), amelyekben megtalalhatok
azok a citokrom P450 izoenzimek, amelyek
képesek a malathiont malaoxonna oxidalni
[5,25]. A malaoxon toxicitdsa a malationnal
lényegesen nagyobb, és szamos szerzo sze-
rinta malathion kolinészteraz gatlason ala-
puld neurotoxicitasa is elsésorban ennek a
vegyiiletnek a hatdsdval magyarazhaté [5-
7,26-28).

Ezeket az adatokat figyelembe véve méré-
si eredményeink a kovetkezoképpen értel-
mezhetok.
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4. abra: A malathion relativ koncentrdcié vdltozdsa a JAR sejtek 1 6rds malathion
kezeléset koveté malathion-mentes 10 % FCS+RPMI-1640 médiumban torténé
inkubdldsa soran. Az drnyékolt oszlop a 25 ug/ml-es, a mintdzott oszlop pedig a 100 ug/

ml-es malathion kezelés eredményét dbrdzolja

Relativ koncentracié %
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5. abra: A malaoxon standard vegyiilet relativ koncentrdcié viltozdsa 10 % FCS+RPMI-
1640 médiumban 25 g/ml (érnyékolt oszlop) és 100 ug/ml (mintdzott oszlop) kezdeti

koncentrdcio esetén
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A malathion kiilonb6z6 - sejtmentes — tap-
oldatokban mért koncentrécié csokkenése
(3. dbra) amalathion hidrolizisének tudhat6
be. Ismert, hogy a borjisavéban tobbek ko-
zott karboxilészterazok is talalhatok, ezérta
borjusavot tartalmazo tapoldatban a spon-
tan hidrolizis mellett enzimatikus hidrolizis
is lejatszodhat, és igy a malathion kon-
centraciocsokkenése nagyobb mértékben
megy végbe, mint az FCS-mentes kozegek-
ben. Kisérleti rendszertinkben a hidrolizist
elésegité enzimeket a jovében tervezziik
identifikdlni. Erdemes megjegyezni, hogy
nagyobb malathion koncentraciok mellett
a borjusavo a peszticid bomlasat mar egyre
kevésbé befolyasolja. Ez utalhat egyrészt a
malathion-karboxilészteraz gatlo hatasara,
de azis lehetséges, hogy nagyobb malathion
koncentréciokndl a karboxilészterdzok ko-
t6helyei telitodnek.

A sejteket is tartalmazo kozegekben az el6b-
biekben targyalt folyamatok mellett tovabbi
- amalathion tipoldatbeli koncentrécidjara
is befolyassal biré — hatdsokkal is szamolni
kell (példaul a sejtek anyagcseréje, szapo-
rodasa, pusztulisa, malathion felvétele és
leadasa). Sejteket tartalmazo tapoldatban
rovidebb inkubécios idéknél a malathion
relativ koncentracidja magasabb, mint a
sejtmentes, FCS-t tartalmazé kozegben.
Ez a megfigyelés kicsit meglepd, hiszen —
figyelembe véve a sejtek malathion felvé-
telét — éppen forditott helyzetet varnank.
Ez a latszolagos ellentmondas azonban
feloldhato, ha szamitasba vessziik a sejtek
hatdsat a tapoldat karboxilészterdz tartal-
mara: a sejteket tartalmazé tapoldatban a
sejtek tdpanyagfelvétele miatt csokkenhet
a borjasavo, és ezdltal a karboxilészteraz
koncentracio, ami viszont az enzimatikus
hidrolizis hattérbe szorulasat vonja maga
utan. Természetesen a sejtek malathion fel-
vételének mennyiségi vizsgalata b6nmagdaban

amalathion tapoldatbeli koncentrécidjanak
mérésével nem oldhaté meg. Sziikség van
a malathion sejten beliili koncentracioja-
nak meghatarozasara is. Ahogy a kisérleti
eredmények leirasdndl emlitettiik, a sejtek
feltdrdsa alapjan - a malathion kezdeti kon-
centraciojatol fiiggden — a malathion sej-
ten beliili koncentracidjanak maximuma
1-2 6ras inkubiécié utdn kovetkezik be. Ez
a megfigyelés 6sszhangban van azokkal az
eredményekkel, amelyeket akkor kaptunk,
amikor 1 6ras malathion kezelést kovetden
malathion-mentes tapoldatban folytattuk a
sejtek inkubalasat, hiszen ilyenkor is a fo-
lyamatos malathion kezelésnél megfigyelt
cito- és genotoxikus hatasokat tapasztaltuk,
csak kisebb mértékben [1].

A sejtes, illetve sejtmentes kozegeket Gssze-
hasonlitva a tapoldatbeli malathion szint
jelentés eltérése figyelheté meg hosszabb
kezelési idoknél is. Mivel a sejtes koze-
gekben tapasztalt kisebb mértékd csok-
kenés, illetve a legnagyobb dézisnal (400
ug/ml) jelentkezé novekedés idoben egy-
beesik a biologiai vizsgalatok sordn meg-
figyelt sejtpusztulds novekedéssel [1], arra
kovetkeztethetiink, hogy az elpusztult sej-
tekbdl a korabban felvett és felhalmozo-
dott malathion ujra kikeriil a tapoldatba.
Figyelembe véve, hogy a nagyobb dézisu
malathion kezelések nagyobb mértékii sejt-
pusztulast okoznak, jol értelmezhet6 az is,
hogy a nagyobb kezdeti malathion kon-
centracioknal a malathion médiumbeli
koncentricidja is nagyobb mértékben nd.
Ezek az eredmények arra is felhivhatjik a
figyelmet, hogy a sejtekbe felvett malathion
hosszabb idon keresztiil kémiai modosulas
nélkiil tarolodhat a sejtekben. Erre utalnak
a sejtek feltarasat kovetén elvégzett méré-
seink is. A malathion akkumulacié helyé-
re nincs adatunk, de terveink szerint ezt is
tisztazni kivanjuk.
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Azokban a Kkisérletekben, ahol 1 Oras
malathion kezelést kovetéen malathion-
mentes tapoldatban tortént tovabb a sejtek
inkubaldsa, kozvetleniil a tipoldat cseré-
jét kovetéen a médiumban nincsen jelen
feleslegben 1évo, sejtek dltal fel nem vett
malathion. Ezért a tdpoldatban késébbi
idopontokban GC-MS vizsgilattal detek-
talt malathion csak a sejtekbdl szarmaz-
hat. A malathion koncentricié révidebb
idoknél tapasztalt novekedése a malathion
sejtekbdl torténo kiaramlasaval magyaraz-
hat6 (4. dbra). Nagyobb kezdeti malathion
koncentracioknal a malathion kidramlasa
nagyobb mértékii, ami arra utal, hogy a fo-
lyamat fligg a koncentracio gradienstdl. Ezt
tdmasztja ala az s, hogy ilyen irany1 valto-
zas a malathiont tartalmazé tapoldat ese-
tében nem detektalhato. A jelenség pontos
magyarazatat nem ismerjiik. Elképzelhetd,
hogy ez a folyamat értelmezhet6 a sejt-
pusztulas kezdeti fazisaban is kialaku-
16 membran permeabilitas valtozassal, de
elképzelhetd egy transzporter-medialt fo-
lyamat is, amelyre szamos drog esetében
ismertink példakat.

A GC-MS mérésekbdl tovabbi nagyon fon-
tos kovetkeztetések vonhatok lea malathion
cito- és genotoxikus hatasinak mecha-
nizmusarol. Mint korabban emlitettiik,
a malathion kolinerg hatasaért elsésor-
ban nem az alapvegyiiletet, hanem ennek
egyik metabolitjat, a malaoxont teszik fe-
lel6ssé. Ez az atalakulds az irodalmi ada-
tok szerint torténhet a majban. Human
mdj mikroszomdkon kimutattdk, hogy
a malathion koncentraciojatél figgéen a
malathion-malaoxon atalakulast kiilonba-
z0 citokrom P450 izoenzimek katalizal-
jak (CYP1A2, 2B6 ¢s 3A4, de a legutébbi
csak magas malathion koncentracioknal).
CYP3A izoenzimek o6sszehasonlitasakor
pedig 3A4>3A7>3A5 sorrendet talaltak az

oxon formava torténo atalakitds hatékony-
sagara [5, 25]. Az emberi choriocarcinoma
JAR sejtekben expresszalodott citokrom
P450 izoenzimekre nézve nincsenek iro-
dalmi adatok. Els6 trimeszterbeli és teljes
id6s human placentdra Hakkola és mtsai vé-
geztek ilyen iranyu vizsgalatokat. Ezekben a
tanulmanyaikban kimutattdk né¢hany olyan
CYP izoenzim mRNS-ét, amely a majban
a malathion-malaoxon atalakitast végzi, de
sokkal kisebb mennyiségben, mint a maj-
ban és a CYP enzimek funkciondlis akti-
vitdsat nem tudtdk detektalni [29,30]. Egy
masik kutatocsoport viszont nem mutatta
ki ezen izoenzimek mRNS-ét human pla-
centaban [31]. GC-MS méréseink soran
sem a sejtekben, sem a médiumban nem
taldltunk malaoxont, egyetlen malathion
koncentracional, egyetlen inkubacios id6-
nél sem. Mivel a kiegészitésképpen elvég-
zettkisérleteink kizartak, hogy ezt a negativ
eredményt a malaoxon bomlasa okozza,
megdllapithaté, hogy kisérleti rendszeriink-
ben malaoxon nem keletkezett. Azaz va-
l6szintsithetd, hogy a malathion cyto- és
genotoxikus hatédsait a bomlatlan malathion
molekula idézi el6. A malathion-malaoxon
atalakuldsra vonatkozo vizsgalatainkat rész-
letesen ismertettiik egy nemrégiben megje-
lent kozleménytinkben is [32].

Osszefoglalas

A fentiek alapjan megallapithato, hogy a je-
len tanulményban ismertetett GC-MS ered-
ményeink egyrészt nagyon jol aldtamasztjak
a biologiai mérésekbol levont kovetkezteté-
seket, masrészt olyan fontos tobblet infor-
maciokat szolgaltatnak, amelyeket pusztan
a bioldgiai vizsgilatokbol nem lehet ki-
nyerni. Igy példaul megallapitottuk, hogy
aJAR sejtek nem metabolizdljak intenziven
amalathiont, méga malathion felvételét ko-
vetd 24 ora elteltével is tiritenek bomlatlan
peszticidet a tapoldatba. A tapoldat és a sej-
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tek malaoxon tartalmdnak vizsgélata soran
kapott negativ eredmények pedig arra hiv-
tak fel a figyelmet, hogy a JAR sejtekben
nem torténik meg, vagy olyan kis mérték,
a malathion-malaoxon dtalakulds, hogy a
malathion oxon szdrmazéka még az érzé-
keny GC-MS mddszerrel sem mutathatéd
ki. Ez az eredmény rendkiviil jelentés, mert
azt mutatja, hogy a bioldgiai kisérletekben
megfigyelt cito- és genotoxikus hatasok ma-
ganak a malathionnak tudhatok be, tehdt a
nem-kolinerg hatasok kivaltasaérta vizsgalt
sejtvonalban az anyavegytilet tehetd felel6s-
sé, nem pedig aktiv metabolitja.
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Effect of malathion on placental model
cells II.

Gas chromatography and mass spectro-
metry studies

In the present work we investigated
the action mechanism of the cyto- and
genotoxic effects of malathion on human
choriocarcinoma cells,and we examined the
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stability of the pesticide in our experimental
system by gas chromatography-mass
spectrometry. According to our data,
the uptake of malathion occurs in the
first hour of the treatment in significant
degree. However, in later times malathion is
emptied from the dying or dead cellsinto the
medium where the degradation processes
of malathion happens depending on the
constitution of the media. The examined
placental model cells are not capable to
convert malathion to its biologically active
metabolit, malaoxon. Therefore it is very

plausible that in the case of JAR cells, the
parent compound, (i.e. malathion itself) is
responsible for the observed in vitro cyto-
and genotoxic effects [1].
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