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A féleg kozlekedési eredetii karcinogén nitroarének képviseldje, az 1-nitropirén
genotoxicitasat vizsgaltuk patkanyokban, 30 mmol/kg dozis egyszeri oralis illetve
intraperitonealis adagolasat kovets 24 és 48 6ra utan. Az allatoktol gytijtott vizelet
mutagenitasit Ames-tesztben, Salmonella typhimurium TA 98 és 100-as torzseivel
teszteltiik. A vizelet mutagenitasi mintazata teljesen eltért az orélis és az intra-
peritonedlis expozici6 esetében. Az elsé 24 6ras vizeletmintdkban frame-shift mu-
tagén(eke)t mutattunk ki, de csak a vizeletmintdk dekonjugécios kezelése utan,
mely a metabolikus szulfat- és glikuronid-konjugacio genotoxicitast elfed6 hatasat
sziinteti meg. Bazispar-szubsztitici6 tipusi mutagenitast viszont kizardlag az
intraperitonedlisan kezelt csoport vizelete jelzett. Minthogy ismert, hogy a kor-
nyezeti azbesztexpozici6 karcinogén hatasat nagymértékben fokozzak a rostok fe-
liletén megkotott policiklusos aromas szénhidrogén molekulak, az ismertetett in
vivo modell lehetdséget nytjt a rosthoz kotott nitroarének tanulmanyozasara is,
mind a hatasmechanizmus, mind a kockazatbecslés szintjén. Magyar Onkologia
50:337-340, 2006

The environmental carcinogen 1-nitropyrene was orally and intraperitoneally
administered to rats in a single dose of 30 mmol/kg. Mutagenicity of excreted
urine was tested in Salmonella typhimurium TA 98 and 100 strains. The
mutagenic pattern of urine in case of oral exposure proved to be completely
different as compared to the intraperitoneal administration. Frame-shift
mutagen(s) was/were detected only after enzymatic deconjugation of sulphate
or glucuronide metabolites within the first 24 h. Base-pair substitution-type
mutagenicity was only detected in the urine samples collected after
intraperitoneal treatment. Since environmental asbestos exposure involves
carcinogenic effects of adsorbed polycyclic aromatic hydrocarbons, this animal
model provides a useful tool for testing fiber-associated nitroarenes, in both
mechanistic and risk assessment studies. Varga C, Szendi K. In vivo mutagenicity
of the carcinogenic I-nitropyrene. A model of a potential asbestos exposure.
Hungarian Oncology 50:337-340, 2006
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Bevezetés

Az 1-nitropirén (1-NP) els6sorban kozlekedési ere-
deti, valamint tokéletlen égéskor keletkezé nitro-
csoporttal rendelkez6, policiklusos aromas szén-
hidrogén (8). Egy madsik lényeges légszennyez6
anyag az azbeszt, melynek rostjai feliiletiikon

megkothetik és akkumulalhatjak pl. az 1-NP mole-
kuldkat is. A belélegezhet6 rostok jelenléte az em-
beri kérnyezetben tobb emittalo forras mikodésé-
nek kovetkezménye. Ilyen az azbesztbanyaszat és
-feldolgozoipar, vagy a rostok felszabadulasa az-
besztcement anyagu tet6fedé palakbol és egyéb
épitd- ill. szigetel6anyagokbol. Tovabbi forras le-
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1. tabldzat.

1-NP-vel intraperito-
nedlisan vagy per os
kezelt F-344 patkanyok
vizeletmintdinak mu-
tagenitdsi vizsgdlatai

het, killonésen Kelet- és Kozép-Eurépaban, a koz-
lekedés és szallitas, a korszertitlen azbeszt fékbeté-
tekkel felszerelt veteran buszok és tehergépkocsik
irredlisan hosszu hasznalata. Alkalmanként az az-
besztmentesité programok és az épiiletbontasok
szintén hozzdjarulnak a sokaig immobilis rostok
kornyezetbe jutasahoz (7, 13, 14).

Tobb kordbbi vizsgalat is jelezte, hogy a
benz[a]pirén és mas policiklusos aromas vegytile-
tek mind vizes, mind apolaros kozeghdl hatéko-
nyan kotédnek az azbesztrostok viszonylag nagy
felszinéhez. Human toxikolégiai szemponthol a
belégzést tekintik a f6 expoziciés utnak, azonban
a nem munkahelyi, hanem elsGsorban a kozleke-
dési eredetii rostokhoz kotétt molekuldk gyakran
kertilnek a gasztrointesztinalis rendszerbe (15,
16). A radioaktiv 1-NP-vel jelzett belégzett ré-
szecskék csillosham segitségével torténd elimina-

Salmonella Ames- lasat az exponalt patkdnyok gyomraban mérhetd
tesztben TA 98-as magas radioaktivitas is bizonyitja (2). A metaboli-
torzsben tok a széklettel és a vizelettel valasztodnak ki.
Csoportok TA 98 TA 98 p p
(-DE), (kontroll ~ (+DE), (kontroll  (-DE vs.
telepszam  vs. kezelt) telepszam vs. kezelt) +DE)
(3tlag+SD) (8tlag+SD)
ip. 1-NP (24 h)  155,9+29,9 0,024 * 219,4+38,4 0,024 * 0,080
Kontroll 18,9+7,1 17,9+£3,9
ip. 1-NP (48 h)  25,6+10,1 0,295 79,2+56,0 0,383 0,321
Kontroll 15+3,5 35+7,0
po. 1-NP (24 h) 41,6+8,0 0,120 35,9+2,7 0,031 * 0,443
Kontroll 72,5+14,6 16,3+4,2
po. 1-NP (48 h) 63,9+11,6 0,194 618,0+291,3 0,195 0,115
Kontroll 99,6+23,4 154,0£178
*szignifikans kulonbség (p<0,05)

2. tabldzat. 1-NP-vel intraperitonedlisan vagy per os kezelt F-344 patkdnyok
vizeletmintdinak mutagenitdsi vizsgdlatai Salmonella Ames-tesztben TA 100-as

torzshen

Csoportok TA 100 p TA 100 p p
(-DE), (kontroll ~ (+DE), (kontroll  (-DE vs.
telepszam  vs. kezelt)  telepszam vs. kezelt)  +DE)
(@tlag+SD) (8tlag+SD)

jp. 1-NP (24 h)  808,5+27,2 0,002 *  1168,5+2,7 0,010* 0,003 *

Kontroll 325,3+4,1 677,0£74,9

ip. 1-NP (48 h)  471,6£91,6 0,282 1011,2+418 0,335 0,212

Kontroll 362,5+53,0 640,5+59,4

po. 1-NP (24 h) 359,5+13,4 0,364 269,4+28,0 0,829 0,055

Kontroll 317,5+49,2 236,3+108,6

po. 1-NP (48 h) 377,0+61,2 0,379 302,8+£20,4 0,071 0,245

Kontroll 310,5+57,3 492,5+72,8

*szignifikans kiilonbség (p<0,05)
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Korabbi tanulmanyainkban (4, 5) a génex-
presszi6 szintjén hatékonynak bizonyult egyszeri
1-NP doézissal kezelt allatok vizeletének mutage-
nitasat vizsgaltuk. Mind a hatas mechanizmusa-
nak megismerése, mind a kockazatbecslés lehe-
téségét tekintve lényeges a komutagenitds (mas
mutagénekkel torténd egytitthatas), vagy egyéb
lehetséges kémiai ill. fizikai interakciok tanulma-
nyozasa. Ez pedig lehetetlen az azbesztrosthoz
kotott 1-NP oralis expozicié hatdsara keletkezo,
potencidlisan mutagén metabolitok kivalasztasi
kinetikdjanak megismerése nélkiil.

Anyag és modszer

Kezelések, a mintdk gytijtése és elokészitése

Beltenyésztett néstény, kb. 100 g tdmegii F-344
patkanyokat hatosaval négy csoportba rendez-
tiink. Az allatokat egyenként helyeztiik el vizelet-
gytjtésre alkalmas metabolikus ketrecekben. Az
egyik kezelend6 csoport egyszeri 30 mmol/kg 1-
NP-t (CAS No. 5522-43-0, Aldrich) kapott kukori-
cacsira-olajpan gyomorszondan keresztiil (po.),
mig a masik kezelt csoport ugyanezt a dozist int-
raperitonedlisan (ip.) kapta. A két kontroll cso-
portot csak az oldészerrel kezeltiik po. illetve ip.
(corn-oil, Sigma-Aldrich). A vizeletmintdkat hi-
tés mellett, elkilonitve gytijtottik az elsé és a
masodik 24 o6ra soran, majd csoportonként és
mintavételi id6 szerint egyesitettiik az oszlopkro-
matografids technikdhoz sztikséges nagyobb tér-
fogat eléréséhez. Meghataroztuk a vizeletek krea-
tininkoncentracigjat, majd a mintdkat makroreti-
kularis migyantaval t6ltott oszlopokon téményi-
tettik (17). A preparalas eredményeként 10x-es
toménységl, dimetil-szulfoxidos eluatumokat
kaptunk.

Salmonella Ames mutagenitdsi teszt

A Salmonella typhimurium TA toérzseivel, me-
lyek nem képesek a hisztidin szintézisére, kor-
nyezeti és bioldgiai mintak mutagenitdsat lehet
vizsgalni. (Ha a minta mutagén, a kvazi hisztidin-
mentes taptalajon a reverz mutaciot szenvedett
baktériumok un. ,revertans” telepeket hoznak
létre 48 ora alatt, a telepszamok pedig a mutage-
nitds erdsségével novekszenek.) A konvenciona-
lis lemezinkorporaciés véltozatot alkalmaztuk a
vizeletek mutagenitdsanak vizsgalatara (10). A vi-
zelet-koncentratumok 100 pl-es dozisait adagol-
tuk a Salmonella TA 98 ill. 100-as torzset tartal-
maz6 két-két lemezhez.

A tesztet elvégeztilk a R-glikuronidazt (250
U/lemez) és szulfatazt (100 U/lemez) tartalmazo
standard dekonjugacids enzimpreparatum jelen-
1étében (+DE), mely a genotoxicitast esetleg el-
fedé kotésbdl felszabaditja a metabolitokat, ill.
annak hidanyaban (-DE) is. A revertans telepsza-
mokat atlagoltuk és az eredeti kreatininkoncent-
racié 1 mmol/l-ére standardizaltuk. A statisztikai
szignifikancia vizsgalatat Student-féle t-probaval
végeztik az SPSS for Windows 11.0 program se-
gitségével.
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Eredmények

Szignifikanciavizsgalat tortént a kezelt és a keze-
letlen csoport mintdi, valamint az enzimes
(+DE) és enzim nélkili (-DE) mintak kozott. Sta-
tisztikailag szignifikdns (p<0.05) mutagenitast a
TA 98-as torzsben mind az ip., mind a po. kezelt
csoportbdl szarmazé mintdban tudtunk kimutat-
ni, de csak az els6 24 6raban begytjtott vizelet-
mintdban. Azonban, mig az elébbi (ip.) csoport-
ban az enzimatikus bontds (dekonjugdcio) nem
befolyasolta az eredményt, addig a po. kezelt cso-
portnal csak a dekonjugalé enzimek jelenlétében
jelentkezett mutagenitas.

A TA 100-as torzsben viszont csak az ip. keze-
1és okozott erdsen szignifikans (p=0,002; 0,010)
mutagén hatast az elsé 24 6ras mintaknal. Ez a
mutagenitds mind az enzimek jelenlétében,
mind hidnyéban jelentkezett (+ DE vs. -DE), de a
dekonjugacié szignifikdnsan tovabb fokozta a
megjelend mutagenitds erésségét (p=0,003). Vi-
szont sem a 48 oras ip. minta, sem a 24- €s 48
6ras po. mintak nem mutattak pozitivitast a TA
100-as torzsben. (Részletesen lasd az 1. és 2. tdbld-
zatban.)

Megbeszélés

Az 1-NP genotoxikus aktivitasit mar szamos
modszerrel bizonyitottak (2, 8). A TA 98 és 100-as
Salmonella-torzsek nem igényelnek metabolikus
aktivalast a mutagenitas kimutatasahoz (11), mig
nitroreduktaz-deficiens sejteket felhasznélva in
vitro mutagenitési tesztekben csak metabolikus
aktivalas utan lehetett pozitivitast kimutatni (6).
Ez utébbi tény a nitro-csoport fontossagara hivja
fel a figyelmet. E16 4llatok kezelésekor eltérd vi-
selkedést tapasztalhatunk kiillonbozs korillmé-
nyek kozott. Az in vivo vizsgalatok szerint pl. a
bélflora jatszik jelentds szerepet az 1-NP 1-amino-
pirénné torténé atalakitasdban, melynek mar
nincs mutagén hatdsa (2). A patkdnymaj aerob
viszonyok kozott kimutathat6 mértékben gydra-
oxidacios termékeket is termel, tovabba DNS-ad-
duktumok megjelenését is el6idézi (2). Az ip. ke-
zelt patkanyok vizelete szintén mutagénnek bizo-
nyult Salmonelldban (1). In vivo citogenetikai
vizsgalattal pedig genommutéciét (aneuploidiat)
egyszeri 30 mmol/kg dézissal ip. kezelt CBA/Ca
egerekbdl sikertlt leirni (12).

Az allatkisérletek soran 6sszegytilt bizonyité-
kok alapjan az 1-NP human karcinogénnek te-
kinthet6 (8). A tiidd6tumoron kivil egyéb malig-
nus elvaltozasokat is okoz, pl. eml6-, gyomor-bél-
rendszeri tumorokat vagy leukémiat (2, 9). Mind
a rovid-, mind a hosszutavu allatkisérletek bizo-
nyos gének (Ha-ras, c-myc, p53) expresszidjanak
megemelkedését is jelezték a legkiillonbozébb
szovetekben (3-5).

A jelen kisérletek soran, ugyanazzal a kezelé-
si protokollal, amelyet korabban a citogenetikai
és a génexpresszios vizsgalatokban is alkalmaz-
tunk, a kivalasztott vizelet mutagenitasat igazol-
tuk (3-5). A TA 100-as torzs hasznalataval, mely
bazispar-szubsztituciora érzékeny, a mutagenitas

A KARCINOGEN T-NITROPIREN IN VIVO GENOTOXICITASR

csak az els6 24 6raban jelentkezett az ip. kezelést
kévetden. A mutagén metabolit(ok) mindenkép-
pen konjugalt formaban is jelen volt(ak) ebben a
vizeletmintaban, hiszen a dekonjugaci6é a muta-
genitas Ujabb szignifikans névekedésével jart. A
po. kezelés kizarolag a TA 98 altal kimutathato
frame-shift mutagén(ek) megjelenéséhez veze-
tett a vizeletben, mely(ek)et dekonjugaci6 mel-
lett tudtunk kimutatni az els6 24 6rdban. A maso-
dik 24 6raban a vizeletmintak mar nem mutattak
mutagén hatast, vagyis a mutagén metabolitok 24
ora alatt kiiirtltek. Ezek az eredmények azt bizo-
nyitjak, hogy a biotranszformacié jellegét nagy-
mértékben befolyasolja a kezelés ill. az anyag fel-
vételének modja. A po. kezelés a kockazatbecslés
szempontjabol fontos, mivel ez a kérnyezeti 1-
NP-expozicié lehetséges formajat modellezi. A
szituaci6 nagyban hasonlit tehat a karcinogén az-
besztrostok esetéhez (16).

Minthogy a ,kereskedelmi méretii” belégzett
azbesztrostok jelentds része végiil lenyelésre ke-
ril és a rostok feliletetén policiklusos aromas
molekuldk nagy szamban lehetnek jelen, mind-
két anyagcsoport kockazatbecslésekor figyelem-
be kell venni a lehetséges interakciokat. A vizelet
mutagenitasi mintazatanak el6zetes meghataro-
zasaval egy hasznalhat6 modellt dolgoztunk ki.
Az allatmodell alkalmazhaténak ttinik a genotoxi-
kus kélcsonhatasok vizsgalatara (a) rosthoz ko-
tott nitroarén ordlis expozicidja esetén; (b) akut,
24 oras kisérletben. Minthogy az atlagpopulaci6
foleg oralisan expondlodik a részecskéhez kotott
nitroarénekkel, az itt ismertetett, oralis kezelést
alkalmazé modszer hatékonyabba teheti a kocka-
zatbecslés folyamatat az ilyen jellegii karcinogén
légszennyezok esetében.
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