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A karcinogén 1-nitropirén in vivo
mutagenitása, egy potenciális

azbesztexpozíció modellje

Varga Csaba, Szendi Katalin

Pécsi Tudományegyetem, ÁOK, Orvosi Népegészségtani Intézet, 
Környezet-egészségtani Tanszék, Pécs

A fôleg közlekedési eredetû karcinogén nitroarének képviselôje, az 1-nitropirén
genotoxicitását vizsgáltuk patkányokban, 30 mmol/kg dózis egyszeri orális illetve
intraperitoneális adagolását követô 24 és 48 óra után. Az állatoktól gyûjtött vizelet
mutagenitását Ames-tesztben, Salmonella typhimurium TA 98 és 100-as törzseivel
teszteltük. A vizelet mutagenitási mintázata teljesen eltért az orális és az intra-
peritoneális expozíció esetében. Az elsô 24 órás vizeletmintákban frame-shift mu-
tagén(eke)t mutattunk ki, de csak a vizeletminták dekonjugációs kezelése után,
mely a metabolikus szulfát- és glükuronid-konjugáció genotoxicitást elfedô hatását
szünteti meg. Bázispár-szubsztitúció típusú mutagenitást viszont kizárólag az
intraperitoneálisan kezelt csoport vizelete jelzett. Minthogy ismert, hogy a kör-
nyezeti azbesztexpozíció karcinogén hatását nagymértékben fokozzák a rostok fe-
lületén megkötött policiklusos aromás szénhidrogén molekulák, az ismertetett in
vivo modell lehetôséget nyújt a rosthoz kötött nitroarének tanulmányozására is,
mind a hatásmechanizmus, mind a kockázatbecslés szintjén. Magyar Onkológia
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 1-nitropyrene. A model of a potential asbestos exposure.
Hungarian Oncology 50:337–340, 2006

Bevezetés

Az 1-nitropirén (1-NP) elsôsorban közlekedési ere-
detû, valamint tökéletlen égéskor keletkezô nitro-
csoporttal rendelkezô, policiklusos aromás szén-
hidrogén (8). Egy másik lényeges légszennyezô
anyag az azbeszt, melynek rostjai felületükön

megköthetik és akkumulálhatják pl. az 1-NP mole-
kulákat is. A belélegezhetô rostok jelenléte az em-
beri környezetben több emittáló forrás mûködésé-
nek következménye. Ilyen az azbesztbányászat és
-feldolgozóipar, vagy a rostok felszabadulása az-
besztcement anyagú tetôfedô palákból és egyéb
építô- ill. szigetelôanyagokból. További forrás le-
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het, különösen Kelet- és Közép-Európában, a köz-
lekedés és szállítás, a korszerûtlen azbeszt fékbeté-
tekkel felszerelt veterán buszok és tehergépkocsik
irreálisan hosszú használata. Alkalmanként az az-
besztmentesítô programok és az épületbontások
szintén hozzájárulnak a sokáig immobilis rostok
környezetbe jutásához (7, 13, 14).

Több korábbi vizsgálat is jelezte, hogy a
benz[a]pirén és más policiklusos aromás vegyüle-
tek mind vizes, mind apoláros közegbôl hatéko-
nyan kötôdnek az azbesztrostok viszonylag nagy
felszínéhez. Humán toxikológiai szempontból a
belégzést tekintik a fô expozíciós útnak, azonban
a nem munkahelyi, hanem elsôsorban a közleke-
dési eredetû rostokhoz kötött molekulák gyakran
kerülnek a gasztrointesztinális rendszerbe (15,
16). A radioaktív 1-NP-vel jelzett belégzett ré-
szecskék csillóshám segítségével történô eliminá-
lását az exponált patkányok gyomrában mérhetô
magas radioaktivitás is bizonyítja (2). A metaboli-
tok a széklettel és a vizelettel választódnak ki.

Korábbi tanulmányainkban (4, 5) a génex-
presszió szintjén hatékonynak bizonyult egyszeri
1-NP dózissal kezelt állatok vizeletének mutage-
nitását vizsgáltuk. Mind a hatás mechanizmusá-
nak megismerése, mind a kockázatbecslés lehe-
tôségét tekintve lényeges a komutagenitás (más
mutagénekkel történô együtthatás), vagy egyéb
lehetséges kémiai ill. fizikai interakciók tanulmá-
nyozása. Ez pedig lehetetlen az azbesztrosthoz
kötött 1-NP orális expozíció hatására keletkezô,
potenciálisan mutagén metabolitok kiválasztási
kinetikájának megismerése nélkül.

Anyag és módszer

Kezelések, a minták gyûjtése és elôkészítése
Beltenyésztett nôstény, kb. 100 g tömegû F-344
patkányokat hatosával négy csoportba rendez-
tünk. Az állatokat egyenként helyeztük el vizelet-
gyûjtésre alkalmas metabolikus ketrecekben. Az
egyik kezelendô csoport egyszeri 30 mmol/kg 1-
NP-t (CAS No. 5522-43-0, Aldrich) kapott kukori-
cacsíra-olajban gyomorszondán keresztül (po.),
míg a másik kezelt csoport ugyanezt a dózist int-
raperitoneálisan (ip.) kapta. A két kontroll cso-
portot csak az oldószerrel kezeltük po. illetve ip.
(corn-oil, Sigma-Aldrich). A vizeletmintákat hû-
tés mellett, elkülönítve gyûjtöttük az elsô és a
második 24 óra során, majd csoportonként és
mintavételi idô szerint egyesítettük az oszlopkro-
matográfiás technikához szükséges nagyobb tér-
fogat eléréséhez. Meghatároztuk a vizeletek krea-
tininkoncentrációját, majd a mintákat makroreti-
kuláris mûgyantával töltött oszlopokon töményí-
tettük (17). A preparálás eredményeként 10x-es
töménységû, dimetil-szulfoxidos eluátumokat
kaptunk. 

Salmonella Ames mutagenitási teszt
A Salmonella typhimurium TA törzseivel, me-
lyek nem képesek a hisztidin szintézisére, kör-
nyezeti és biológiai minták mutagenitását lehet
vizsgálni. (Ha a minta mutagén, a kvázi hisztidin-
mentes táptalajon a reverz mutációt szenvedett
baktériumok ún. „revertáns” telepeket hoznak
létre 48 óra alatt, a telepszámok pedig a mutage-
nitás erôsségével növekszenek.) A konvencioná-
lis lemezinkorporációs változatot alkalmaztuk a
vizeletek mutagenitásának vizsgálatára (10). A vi-
zelet-koncentrátumok 100 µl-es dózisait adagol-
tuk a Salmonella TA 98 ill. 100-as törzset tartal-
mazó két-két lemezhez. 

A tesztet elvégeztük a ß-glükuronidázt (250
U/lemez) és szulfatázt (100 U/lemez) tartalmazó
standard dekonjugációs enzimpreparátum jelen-
létében (+DE), mely a genotoxicitást esetleg el-
fedô kötésbôl felszabadítja a metabolitokat, ill.
annak hiányában (-DE) is. A revertáns telepszá-
mokat átlagoltuk és az eredeti kreatininkoncent-
ráció 1 mmol/l-ére standardizáltuk. A statisztikai
szignifikancia vizsgálatát Student-féle t-próbával
végeztük az SPSS for Windows 11.0 program se-
gítségével. 
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Csoportok TA 98 p TA 98 p p
(-DE), (kontroll (+DE), (kontroll (-DE vs. 
telepszám vs. kezelt) telepszám vs. kezelt) +DE)
(átlag±SD) (átlag±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

*szignifikáns különbség (p<0,05)

Csoportok TA 100 p TA 100 p p
(-DE), (kontroll (+DE), (kontroll (-DE vs. 
telepszám vs. kezelt) telepszám vs. kezelt) +DE)
(átlag±SD) (átlag±SD)

ip. 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

*szignifikáns különbség (p<0,05)

2. táblázat. 1-NP-vel intraperitoneálisan vagy per os kezelt F-344 patkányok
vizeletmintáinak mutagenitási vizsgálatai Salmonella Ames-tesztben TA 100-as
törzsben

1. táblázat. 
1-NP-vel intraperito-
neálisan vagy per os
kezelt F-344 patkányok
vizeletmintáinak mu-
tagenitási vizsgálatai
Salmonella Ames-
tesztben TA 98-as
törzsben
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Eredmények

Szignifikanciavizsgálat történt a kezelt és a keze-
letlen csoport mintái, valamint az enzimes
(+DE) és enzim nélküli (-DE) minták között. Sta-
tisztikailag szignifikáns (p<0.05) mutagenitást a
TA 98-as törzsben mind az ip., mind a po. kezelt
csoportból származó mintában tudtunk kimutat-
ni, de csak az elsô 24 órában begyûjtött vizelet-
mintában. Azonban, míg az elôbbi (ip.) csoport-
ban az enzimatikus bontás (dekonjugáció) nem
befolyásolta az eredményt, addig a po. kezelt cso-
portnál csak a dekonjugáló enzimek jelenlétében
jelentkezett mutagenitás. 

A TA 100-as törzsben viszont csak az ip. keze-
lés okozott erôsen szignifikáns (p=0,002; 0,010)
mutagén hatást az elsô 24 órás mintáknál. Ez a
mutagenitás mind az enzimek jelenlétében,
mind hiányában jelentkezett (+DE vs. –DE), de a
dekonjugáció szignifikánsan tovább fokozta a
megjelenô mutagenitás erôsségét (p=0,003). Vi-
szont sem a 48 órás ip. minta, sem a 24- és 48
órás po. minták nem mutattak pozitivitást a TA
100-as törzsben. (Részletesen lásd az 1. és 2. táblá-
zatban.)

Megbeszélés
Az 1-NP genotoxikus aktivitását már számos
módszerrel bizonyították (2, 8). A TA 98 és 100-as
Salmonella-törzsek nem igényelnek metabolikus
aktiválást a mutagenitás kimutatásához (11), míg
nitroreduktáz-deficiens sejteket felhasználva in
vitro mutagenitási tesztekben csak metabolikus
aktiválás után lehetett pozitivitást kimutatni (6).
Ez utóbbi tény a nitro-csoport fontosságára hívja
fel a figyelmet. Élô állatok kezelésekor eltérô vi-
selkedést tapasztalhatunk különbözô körülmé-
nyek között. Az in vivo vizsgálatok szerint pl. a
bélflóra játszik jelentôs szerepet az 1-NP 1-amino-
pirénné történô átalakításában, melynek már
nincs mutagén hatása (2). A patkánymáj aerob
viszonyok között kimutatható mértékben gyûrû-
oxidációs termékeket is termel, továbbá DNS-ad-
duktumok megjelenését is elôidézi (2). Az ip. ke-
zelt patkányok vizelete szintén mutagénnek bizo-
nyult Salmonellában (1). In vivo citogenetikai
vizsgálattal pedig genommutációt (aneuploidiát)
egyszeri 30 mmol/kg dózissal ip. kezelt CBA/Ca
egerekbôl sikerült leírni (12).

Az állatkísérletek során összegyûlt bizonyíté-
kok alapján az 1-NP humán karcinogénnek te-
kinthetô (8). A tüdôtumoron kívül egyéb malig-
nus elváltozásokat is okoz, pl. emlô-, gyomor–bél-
rendszeri tumorokat vagy leukémiát (2, 9). Mind
a rövid-, mind a hosszútávú állatkísérletek bizo-
nyos gének (Ha-ras, c-myc, p53) expressziójának
megemelkedését is jelezték a legkülönbözôbb
szövetekben (3-5). 

A jelen kísérletek során, ugyanazzal a kezelé-
si protokollal, amelyet korábban a citogenetikai
és a génexpressziós vizsgálatokban is alkalmaz-
tunk, a kiválasztott vizelet mutagenitását igazol-
tuk (3-5). A TA 100-as törzs használatával, mely
bázispár-szubsztitúcióra érzékeny, a mutagenitás

csak az elsô 24 órában jelentkezett az ip. kezelést
követôen. A mutagén metabolit(ok) mindenkép-
pen konjugált formában is jelen volt(ak) ebben a
vizeletmintában, hiszen a dekonjugáció a muta-
genitás újabb szignifikáns növekedésével járt. A
po. kezelés kizárólag a TA 98 által kimutatható
frame-shift mutagén(ek) megjelenéséhez veze-
tett a vizeletben, mely(ek)et dekonjugáció mel-
lett tudtunk kimutatni az elsô 24 órában. A máso-
dik 24 órában a vizeletminták már nem mutattak
mutagén hatást, vagyis a mutagén metabolitok 24
óra alatt kiürültek. Ezek az eredmények azt bizo-
nyítják, hogy a biotranszformáció jellegét nagy-
mértékben befolyásolja a kezelés ill. az anyag fel-
vételének módja. A po. kezelés a kockázatbecslés
szempontjából fontos, mivel ez a környezeti 1-
NP-expozíció lehetséges formáját modellezi. A
szituáció nagyban hasonlít tehát a karcinogén az-
besztrostok esetéhez (16). 

Minthogy a „kereskedelmi méretû” belégzett
azbesztrostok jelentôs része végül lenyelésre ke-
rül és a rostok felületetén policiklusos aromás
molekulák nagy számban lehetnek jelen, mind-
két anyagcsoport kockázatbecslésekor figyelem-
be kell venni a lehetséges interakciókat. A vizelet
mutagenitási mintázatának elôzetes meghatáro-
zásával egy használható modellt dolgoztunk ki.
Az állatmodell alkalmazhatónak tûnik a genotoxi-
kus kölcsönhatások vizsgálatára (a) rosthoz kö-
tött nitroarén orális expozíciója esetén; (b) akut,
24 órás kísérletben. Minthogy az átlagpopuláció
fôleg orálisan exponálódik a részecskéhez kötött
nitroarénekkel, az itt ismertetett, orális kezelést
alkalmazó módszer hatékonyabbá teheti a kocká-
zatbecslés folyamatát az ilyen jellegû karcinogén
légszennyezôk esetében. 
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