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1. Bevezetés
1.1 Altaldnos bevezetés

A részecske ill. rosttoxikoldgia a tudomany régota kutatott tertiletei kozé tartozik. A kdrnyezetiinket
gyartds, ipari termékek haszndlata, a banyaszat, illetve az emberi tevékenységet koveto,
véletlenszerli expoziciok sordan is, melynek hatasara kiilonbozé betegségesoportokkal kell
szembesiilniink, mint az asztma, kronikus obstruktiv tiidobetegségek, kardiovaszkularis
megbetegedések, vagy akar fibrozis illetve a kiilonbozd raktipusok. A szézad egyik 0j kihivéasa a
szilard halmazallapotd, finomszemcsés anyagok (mint pl. elemi szalak, nanotechnolédgiai termékek)
sz¢les spektrumanak feltérképezése.

Dolgozatomban rostos és szemcsés részecskék specifikus genotoxicitasat vizsgaltam. A kisérletek 3
anyagcsoporton torténtek. Az ismerten karcinogén azbesztrostokat, a méretiikben, alakjukban az
azbesztrostokhoz nagyon hasonld, de eltérd bioldgiai aktivitdst mutatd szénnanocsoveket, és mind a
balneoterapidban, mind a wellness teriiletén eldszeretettel alkalmazott gyogyiszapokat vizsgaltuk.

A genotoxikologiai tesztelés ¢és a rakkockazatbecslés szempontjabol a rostos €s szemcsés
részecskék a ,klasszikus toxikus” anyagokhoz (gaz vagy folyadék fazisu kémiai karcinogének)
képest egy specialis csoportot képeznek. Mig a vegyi anyagok a klasszikus toxikokinetika
szabalyait kovetik (eloszlas, biotranszformacio, eliminacid), addig a részecskék teljesen mas moédon
fejthetik ki hatasukat (jellemz0 kinetika: pl. a lerakodas, clearance, elhuz6do eliminacio).
Legjelentdsebb kozos tulajdonsaguk a felsziniikhoz kotott szerves anyagok potencidlis jelenléte. A
rostos szerkezetli anyagok a nagy fajlagos feliiletiik miatt szamos lehetséges mutagént képesek
megkotni, de a szemcse tipusu anyagok is hordozhatnak policiklusos aromas szénhidrogéneket és
egyéb mutagén komponenseket [1].

1.2 Az I-nitropirén és az azbeszt in vivo vizsgdlata

Az 1-nitropirén (1-NP) els6sorban kozlekedési eredetii, valamint fosszilis tiizeldanyagok tokéletlen
¢géskor keletkezd, tovabba a dohanyfiistben eléforduld, nitrocsoporttal rendelkezé policiklusos
aromas szénhidrogén [2]. Egy masik lényeges légszennyezd anyag az azbeszt, melynek rostjai
feliiletiikon megkothetik és akkumuléalhatjék pl. az 1-NP molekulakat is [3].

Az azbesztet, kedvezd tulajdonsagai miatt, (hajlékonysag, ellenalld képesség) széles korben
hasznaltak. Habar 2005. januar 1-t6]1 Magyarorszagon tilos minden azbesztet tartalmazd termék
forgalmazasa és felhaszndldsa, a belélegezhetd rostok tovabbra is jelen vannak az emberi
kornyezetben, mely tobb emittalo forras mitkodésének kovetkezménye. Altalaban néhany évtizedes
latenciaid6t kovetden megbetegedéseket okozhatnak (azbesztozis, bronchidlis karcindma, pleuralis
vagy peritonealis mezotelioma) [3].

Az elsOsorban kozlekedési eredetli rostokhoz kotott molekuldk gyakran keriilnek a
gasztrointesztinalis rendszerbe. A tiidébe keriild rostok egy részét felkohoghetjiik, mikdzben a
rostkotegek kisebb atméréijii kotegekké, vagy elemi rostokka esnek szét. Igy a teljes populaci6
vonatkozasdban az oralis expozicio jelentdsnek tekinthetd [4, 5].

Allatkisérletekben a lenyelt azbesztrostok felhalmozodasat tobb szervben is kimutattak, foként a
csepleszben [6, 7]. Emberi boncolasi adatok is aldtdmasztjdk a cseplesz rendkiviil magas
akkumulaciés hajlamat, mely minden bizonnyal 0Osszefiiggésben all a hashartya daganatainak
eléfordulasaval [8].



1.3 Szénnanocsévek potencidlis genotoxicitisanak és mezoteliomaindukcidjanak vizsgalata

A szénnanocsovek a szén allotrop modosulatainak 1) tagjai, melyek a fullerénekhez €s a grafithoz
hasonlatosak, legismertebb formaik az egyfali- (SWCNT) és tobbfalu szénnanocsovek (MWCNT)
(1. abra).

Gyémant szerkezet Fullerén

G ratitserkezet SEQENATIOLSS 1. dbra: A szén allotrép modosulatai [9]

Meéreteiket tekintve, mig &tmérdjiik a nanométer tort része is lehet, addig hosszuk elérheti a tobb tiz
mikrométert (hossz-atméré arany > 3:1). Egyediilalld6 elektromos, mechanikai és termikus
tulajdonsdgai miatt a szénnanocsdvek igen fontossd valnak az elektronika, az lrkutatds és a
szamitdgépipar Gjabb teriiletein [9, 10]. Ma még csak évente néhany szdz tonnat gyartanak beldliik,
de termelésiik volumene exponencialisan novekszik [11], ugyanakkor nincs megfelelé mennyiségi
adat sem az altalanos toxicitasrol, sem specifikus toxikoldgiai tulajdonsagaikrol (pl. genotoxicités
¢s karcinogenitds) [12, 13]. Tulajdonsagaikban nagyon hasonlitanak egyes, bizonyitott kdrnyezeti
¢s toxikoldgiai kockazatot jelentd dsvanyok elemi rostjaihoz, elsdsorban az azbeszthez [3].

A szénnanocsdvek okozhatnak apoptdzist, citotoxikus valaszt, pulmondlis toxicitast [14-17],
oxidativ stresszt, dermalis toxicitast [18], granulomaképzddést [14, 17], mezotelioma kialakulasat
[19, 20] és szerepet jatszhatnak az aterogenezisben [15, 21, 22]. Fontos 1épés tehat a nanotermékek
kornyezeti és egészségligyi hatdsainak nyomon kovetése, hogy kontrollalni tudjuk az elérehaladott
technika és az ezzel jar6 karosito tényezok egyensulyat.

1.4 Peloidok mutagén aktivitisanak vizsgalata bakterialis mutagenitdsi teszthen

A Dbalneoterdpia és balneoprevencid nagy népszerliségnek oOrvendd aga az iszapkezelés. A
gyogyiszapok (peloidok, pelos: sar, gordg szo) a természetben el6forduld, dsvanyi és ndvényi
eredetli anyagok, melyek finom szemcsézettségiik, vizkoté és hotarold képességiik folytan
alkalmasak forr6 gongydlések készitésére vagy hosszl ideig melegen maradod fiirdok eldallitasara.
Legelterjedtebben a reumas mozgasszervi betegségek kezelésében hasznaljak [23, 24].

Bér a gyogyvizeket, gyogyiszapokat terapids vagy prevencios célbol régota alkalmazzak, lehetséges
mellékhatasaik ismeretlenck. Kevés informécido 4all rendelkezésiinkre gyogyit6 hatasuk
bizonyitasara is. JOl ismert, hogy a gydgyiszapok kialakulasdban a magas homérsékletnek és a nagy
nyomasnak kulcsfontossagu szerepe van, amely nemcsak a terapids szempontbol kedvezd
komponensek, hanem az esetlegesen toxikus, egészségre potencidlisan karos alkotérészek
kialakuldsdhoz is vezethet. Gyogyvizekben az utobbi 10-20 évben szdmos szerves molekulat
talaltak gazkromatografia, nagynyomasu folyadékkromatografia, valamint az ezekhez kapcsolt
tomegspektrometria segitségével. Gyogyiszapokban vald jelenlétiikr6l viszont kevés adat all



rendelkezésiinkre, sem interakcidikat, sem pedig pontos biologiai aktivitasukat nem ismerjiik.
Eléfordulhatnak koztiik genotoxikus és egyéb toxikus anyagok is [25].

2. Célkitiizések

Az alabbi célkitiizéseket fogalmaztuk meg:
Az 1-nitropirén és az azbeszt in vivo vizsgalata

0 Hatasmechanizmus, potencialisan mutagén metabolitok kivalasztasi kinetikajanak megismerése
¢s adatgytijtés kockazatbecsléshez

o Uj allatkisérletes modell kifejlesztése annak eldontésére, hogy az azbesztrostok és a
mezotélsejtek kozott kronikusan fennalld, direkt kontaktus okoz-e mezoteliomat

0 Kornyezeti expozicié modellezése 1-NP-vel elokezelt azbesztrostokkal, komutagenitas és egyéb
lehetséges kémiai ill. fizikai interakciok tanulmanyozasa

Szénnanocsovek potencialis genotoxicitasanak és mezoteliomaindukcidjanak vizsgalata

0 Elsddleges adatok megszerzése a szénnanocsdvek potencialis toxikus és genotoxikus hatasairol,
vagy azok kizarasa

0 Szénnanocsovek potencialis mezoteliomaindukalo hatasanak kimutatésa, ill. kornyezeti
expozicié modellezése 1-NP-vel eldkezelt szénnanocsdvekkel rostos anyagok szdmara
kifejlesztett in vivo kronikus, kontaktexpozicios modelliinkben

Peloidok mutagén aktivitasanak vizsgalata bakterialis mutagenitasi tesztben

0 Hazai gyogyiszapok (Héviz, Kolop) lehetséges toxikus és genotoxikus hatasainak vizsgalata,
adatgytijtés kockazatbecsléshez

0 Uj kisérleti modszerek kifejlesztése az elkezelés nélkiili peloid mintak lehetséges komplex
genotoxikus hatasainak vizsgalatdhoz



és modszer
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3.1 Salmonella Ames mutagenitasi vizsgalatok [26]
3.1.1 Klasszikus, lemezontéses modszer

Genetikailag modositott, hisztidin szintézisben gatolt mutans Salmonella typhimurium TA torzseit
hasznaltuk (TA98, 100). Ha a minta mutagén, a minimalis hisztidin tartalmt taptalajon a reverz
mutaciot szenvedett baktériumok un. ,,revertans” telepeket hoznak 1étre 48 6ra alatt, a telepszdmok
pedig a mutagenitas erdsségével novekszenek.

3.1.2 El6inkubacios Ames-teszt

A standard eljaras egy valtozata, melynek érzékenysége nagyobb. Az eldinkubacidos Ames-teszt
soran a tesztanyagok ¢és a S. typhimurium baktériumok egyiitt magasabb koncentracidoban
inkubalodnak, miel6tt a minimal-gliikozagar lemezekre keriilnének, szemben a hagyomdnyos
eljarassal.

3.1.3 Vizeletmutagenitas Ames-tesztben [27]

Kezelt allatok vizeletmintdi potencialis mutagén hatdsainak vizsgalatira a konvencionalis
lemezinkorporaciés Salmonella Ames-tesztet alkalmazzuk.

3.2 Citogenetikai vizsgdlatok
3.2.1 Mikronukleusz teszt [28]

Olyan kémiai anyagok mutagén hatdsanak kimutatasara alkalmas, melyek interfazisban 1évd sejtek
citoplazmajaban megjelend kromoszéma fragmentumok képzddését okozzak. Kromoszomatorést
okozo6 (klasztogén) vagy extra kromoszoémat eredményezd (aneugén) hatasra a mikronukleuszok
gyakorisdga megsokszorozodik.

3.2.2 Testvérkromatid-csere (SCE) analizis [29]

A periférias limfocitak in vitro tenyésztése soran nukleozid-analog (brom-dezoxiuridin) beépiilését
lehetové téve, a szemikonzervativ replikdcio kovetkeztében a masodik metafazisban (M2 fazis) a
testvérkromatidok differencidlis festddését érhetjiik el. Genotoxikus hatdsra megnd a
testvérkromatidok homolog szakaszai kozotti kicserélddés gyakorisaga.

3.3 Kronikus, kontaktexpozicios modell rostszerkezetii anyagokhoz kotheté mutagenitas és
komutagenitds vizsgalatdara

Az altalunk kifejlesztett [30] modell 1ényege, hogy a rostos szerkezetli anyagok és a mezotélsejtek
kozotti kronikusan fennallo, direkt kontaktust vizsgaljuk potencidlis mezoteliomaindukald hatas
kutatasa érdekében. A keményzselatin-kapszuldba helyezett 1-NP-vel eldkezelt, ill. elokezelés
nélkiili rostokat az un. Kertai-féle zsebbe (lig. hepatogastricum) {iltettiik. 12 hénap elteltével a
szervekbdl hisztopatologiai vizsgalatot végeztiink.

3.4 Peloidkivonatok [31]

A négyféle peloidkivonat elkészitéséhez rendre desztillalt vizet, 0,1N-os sosavat, metanolt, illetve
toluolt hasznaltunk. A gyogyiszapok kivonatainak vizsgéalatara a konvencionalis Salmonella Ames-
tesztet alkalmaztuk.



4. Eredmények
4.1 Az I-nitropirén és az azbeszt in vivo vizsgdlata
4.1.1 Vizeletmutagenitas Ames-tesztben

Statisztikailag szignifikdns (p<0,05) mutagenitast a TA98-as torzsben az ip. és a po. kezelt csoport
elsd 24 oraban begylijtott vizeletmintaiban tudtunk kimutatni. Azonban, mig az ip. csoportban az
enzimatikus bontéds (dekonjugacid) nem befolyasolta az eredményt, addig a po. kezelt csoportnal
csak a dekonjugalé enzimek jelenlétében jelentkezett szignifikdns mutagenitds (p=0,031). A
TA100-as torzsben viszont csak az ip. kezelés okozott erésen szignifikdns (p=0,002; 0,010)
mutagén hatast az els0 24 oras vizeletmintakndl. Ez a mutagenitds mind az enzimek jelenlétében,
mind hidnyaban jelentkezett (+DE vs. -DE), de a dekonjugaci6 szignifikdnsan tovabb fokozta a
megjelend mutagenitas erdsségét (p=0,003). Viszont sem a 48 oras ip. minta, sem a 24- és 48 oOras
po. mintdk nem mutattak pozitivitast a TA100-as torzsben

4.1.2 Kronikus, kontaktexpozicios modell

A kémiai tisztasagu és 1-NP-vel elékezelt azbesztmintakkal exponalt allatcsoportok boncoldsa
soran makroszkoposan kékessziirke azbesztfelhalmozdodéas lathatd a hasiiregben: a Kertai-féle
zsebben ¢s a kornyezd szervek felszinén, az omentumon €s a peritoneumon. A kiilonb6zo
azbesztmintakkal exponalt allatcsoportok valamennyi tagjanak majabol készitett szovetmintak
hisztoloégiai vizsgélata csupan megtartott szerkezeti ma4jallomanyt, idegentest tipust
granulomat6zus reakcidt és tobbmagvu oriassejteket mutatott ki. Az exponalt ill. a ZnO-dal kezelt
negativ kontroll csoportban mezoteliomara utald jeleket sem makroszkoposan, sem mikroszkdpos
vizsgélattal nem detektaltunk.

4.2 Szénnanocsovek potencidlis genotoxicitisanak és mezoteliomaindukciojanak vizsgalata
4.2.1 Salmonella Ames mutagenitasi vizsgalatok (klasszikus, lemezontéses modszer, eldinkubdcios
Ames-teszt, vizeletmutagenitas Ames-tesztben)

Az SWCNT ¢és MWCNT esetében, egyik moddszernél sem volt kimutathatd, statisztikailag
szignifikans mutagenitas (p<0,05).

4.2.2 Citogenetikai vizsgalatok (mikronukleusz teszt és SCE-analizis)

Mikronukleusz tesztben a binuklealt sejtek gyakorisagat az MWCNT- kezelés nem befolyésolta,
mely annyit jelent, hogy a tesztanyagnak nem volt a citogenetikai értékelést befolyasold toxikus
hatésa a tenyészetekre. Az adatokbol statisztikailag szignifikans kiilonbséget (p<0,05) nem talaltunk
a kezelt és a negativ kontroll eredmények Osszehasonlitasa soran. Az azonos dozisu SWCNT-
kezelés azonban hatarozott mitozisgatlast jelzett, amely a kétmagvu sejtszam nagyfoku csokkenése
miatt lehetetlenné tette a szdmlalast.

MWCNT esetében szignifikans SCE-gyakorisagemelkedést nem talaltunk. Az SWCNT-vel kezelt
esetekben az osztddasi kinetika teljes M1 irdanyu eltolodéasat tapasztaltuk, mely az értékelést nem
tette lehetové.

4.2.3 Kronikus, kontaktexpozicios modell

Mezoteliomara utald elvaltozdsokat sem makroszkoposan, sem mikroszkoposan, a kezelt és a
kontroll csoportban sem észleltiink. A majmetszeten idegentest tipust granulomatdzus reakciot,
tobbmagvu oridssejteket, szénszemcséket bekebelezd makrofagokat lattunk, melyeket kdtdszovetes
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sovények hataroltak el az ép szovettdl. Mindkét szénnanocsd kezelés hasonld elvaltozasokat
eredményezett.

4.3 Peloidok mutagén aktivitasanak vizsgdlata bakterialis mutagenitasi tesztben
4.3.1 Elokezelés nélkiili peloidok

Statisztikailag szignifikans mutagenitast nem észleltink sem a hévizi, sem a kolopi peloid
mintaknal.

4.3.2 Peloidkivonatok
4.3.2.1 1. sorozat

A hévizi iszap foleg szervetlen oldoszeres oldatai: sdsavas kivonat TA98-as torzsben, illetve vizes
¢és sosavas kivonatok TA100-as torzsben metabolikus aktivacid utan statisztikailag szignifikans
mutagenitast mutattak. A hévizi iszap féleg szerves olddszeres kivonatai koziil: a toluolos
extraktum TA98-as torzsben, metabolikus aktivacid utan, illetve a metanolos extraktum TA100-as
torzsben, metabolikus aktivacidval és anélkiil is mutagénnek bizonyult (p<0,05).

A kolopi iszap vizes és sOsavas kivonatai esetében a TA98-as torzsnél nem észleltiink eltérést.
Azonban ezek a kivonatok a TA100-as torzsnél szignifikdns mutagenitast mutattak metabolikus
aktivacio utan. A kolopi iszap metanolos és toluolos oldatai enzimatikus aktivacioé utdn mutagénnek
bizonyultak a TA100-as torzs esetében. A TA98-as torzs alkalmazéisakor a szerves anyagokat
tartalmaz6 kivonatokban nem tapasztaltunk eltérést.

4.3.2.2 2. sorozat

A hévizi peloid kivonatai koziil TA98-as torzsnél a sésavas oldat metabolikus aktivacid nélkiil (S9-)
szignifikdns mutagenitast mutatott (p<0,05). A TA100-as torzsnél szignifikans eltérést nem
tapasztaltunk.

A kolopi iszap esetén a TA98-as torzsnél, metabolikus aktivacio nélkiil (S9-) a vizes és metabolikus
aktivacio utan (S9+) a metanolos kivonat, mig a TA100-as torzsnél, metabolikus aktivacié utan
(S9+) a sosavas kivonat mutatott statisztikailag szignifikans kiilonbséget a megfeleld oldoszeres
kontrollhoz képest.

5. Megbeszélés és kovetkeztetések

A disszertacioban harom teljesen eltérd szilard részecsketipus specifikus genotoxicitasat vizsgaltam
novekvé mérettartomanyban. A nanométeres nagysagrendii, méretiikben, alakjukban az
azbesztrostokhoz nagyon hasonld, de eltérd biologiai aktivitast mutaté szénnanocsdveket, az
elektronmikroszkdpos mérettartomanyban 1évo, ismerten karcinogén azbesztrostokat, és a 200 pm-
nél kisebb szemcseméretli gyogyiszapokat. A legnagyobb hangsulyt legjelentésebb kozds
tulajdonsagukra kell fektetni, a felsziniikh6z kotott szerves anyagok potencidlis jelenlétére!
Amennyiben kornyezeti mintdkat vizsgalunk, abban az esetben a megfigyelt kovetkezmény a
felszinen hordozott anyagokkal allhat kapcsolatban. Az azbesztrostokkal tortént kutatasaink soran
korabbi HPLC eredmények [32, 33] igazoljdk a feliilethez kotott anyagok jelenlétét, mellyel
parhuzamosan alakultak a genotoxicitasi vizsgalatok eredményei is. E tapasztalatokat a
szénnanocsovek kutatdsa soran is felhasznaltuk. A gyogyiszapok felszinéhez kotédo kémiai
anyagok kivonatainak frakcionalasat kovetd eredményeink is ezt az elméletet tdmasztjak ala.



Vizsgalatainkat a karcinogén 1-nitropirén in vivo mutagenitasi vizsgalataval kezdtiik, mellyel egy
potencialis azbesztexpozicido modelljét készitettiik el. A jelen kisérletek soran, ugyanazzal a kezelési
protokollal, amelyet kordbban citogenetikai és génexpresszids vizsgdlatokban is alkalmaztak [34-
36], a kivalasztott vizelet mutagenitdsat igazoltuk. A TA100-as torzs hasznalatdval, mely
bazisparszubsztitiiciora érzékeny, a mutagenitas csak az elsé 24 ordban jelentkezett az ip. kezelést
kovetden. Az 1-NP mutagén metabolit(ok) mindenképpen konjugalt formaban is jelen volt(ak)
ebben a vizeletmintdban, hiszen a dekonjugacié a mutagenitas ujabb szignifikdns novekedésével
jart. A po. kezelés kizarolag a TA98 altal kimutathatd frame-shift mutagén(ek) megjelenéséhez
vezetett a vizeletben, mely(ek)et dekonjugacié mellett tudtunk kimutatni az els6 24 6rdban. A
masodik 24 o6rdban a vizeletmintak mar nem mutattak mutagén hatast, vagyis a mutagén 1-NP
metabolitok 24 ora alatt kiiiriiltek. Ezek az eredmények azt bizonyitjak, hogy a biotranszformacio
jellegét nagymértékben befolydsolja az expozici6 modja. A po. kezelés a kockéazatbecslés
szempontjabol fontos, mivel ez a kdrnyezeti 1-NP-expozicio lehetséges formajat modellezi. A
szituacid nagyban hasonlit tehat a karcinogén azbesztrostok esetéhez, mely esetben a rostokhoz
kotott molekuldk bekeriilhetnek a gasztrointesztinalis rendszerbe [4].

Az l-nitropirén in vivo mutagenitasi vizsgalatdban kapott eredményeket felhasznaltuk az Gjonnan
kifejlesztett in vivo kronikus, kontaktexpozicios modelliinkh6z, melyben eldkezelés nélkiili, illetve
a kornyezeti expozicié modellezésére 1-nitropirénnel elékezelt azbesztrostokat hasznaltunk. /n vivo
vizsgalatunkban még az azbesztrostok mezotélsejtekre kozvetleniil hatd, kronikusan fennalld
expozicidja sem indukalt peritonealis mezoteliomat. Mivel fliggetlen tanulmanyokban [33, 37, 38]
az eldkezelt rostok (krokidolit, antofillit + benz[a]pirén) kogenotoxicitdst mutattak, sajat in vivo
kisérleteinkben nem erre az eredményre szamitottunk. Ez a megfigyelés arra enged kovetkeztetni,
hogy a mezotelioma kialakuldsanak mechanizmusa fiiggetlen lehet a rostok és a mezotélsejtek
fizikai kontaktusatol.

Ezt kdvetden a nanométeres tartomanyba esd, az azbesztrostokhoz igen hasonlatos, ujnak mondhato
anyagcsoport, a szénnanocsdvek potencialis genotoxicitasat és mezoteliomaindukciojat vizsgaltuk
az azbesztrostok kutatdsa sordn megszerzett ismeretanyag felhasznaldsaval és Osszevetésével.
Elokisérleteink sordn a vizsgalt nanocsdvek esetében pontmuticiot eldidézd hatast bakteridlis
rendszerben nem észleltiink. Vizsgalataink soran klasztogén, aneugén illetve SCE-gyakorisagot
befolyédsold hatds emberi sejtek tenyészetében nem volt kimutathatd. Az SWCNT tipusu csovek
sejttoxikusnak bizonyultak a tenyészetekben, legalabbis végpontként a mitdzisgatlast vizsgalva. A
kombinalt in vivo/in vitro vizeletmutagenitasi tesztiinkben is negativ eredményeket kaptunk.
Oxidativ stressz vagy szabadgyokképzo hatasok kimutatdsara az itt alkalmazott tesztek feltehetdleg
nem elég érzékenyek. Eppen ezért nagyobb felbontasu citogenetikai és egyéb vizsgalatok (mint pl.
célszovetek in vivo sejtszintli DNS-mikrogélelektroforézise (Comet assay) [38], vagy a Salmonella
typhimurium mast torzseivel vald tesztelés) tobb informacidt nyujthatnak. A széles skalan mozgd
méretbeli eltérések, a nagy feliilet:tomeg ardny ¢és a jelentés mértékli adszorpcids kapacitds a
szénnanocsovek értékelésében dontd fontossagl. Mezotelioma kialakuldsadt azonban in vivo
karcinogenitasi vizsgélatunkban sem kémiai tisztasagl, sem NP-nel eldkezelt csovek esetében nem
¢észleltiikk. Modszerlinkkel a zselatinkapszula felszivodasa utan a mezotélsejtek kozvetlen kozelébe
juttattuk a csoveket, tehat ha fizikai karaktere és a kozvetlen kontaktus kovetkeztében az anyag
mezoteliomat lenne képes indukalni, akkor ezt észleltiik volna. Ebbdl kifolyolag eredményeink nem
jeleznek szamottevd kockazatot, foként az azbesztrostokhoz képest. Azonban a szénnanocsovek
daganatot okoz¢d hatdsdt nem zarhatjuk ki. Az eddigi kutatasok kozott emberre vonatkozo,
¢lettanilag relevans expozicids utat értékeld, karcinogén hatdsokat vizsgdlo tanulmany egyeldre



még nem elérhetd. A pontosabb expozicidé €s kockazatbecslés érdekében még tobb adatra van
sziikség.

A még nagyobb mérettartomanyba tartozd peloidokndl is — kdrnyezeti mintdkrdl 1évén szo — a
feliiletilkh6z potencidlisan k6tddd kémiai anyagok jelenlétébdl, illetve a lehetséges kogenotoxikus
hatasbol indultunk ki. Kisérleti modszereink fejlesztésének célja az volt, hogy peloidmintakat
elokezelés nélkill (in toto) tudjuk vizsgalni, hogy ebben a formaban okoznak-e mutédciot a
baktériumtorzsekben. Annak ellenére, hogy a Salmonella Ames-teszt érzékenyebb formajat, az
eléinkubaciés Ames-tesztet alkalmaztuk, a peloidmintdk egy dozisa esetében sem kaptunk
statisztikailag szignifikdns eredményt. Ennek oka lehet, hogy a modszer korlatozza a rendszerbe
vihetd mintamennyiséget. A probléma kikiiszobolésére a gydgyiszapok szerves és szervetlen
kivonatait készitettiik el. A két egymast kdvetd kisérletsorozatban klasszikus talajkémiai eljarassal
frakcionaltuk a kivonatokat. Mind a szerves, mind a szervetlen kivonatok szdmos frakcidja mutatott
statisztikailag szignifikdns mutagenitast metabolikus aktivacioval és anélkiil is. Mindkét
peloidkivonatos kisérletben tobb statisztikailag szignifikans eltérést tapasztaltunk metabolikus
aktivacio (S9+) alkalmazéasa mellett (14), mint anélkiil (4). Tehat az indirekt mutagének jelenléte
mindkét iszapmintdban jelentds. A TA100-as torzsnél metabolikus aktivacié utan (S9+) tobb
statisztikailag szignifikins mutagenitast figyelhettink meg mindkét peloidnal. Igy feltételezziik,
hogy a peloidmintak foként bazisparszubsztitiiciot okoz6 indirekt mutagéneket tartalmazhatnak. Az
iszapkivonatos vizsgalataink ismételt eredményeiben fluktudciot tapasztaltunk: elsé esetben tobb
mutagén frakciot kaptunk, mint masodszorra, és a masodik kisérletsorozatban a mutagén mintézat
szinte teljes mértékben kiilonbozott az el6zotdl, csupan minimalis atfedés volt megfigyelhetd. Az
iszapban ¢l0, bioldgiai-metabolikus aktivitassal rendelkezd mikroorganizmusok magyarazhatjak a
fenti eredményeket [39]. Veniale és munkatarsai szerint [39] az iszapokban ¢él6 mikroorganizmusok
érési folyamatokat indukalnak, melyek befolyasolhatjak az iszapok szerves anyagainak bioldgiai-
metabolikus aktivitdsat. Kovetkezésképpen tovabbi vizsgalatok sziikségesek a mikrobiologiai
aktivitds mutagenezisben betoltott szerepének megfigyelésére. Ehhez a jovoben széleskori
radioaktivitasi méréseket is terveziink a gyogyiszapokban potencidlisan jelenlévé radioaktiv elemek
biologiai rendszerben ¢észlelhetd mutagén hatdsdnak kimutatisa érdekében. Az emlitett
koriilmények tekintetében a kapott mutagén frakcidk tovabbi kémiai analizise, a komponensek
elkiilonitése és a toxikus Osszetevok azonositasa sziikséges.

A dolgozatban vizsgalt rostos és szemcsés tipusu anyagok egyike sem mutatott fizikai
tulajdonsagaikbol eredd hatasokat, a kapott eredmények csak kémiai hatdsokon alapultak.

A kisérletek human relevancidjat a kovetkezOkben foglalom 0ssze:

A kival¢ fizikai tulajdonsagai miatt igen széles korben elterjedt, és a mai napig a kdrnyezetiinkben
modellezése kapcsdn hozzdjarultunk a hatdsmechanizmus jobb megismeréséhez. Eredményeink
alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a mezotelioma kialakuldsanak mechanizmusa
fiiggetlen lehet a rostok és a mezotélsejtek fizikai kontaktusatol.

A szénnanocsdvek human szervezetre gyakorolt potencidlis egészségkarositd hatdsa ma is vitatott.
A szamos atfogd tanulmanyban megjelend valtozatos paraméterek nehezitik az eredmények
megfeleld értelmezését. Hidnyoznak a human, ¢élettanilag relevans expozicids utat értékeld,
karcinogén hatdsokat vizsgald epidemioldgiai tanulmanyok is. Ezek alapjan a szénnanocsdvek
kornyezeti €s népegészségiigyi kockazatait nem lehet megfeleld modon felbecsiilni. /n vivo
tanulmanyunkban kapott eredményeink cafoljadk azt a feltételezést, hogy a szénnanocsdvek
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mezoteliomat valtananak ki, a tovabbiakban a human kockazatbecslés mas vonalaira sziikséges
Osszpontositanunk.

A peloidkivonatok esetében szamos frakcioban statisztikailag szignifikdns mutagenitas figyelhetd
meg, tehat megfontolandé annak lehetdsége, hogy a gydgyiszapok tartalmazhatnak az egészségre
potencidlisan karos anyagokat. A kockdzatbecslés szempontjabol, mivel bakterialis rendszerben
dolgoztunk, az igy kapott eredmények human viszonyokra kézvetleniil nem extrapolalhatok. Ezen
kiviil peloidkivonatos kisérleteinkben a gyogyiszapok szerves és szervetlen komponenseit
magasabb koncentracioban alkalmaztuk, mint amennyivel az emberi szervezet érintkezhet egyszeri
iszapkezelés alkalméaval. A metabolikus aktivacioval kapott eredményeink potencialis, indirekt
kockézatot jelentenek, mivel az emberi bér metabolizmusban betdltott szerepe elhanyagolhatod a
majenzimekkel szemben, azonban a felszivodd indirekt mutagének mar konnyen elérhetik a
metabolizalo szerveket. Ismereteink korlatozottak a hamszovet metabolikus aktivitasat illetden [40,
41]. Napjainkban a széleskorli népszeriiségnek Orvendd, gyogyiszapokbol késziilt kozmetikai,
illetve a gyogyaszatban is alkalmazott termékek otthoni felhasznadldsa Ujabb problémak
felmeriiléséhez vezet. A haztartasokban hasznalatba keriil6 eredeti peloid készitmények — amelyek
feltehetden nagyszami mikroorganizmust tartalmaznak — a kezelést megelézden, vizzel keverve
jatszhatnak a toxicitasban. A gyogyiszapok otthoni hasznalatait megel6z6 mindségi, aktudlis
toxicitast felmérd vizsgalatok, gyorstesztek alkalmazidsa alapvetd fontossaghi a nem kivénatos
toxikus mellékhatasok elkeriilése érdekében.

6. Uj eredmények dsszefoglalasa

A rostos és szemcsés részecskék specifikus genotoxicitdsa témajaban elvégzett kisérletek az alabbi
1j megallapitasokra vezettek:

0 Igazoltuk az 1-NP-vel kiilonb6z6 mddon kezelt allatok vizeletének mutagenitasat

0 Po. ill. ip. kezelést kovetden szignifikdns vizeletmutagenitas csak az els6 24 oraban jelentkezik,
vagyis a mutagén metabolitok 24 6ra alatt kitiriilnek

0 Hasznalhaté modellt dolgoztunk ki az oralis expozicids uton hatod szilard fazison megkotott
kémiai anyagok kockéazatbecsléséhez

o Kifejlesztettiink egy in vivo kronikus, kontaktexpoziciés modellt szilard fazist anyagok
vizsgélatara, és bizonyitottuk, hogy a kezeletlen ill. 1-NP-vel kezelt azbesztrostok
mezotélsejtekre kozvetleniil hat6 kronikus expozicidja nem indukalt peritoneélis mezoteliomat

0 A szénnanocsOvek tobbféle altipusat vizsgalva nem taldltunk mutagén és egyéb genotoxikus,
csak citotoxikus és mitozisgatld hatast (SWCNT-nél)

0 A mezotélsejtekre kozvetleniil hato kezelt és kezeletlen szénnanocsdvek hosszitavu expozicidja
soran mezotelioma kialakuldsat nem észleltiikk, azonban idegentest tipusi granulomatozus
reakciot, epiteloid- és tobbmagvu oridssejteket detektaltunk

0 A hévizi és a kolopi iszapminta Ames-tesztben in toto nem okoz bakteridlis pontmutaciot

Csak bizonyos kémiai frakciok tekinthet6k mutagéneknek, a mutagenitas idében valtozo

0 Az iszapminta-frakciok szignifikdns mutagenitasanak jellemzé mintdzata az indirekt- ¢és
bazisparszubsztiticid tipusi mutagenezis

@]
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