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Bevezetés

Az inhalacios altatdszereket évtizedek oOta hasznéljadk a mitéti anesztézia biztositasara. Az
elmult évtizedekben az aneszteziologia eszkoztara jelentds fejlodést tudhat maga mogott és az
inhalacios narkotikumok is egyre biztonsagosabbd valtak. A miité személyzetének
expozicidja és ezzel egyiitt a lehetséges egészségkarosodasok kialakulasa azonban a mai
napig vizsgalatok targyat képezik. Az altalunk tervezett vizsgalatokban arra igyekeztiink
valaszt keresni, hogy az Izoflurannak, ennek a gyakran hasznalt inhalaciés anesztetikumnak
van-e hatdsa olyan gének expresszidjara, melyek szerepet jatszanak a karcinogenezisben és a
programozott sejthaldlban. Ezekhez a vizsgalatainkhoz allatmodelleket hasznaltunk.
Bizonyitani kivantuk tovabba, hogy az altatdgazok kronikus miitéi expozicidja a tartdsan
érintett dolgozdk esetében okozhat olyan szubjektiv panaszokat és alakithat ki esetlegesen
kronikus betegségeket, melyek ennek a hatasnak tudhatoak be, és objektiv alapokkal bir. Igy,
az altalunk tervezett vizsgalatok végiil, a munkahelyi prevenciot és az expozicid csokkentés
lehetdségeinek bemutatasat szolgaljak.

feltételezett génexpresszios valtozasok, milyen hatdsok miatt alakulnak ki, és a molekularis
valtozasok, hogyan hozhatdak 6sszefliggésbe a potencialis karcinogenezissel.

Az Izofluran tulajdonsagai, metabolizmusa és toxikolégiaja

Az Izofluran egy nem gyulékony folyadék, mely vaporizatorral adagolhatd, altalanosan
elterjedt anaesztetikus hatast szer. 1 kloro-2,2,2 trifluroetildiflurometil éter. Az Izoflurdn egy
tiszta, szintelen, stabil folyadék, mely nem tartalmaz sem kémiai stabilizatorokat, sem egyéb
adalékanyagokat. Illata enyhén szlros.

Az Izofluran molekulaszerkezete a termindlis etil szénatomon elhelyezkedd harom fluor atom
kovetkeztében nagyfoki kémiai stabilitassal jellemezheté, kémiai és fizikai reakciokba
nehezen vihetd, fémekkel nem 1ép reakcioba, sdoldatban, illetve UV fény hatdséra is stabil
marad. A Halothdn alapmolekuldhoz képest az Izoflurdn esetén a klor lecserélése fluorral
tovabb csokkentette a vér/gdz megoszlasi hanyadost, aminek a még gyorsabb anesztézia
beallas és ,lecsengés” lett a kovetkezménye. A ritkdn észlelhetd vese és majtoxicitds az
[zofluran esetén is a trifluorecetsav metabolit altali fehérje acetilezés kovetkezményének
tulajdonithatd. Az Izoflurdn a citokrom P450 2E1 enzim altal katalizalt mikroszomalis
defluorinéacion is keresztiilmegy. A felszabadul6 ionos és nem ionos fluorid termékek tehetdk
feleloss¢ a DNS karosodasbol, lipid peroxidéaciobol, antioxidans depléciobol és adduktum
képzddésbdl fakado tovabbi biologiai hatasokeért.

Az Izofluran viszonylag kismértékben metabolizadlodik az emberi szervezetben.
A posztoperativ periddusban csak 0,17%-a mutathatd ki a vizeletben metabolit formajaban.
A minimdlis biotranszformécié és az Izoflurdn alacsony vér/gdz megoszlasi koefficiense
eredményezi, hogy az Izoflurdnnak az a mennyisége, amely a zsirszovetben raktdrozodik az
anesztéziat kdvetden, a késébbi metabolizmusa sordn intermedier vagy toxikus metabolitokra
bomlik.

Az Izofluran metabolizmusat a CYP2E1 katalizalja. A folyamat egy reaktiv koztitermék
képzddésével (trifluoro-acil-difluoro-metil-észter) zajlik, amely vizzel reagalva trifluor-
acetecetsav ¢s nem organikus fluoridionok keletkezésével bomlik.



A trifluoro-acil-difluoro-metil észter és a trifluoracetecetsav is képes a CF3CO metabolit
hapténon keresztiil kovalensen kotédni a m4j lizintartalmu fehérjéihez, igy modositott fehérjét
eredményez, amely a szervezet részérdl immunreakciot valt ki. Ez a mechanizmus szolgal a
hepatitisz kialakuldsanak hatteréiil. A metabolitok kivalasztdsa a tiidon és vesén keresztiil
zajlik. A szérum szervetlen fluorid tartalmanak atlagos csucskoncentracidja kisebb 5 umol/l
értéknél. A csucsértékek kb. 4 oraval az anesztézia utan jelennek meg és 24 oran beliil az
értekek altalaban normalizalédnak. Kortilbelil 50 pM/L az a sziikséges fluorid szint, amely
akut vesetoxicitas kialakuldsahoz sziikséges.

Molekularis epidemiologiai megfontolasok

A molekuldris epidemioldgia a modern molekularis biologia eszkdztaraval az expozicio és a
klinikailag manifesztalodo betegség kozti dsszefliggés korai folyamatat tarja fel biomarkerek
segitségével.

Magyarorszagon a mitéi altatogdz expozicioval kapcsolatos, munkahelyi biztonsagot
szabalyozd, ezéltal prevencids intézkedéseket megteremtd rutinszerii eljarasok, illetve az
ezeket meghataroz6 jogszabalyok hidnyosak. Ezért is rendkiviil fontos, hogy az expozicids
agens okozta potencidlis bioldgiai hatast, a korai valaszt addo molekularis epidemioldgiai
markerekkel monitorizalni lehessen. Ahhoz, hogy rutinszerlien miik6dé, munkahelyi
biztonsagot szolgald prevencids intézkedéseket magiba foglald eljaras legyen, eldszor
allatkisérletekben kell a molekularis epidemiologiai vizsgalatok munkahelyi expoziciora vald
érzékenységét ¢€s hatékonysagat bizonyitani, a megfeleld6 korai biologiai markereket
felkutatni. KézenfekvOnek tiinik az inhalacios altatoszerek esetében is, a szervezetet ért
barmilyen stressz kapcsan egyes onko/szuppresszor kulcsgének vizsgalata.

A modszer természetesen a betegséget eldidézd tényezok (fizikai, kémiai, biologiai) és az
emberi szervezet egyéni érzékenységét meghatarozo tényezok (genetikai, epigenetikai,
immunologiai, taplaltsagi, stb.) vizsgalatara egyarant alkalmas, igy lehetdséget nyujt
gyakorlatilag szdmos fert6z6 ¢és kronikus nem fert6z0 betegség hatdsmechanizmusanak
feltarasara.

Az Izofluran hatasainak vonatkozasdban az eddigi irodalmi adatok az expozicié markereinek
tekinthetd kornyezeti koncentracid és a szervezetben kimutathatd metabolitok jelenlétére
koncentralnak, melyek a vegyiilet bels¢ dozisat jellemzik. A vegyiilet genotoxicitdsara
iranyul6 vizsgalatok pedig (kromoszoma aberraciok vizsgalata comet-assay és sister
chromatid exchange (SCE) alkalmazasaval), a biologiailag hatasos dozist és az Izofluran korai
biologiai hatasat jellemzik. Vizsgalatainkban az egyes onko/szuppresszor kulcsgének
expresszidjaban, illetve az inflammatorikus jelatviteli rendszerek funkcidjdban bekdvetkezd
valtozasokat demonstraljuk, mely az Izofluran altal kivaltott korai biologiai hatas ¢és a
manifeszt betegség (gyulladas, diszplazia) kozti kapcsolatot tarja fel. Eredményeink lehetdvé
teszik, hogy a korai bioldgiai markerek valasz-reakcidinak megismerésével a foglalkozas-
egészségiigy szdmara egy rutinszerlien €s pontosan hasznalhato, prevencios jelleggel miikodo
bioldgiai monitorizalasi rendszert mutassunk be.



Célkituzések

Az inhalacios anesztetikumok vizsgalata sordn szamtalan kisérlet csak az altatoszerek
organotoxicitasanak tisztdzasara Osszpontositott. Nehéz azonban - az ilyen rendszeres,
hossztava és kiiszobdozis alatti expozicid esetén, mely az esetek tilnyomd tobbségében
nyilvanvaléan nem jar organotoxikus hatdssal - a hosszii tavi egészségligyi
kovetkezményeket megallapitani.

Vizsgalatainkban molekularis epidemioldgiai modszereket alkalmazva, olyan, human
szovetekben altalanosan aktivalodé gyulladésos folyamatokban szerepld onko €s szuppresszor
gének, ezek koziil is az tigynevezett kulcsgének expressziodjat vizsgaltuk, melyek kiiszobddzis
alatti expozicid esetén is kimutathatéak és lehetséges biomarkerként értelmezhet6k a
karcinogenezis  tobblépcsds  folyamataban.  Génexpresszios  vizsgalataink  alapjaul
szolgalhatnak a kronikus inhaldcids anesztetikum expozicidnak kitett populacion belil -
elsdsorban a miitében dolgozd személyzet, illetve a kronikus, tobbszor operalt betegek - a
daganatkockazat kialakulasat illetéen, és a fokozott rizikoju egyének azonositasaban. A
szovetspecifikus génexpresszids mintdzat analizise pedig lehetdséget nyuljt az expozicio altal
leginkabb érintett célszervek meghatarozasara is.

Vizsgalatainkat a legalacsonyabb organotoxicitassal bird Izoflurdnnal végeztiik, mivel
jelenleg ez az orvosi gyakorlatban legszélesebb korben alkalmazott inhalacios anesztetikum.
Az éltalunk alkalmazott modszerekkel a fokozott, vagy akar a kiiszobdozis alatti, de kronikus
expozicio - és ezaltal a magas rizikod - hamar felismerhet6vé valik, és ezek alapjan a primer
prevencid eszkoztaranak munkahygiénés rendszabalyainak fokozott ellendrzésével ¢&s
alkalmazasaval lehetéség lesz csokkenteni, illetve megelézni a fokozott Izofluran, és egyéb
inhal4cios narkotikum expozicid okozta egészségkarosodasokat.

Vizsgalati terv

1., Az Izofluran in vivo génexpressziora gyakorolt hatasat vizsgaltuk a p53, c-myc, és a Ha-
ras geének kifejezddésére, H-2¢ haplotipusu, kémiai karcinogénekkel szemben érzékeny
CBA/Ca egértorzsben.

2., Az lzoflurdn hatasat az egyszali DNS karosodast jelz6 GADD450, az apoptozis
szabalyozasaban kulcsszerepet jatszo6 NFKB, és a MAPK8 gének expressziojara, a CBA/Ca
H-2 egerek szerveibdl vett mintdkban végeztiik.

3., Kérddives felméréssel statisztikai adatokat kivantunk nyerni arra vonatkozoan, hogy a
mitdi altatdgaz expozicid van-e hatassal az ott dolgozok egészségi allapotara, az esetlegesen
eléforduld szomatikus és neurohormonalis megbetegedésének eléfordulasara, a kognitiv
funkciok megvaltozasara?

Vizsgalataink alapjan azt a feltételezést igyeksziink bizonyitani, hogy az Izofluran
kiisz6bdozis alatti kronikus expozicidja egészségkarositd hatasu lehet a miitdkben dolgozodkra,
¢s ez monitorozhat6. Ezért is kiemelkedden fontos az altatogazok kezelésével, haszndlataval
kapcsolatos munkavédelmi jogszabalyok hianyossagara felhivni a figyelmet, javaslatot tenni
technologiai fejlesztésekre, ¢€s tovabbi munkahelyi biztonsdgot noveld eljarasok ¢és
szabalyozok bevezetésére.

A primer prevencio €s az azt lehetdvé tevé molekularis epidemiologiai modszerek, a biologiai
monitorizalas sziikségességének és modszertananak bemutatasa a disszertacio legfontosabb
célja.



Anyag és modszer

Az Izofluran genomikai hatasainak jellemzésére tervezett kisérleti
allatmodell

Kisérleteink soran CBA/Ca, kémiai karcinogének irant érzékeny H-2" haplotipusu, 4-6 hetes
egereket hasznaltunk. Az allatok stlya 20-23,5g kozott volt. A CBA/Ca altérzs manapsag az
emldsokben kialakulé daganatok vizsgdlatdban az egyik leggyakrabban hasznalt kisérleti
allat, melyet hisztokompatibilitds szerint H-1%, H-2 és H-3 alcsoportokként ismerlink. A
CBA/Ca egereket gyakran hasznaljak leukémia kutatdsdban, mert karcinogénekre és ionizalo
sugarzasra ¢érzékenyek, emellett benniik a spontan modon kialakuld leukémia aranya
alacsony.

Kisérleteinket a Pécsi Orvostudomanyi Egyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar Orvosi
Népegészségtani Intézetében végeztilk. Laboratoriumi koriilmények kozott, normal
szobahdmérsékleten, atlagos paratartalom mellett, 1014 hPa atlagos 1égkdri nyomason.
,»Short-term” allatkisérleteinkben az Izofluran expozicié onko- és tumorszupresszor génekre,
mint a c-myc, a Ha-ras, és a p53, valamint az egyszali DNS karosodast jelz6 GADD45a, és
az apoptdzis szabalyozasaban kulcsszerepet jatszo NFKB és MAPKS8 gének expresszidjara
gyakorolt hatasat vizsgaltuk.

Az 1 oras Izofluran narkozist kvetden, melyet 2 térfogatszazalék altatogaz belélegeztetésével
végeztiink, a 6 fOs csoportokra osztott kisérleti allatokat hirom kiilonb6z6 id6pontban
boncoltuk. A vizsgalt szervek eltavolitasat 3, 24 ¢és 48 oraval a narkézis felfliggesztése utan
végeztiik. Kiilon vizsgéltuk a ndstény ¢és a him allatok szerveibdl izolalt mintdkat. A hét
altalunk kivalasztott szervben, a majban, a tiidében, a 1épben, a vesében, a csontvelOben, a
nyirokcsomodban, és a timuszban a c-myc és a Ha-ras onkogének, és a p53 szuppresszorgén
expressziojat vizsgaltuk, azok numerikus elemzése €s oszlopdiagrammon torténd abrazolasa
utan. A kontroll csoportban szintén 1 6ras, de 100%-o0s oxigén expozicionak kitett 6-6 him és
ndstény egyed génexpresszidjanak atlagat abrazoltuk.

Az Izofluran csoportban mért génexpresszid valtozasokat B aktin szézalékban kifejezve, azt
elosztva a kontrollal, kaptuk meg, hogy hanyszoros eltérés van a két csoport kozott. A
szignifikancia szamitasahoz kétsz¢lii, kétmintas, egyenld varianciaju t-probat alkalmaztunk.
Kovetkezo kisérletiink sordn hat csoportot kiilonitettiink el. Harom csoportnal az el6zo
kisérletben végzett modon 1 6ras Izofluran narkdzist alkalmaztunk, harom csoportnal azonban
kétszeresére hosszabitottuk az expozicids 1d6t, és az allatok narkozisat két ordn keresztiil
esetében az altatast kovetden az elsé csoportot 6 6ra utan, majd a masodik csoportot 12 ora
elteltével felboncoltuk. A kontroll csoportokat (nemenként 1-1 csoport) 1 és 2 6ras 100%-0s

2 l/perces aramlasu oxigén expozicionak vetettiik ala.

Boncolas soran a tiidot, a majat és a veséket tavolitottuk el. Az eltavolitott szervekbdl vett
szovetmintabol nagy tisztasagu teljes RNS-t izolaltunk. Quantitativ real-time PCR technikaval
kapillaris modszer alkalmazéasaval, Light Cycler RNA amplifikacios kit segitségével
hataroztuk meg a szovetek GADD45a, NFkBI, MAPKS és HPRT mRNS-re vonatkozé
abszolut nukleinsav tartalmat. Minden PCR reakciot 3 technikai replikdtumban, harom kiilon
futasi ciklusban végeztiink el. Az igy kapott értékeket szovetenként €s génenként atlagoltuk.



Human vizsgalat kérdoives modszerrel

Magyarorszagi viszonylatban a miitdi munkahelyi kornyezet és az anesztezioldgidban
alkalmazott modszerek egyaltalan nem mondhatéak egységesnek. Tobb intézmény
bevonasaval, egy anonim kérddiv kitoltetésével igyekeztiink azt felmérni, hogy a kiilonb6zo
aneszteziologiai munkahelyeken dolgozd kollégaink milyen szubjektiv jeleket tapasztalnak,
illetve milyen laboratériumi eltéréseikrdl tudnak, melyeket esetlegesen a miitdi altatogaz
expozicidnak tudnak be. A kérdések Osszeallitdsa soran vizsgaltuk azt is, hogy a kiilonb6z6
intézmények milyen gyakorlatot kovetnek arra vonatkozoan, hogy az alkalmazottakat milyen
gyakran kiildik munkaegészségiigyi iddszakos vizsgalatokra. A budapesti Semmelweis
Orvostudomanyi Egyetem 1. Szamu Sebészeti Klinikajarol, a Pécsi Orvostudomanyi Egyetem
Idegsebészeti és Gyermeksebészeti Klinikdjarol, a Baranya Megyei Korhazbol, a nyiregyhazi
Josa Andras Korhdzbol, a Borsod-Abatj-Zemplén Megyei Korhdz és Egyetemi Oktatod
Korhaz Kozponti Anesztezioldgiai és Intenziv Terapias Osztalyarol, és a satoraljatijhelyi
Erzsébet Korhaz Kozponti Aneszteziologiai és Betegellatd Osztalyardl, illetve a
kazincbarcikai varosi korhazbodl érkeztek vissza a 40 kérdést tartalmazo kérdbivek, melyek
értekelése Office Excel 2007 és IBM SpSS Statistics programokkal tortént.

Eredmények

Az mRNS szinti génexpresszio vizsgalatok eredményei

Az Izofluran és az oxigén expozicid elemzésébdl készitett diagrammokat, a szemléletesebb
Osszehasonlithatosadg érdekében, egymés mellett dbrazoltuk. A ndstényeket, illetve a himeket
egymas alatt jelenitettik meg. Ezek alapjan minden, a disszertacioban bemutatott abra,
tulajdonképpen négy 6nalldé diagrammot tartalmaz. (1-2. abrak)

A hét leginkdbb exponalt, illetve az altatdgdz metabolizmusdban, vagy a szerv funkcidjat
tekintve bizonyitottan érintett, maj, 1ép, tiido, vese, timusz, nyirokcsomod ¢€s csontveld
szOveteibdl izolalt onko- és szuppresszorgének expressziojat hasonlitjuk ossze, illetve az adott
szervek szdveti funkcidjat szem elott tartva elemezziik a valtozasokat.

Az inhaléciés anesztetikumok organotoxicitdsat vizsgalva bizonyitott tény a maj gyakori
érintettsége, igy az Izofluran is indukalhat méjkarosodast, akar hepatitiszt is. A maj génszintli
érintettsége az altalunk elvégzett vizsgalatban szintén markansan és szignifikdnsan
reprezentalodott. (1. dbra)
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Ahogy azt a kisérletiink megtervezésekor mar feltételeztiik, a belélegzett gaz expozicidjanak
leginkabb kitett tiidokben, jelentds és szignifikans eltéréseket észleltiink a vizsgalt onko-
szuppresszor gének overexpresszidjanak tekintetében. (2. dbra)
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A gyulladasos markerek génexpressziojanak vizsgalati eredményei

Az 1 és 2 6ras Izofluran expozicidk utan nyert adatokat a kontroll csoportok eredményeivel
Osszehasonlitva, génenként kiilon-kiilon is vizsgaltuk, illetve az NFkB, GADD45a és a
MAPKS gének expresszidit egymashoz viszonyitva is elemeztiik.

Hat oraval az Izofluran expoziciot kovetden a tiido €s veseszovetekben mindharom gén
jelentds expresszid valtozasat észleltiik a kontroll csoporthoz képest. Ez a véltozas az NFKB
esetében a 2 oras, mig a GADD450. ¢s a MAPKS esetében az 1 6ras expoziciot kdvetden volt a
tiido esetében szignifikans. Hat ordval az Izoflurdn expoziciot kdvetden, a tidében az NFKB
expresszio dupldjara emelkedett a 2 oras narkdzisnak kitett egyedekben 2,09-szeres,
p=0,0025, a kontroll csoport értékéhez viszonyitva. A GADD45a és a MAPKS8 expresszidja a
kontrollokéhoz képest az 1 o6rds Izofluran expozicionak kitett csoportban szignifikans
csOkkenést mutatott. A GADD45a esetében 12 o6raval késébb 0,27-szeres, p=0,0053, a
MAPKS8 génnél 6 oranal 0,42-szeres, p=0,027, 12 oranal 0,49-szeres, p=0,035. Ezzel szemben
a vese szovetekben éppen ellentétes eredményeket figyeltiink meg. A 6 és a 12 Oras
idépontban az NFKB expresszid a kontrollhoz viszonyitva csokkent, ez a redukcid a 2 oras
expozicion atesett csoportban mindkét boncoldsi idOpontban nyert szévetmintaban
szignifikans is volt. A GADD450 overexpresszidja volt tapasztalhato a vesében 1 oOra
Izofluran expoziciot kovetéen, a MAPKS8 expresszid pedig szignifikansan emelkedett volt
azon 1 dras expozicidn atesett egyedek esetében, melyeket 6 ora eltelte utan boncoltunk fel
(3,47-szeres, p=0,015). A GADD45a gén expresszidja a vesében, az 1 Oras expoziciot
kovetéen 12 o6ra mulva eltavolitott szovetben is kifejezetten emelkedett volt, azonban a
szignifikancia kiiszobot nem érte el.

Kisérleteinkben a GADD45a és a MAPKS8 expresszidé gyakran parhuzamos, mig az NFkB
tobbszor is ezekkel ellentétes iranyu génexpresszio valtozast mutatott.



A sejttulélést az apoptozis gatlasa révén szabalyozd NFKB gén expresszidja, az Izofluran
altatogdz expozicionak leginkabb kitett tiidé szovetébdl nyert mintakban, 6 6raval a narkdzist
kovetéen, mindkét csoportban emelkedett volt, a kontroll csoportban szamitott értékekhez
képest. A két oras expoziciot kovetden, ez tobb mint kétszeresére valtozott és szignifikans
volt (p=0,0025). (3. &bra)

4 7HPRT % NFKB 2 oras expozicio
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1 - I I
* *
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6h 12 h 6h 12 h 6h 12 h
3. dbra

NFkB expresszio Hprt ardnyban kifejezve, 2 ords 2%-os Izofluran, illetve 2 éras 100%-0S
oxigen inhaldciot kdvetden, 6 és 12 oraval késobb elvégzett boncolds soran nyert CBA/Ca
egerek tiido, maj és veseszoveteiben
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Az egyszali DNS karosodasara aktivalodd GADD450 gén vizsgélata, az elézéekben leirt
NFKB antiapoptotikus génnél tapasztaltakkal tobb ponton ellentétes iranyt valtozasokat
mutatott. (4. abra)

] 0 ., e
4 HPRT % GADDA45a. 1 6ras expozicié
3,5 -
31 Tudé M3j Vese
2,5 - I I
, | M oxigén
Izofluran
1,5 -
1 .
I
*
0,5 ] * z *
0 n T T T ' I I
6h 12 h 6h 12h 6h 12h

4. abra
GADDA45 expresszio Hprt aranyban kifejezve, 1 ordas 2%-os Izofluradn, illetve 1 éras 100%-0s
oxigen inhaldciot kdvetden, 6 és 12 ordaval késobb elvégzett boncolds soran nyert CBA/Ca
egerek tiido, maj és veseszoveteiben
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A GADD45a-val szoros jelatviteli Osszekottetésben allo, apoptdzist indukaldé MAPKS
génexpresszidjanak mintdzata tobb ponton is jelentdsen hasonlit a GADD45a génnél
leirtakhoz. (5. abra)

4 - HPRT % MAPKS 1 éras expozicio

37 Tiidé Maj Vese

M oxigén
Izofluran
1,5 -

1 1 I
I
0’5_ I '
O' T T T T
6h 12h 6h 12

6h 12 h h

H %
H %

5. dbra
MAPKS expresszio Hprt ardanyban kifejezve, 1 ords 2%-os Izoflurdn, illetve 1 éras 100%-0s
oxigén inhaldciot kévetden, 6 és 12 ordaval késobb elvégzett boncolds sordan nyert CBAICa
egerek tiido, mdj és veseszoveteiben

Kérdoives human vizsgalat statisztikai értékelése

A kitoltott kérddivek Osszegylijtése utan, 104 kérddiv értékelése tortént meg. A vélaszadok
koziil 27 férfi és 75 nd volt, ketten nem jelolték meg nemiiket. Az atlagéletkor 41 év volt.
Munkakoriiket tekintve a valaszadok koziil 59 orvos, szakorvos vagy rezidens, és 44
aneszteziologus asszisztens vagy szakasszisztens volt.

A kérddivet kitoltok kozil 31 f6 (29,8%) kevesebb, mint 5 éve dolgozik ebben a
munkakdrben, 20 évnél régebben 37-en (35,5%) végeznek aneszteziologiai tevékenységet.
Arra a kérdésre, hogy naponta atlagosan hany orat tolt miitéi kornyezetben 1 {6 valaszolta azt,
hogy 1 oranal kevesebbet. Hatan (5,76%) 1 és 4 ora kozott, 52-en, tehat a dolgozdk fele a napi
munkaidének megfeleld 4-8 orat jelolt meg és 37 (35,57%) dolgozd, akar 8-12 orat is miitdi
kornyezetben t6lt, mig hatan (5,76%) még a napi 12 6rénal tobbet is az altatégép mellett
tartozkodnak. A kérdéiv osszeallitasakor azokra a kérdésekre szerettiink volna valaszt kapni,
hogy van-e osszefliggés a mit6i, tehat altatogaz expozicionak kitett kornyezetben tartozkodas
ideje, az ott végzett inhalacids narkoézisok aranya, az altatogéptél mért tavolsag, illetve a
padlotdl szamitott magassag €s bizonyos szubjektiv panaszok kozott, illetve, hogy ezek a
faktorok befolyésoljak-e az egészségi allapotot, talalunk-e laboratoriumi eltéréseket.
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Megbeszélés

A kornyezeti hatdsokkal szemben a sejtek intracellularis molekularis valaszreakciok
sorozataval reagalnak, egyrészt, hogy a megvaltozott kornyezeti koriilményekkel szemben
fiziologias miikddésiiket valtozatlanul fenntartsak, masrészt, hogy az Oket ért kornyezeti
hatasbol fakadod funkciondlis ¢és strukturdlis karosodasokat kompenzaljak. A Pécsi
Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudoményi Karanak Orvosi Népegészségtani Intézetében
évtizedek ota folyik a kornyezeti expoziciok, daganatot okozod agensek ¢€s egyéb
stresszfaktorok molekularis epidemioldgiai vizsgalata. Igy a kornyezetinkben, a
munkahelyeken vagy a téaplalkozasi szokasok kapcsan potencidlisan megjelend,
karcinogenezisben szereppel bird faktorok vizsgalatara, és hatasaik elemzésére egy in-vivo
allatmodellt fejlesztettek ki. A ,,short-therm” tesztrendszer alkalmazasa soran lehetdvé valt,
hogy az expozicidt kdvetden néhany oraval a vizsgalt gének expresszdjaban valtozasokat
detektaljunk. Az altalunk kivalasztott c-myc, Ha-ras és p53 onko/szuppresszor gének, illetve
az apoptotikus és gyulladdsos markerek génexpresszidinak érzékeny valtozasai bizonyitottak
a fenti kisérletek alapjan, hogy azok, korai molekuldris epidemioldgiai markerként alkalmasak
a karcinogenezist befolyasold kornyezeti expozicid monitorizalasara és a sejtfunkciok
valtozasanak bizonyitasara.

Ahhoz, hogy eredményeinket molekularis epidemiologiai szempontbol megfeleléen tudjuk
értékelni és értelmezni, ismerniink kell azokat a bonyolult szabalyozasi mechanizmusokat,
kaszkadokat, jelatviteli rendszereket, melyeket az altalunk vizsgalt gének altal kodolt fehérjék
befolyasolnak. A gének overexpresszidja legtobbszor a fehérje szintézis fokozodasaval jar,
maskor a sejthaldl bekdvetkezését generaljak, vagy éppen ellenkezdleg, antiapoptotikus
hatastak.

Elvégzett kisérleteinkben kulcsgének, a c-myc és a Ha-ras onkogének, a p53 tumor
szupresszor gén, a sejttulélést az apoptdzis gatlasa révén szabalyozd NFKB, az egyszalu DNS
karosodasra aktivalodo GADD45a €s a vele szoros jelatviteli 6sszekottetésben allo, apoptodzist
indukalo MAPKS8 gén Izofluran expoziciot kovetd expresszio valtozasait vizsgaltuk CBA/Ca
egértdrzsben. Molekuléaris szempontbdl ennyire részletes, a karcinogenezisben szerepld
fehérjéket kodold géneknek, ilyen széleskorli vizsgalatat, irodalmi adatokat figyelembe véve,
még soha nem végezték inhalacids anesztetikum expoziciot kovetden.

A noéstényeknél a korai overexpressziot legkifejezettebben a lépben és a csontveldben
tapasztaltuk. A 24 o6réval az Izoflurdn expoziciot kovetd vizsgalatok viszont, mar mindkét
nemben és szinte minden vizsgalt szervben jeleztek fokozott génexpressziot. Ebben a
vizsgalati idOpontban azonban mar a Ha-ras onkogén overexpresszidjat is tobb szerv €s
mindkét nem esetén tapasztalhattuk. Az exponalt szervek élettani funkciojanak, az Izofluran
ismert metabolizmusanak és organotoxikus hatisainak ismeretében, vizsgalataink az altalunk
vart eredményeket hoztak. A c-myc és a p53 gének fokozott kifejez6dését talaltuk 3 oraval az
expoziciot kovetéen him egyedek lépében, veséjében, timuszdban, nyirokcsomojaban €s a
csontveldjében. A m4j érintettsége mindkét nemben megjelent.

A tobbi szerv esetén is bizonyitast nyert, hogy a Ha-ras indukcidja késébb kezdddik, mint a
masik két vizsgdlt géné. A tiid6, mely legfébb célszervként szerepel az inhalacids
anesztetikum expozicid ,kereszttiizében”, hasonlé mintdzatd génkifejezddési reakcidt
mutatott, mint a maj és a lép. A timusz, a csontveld és a paraaortikus nyirokcsomoé vizsgalata
soran tobb hasonlo kovetkeztetést sikeriilt levonni. A harom emlitett szerv immunrendszerben
betdltott fontos szerepe és néhany ponton hasonld szdvettani tulajdonsdgai magyarazatul
szolgalhatnak az eredményeinkben bemutatott pdrhuzamos eltérésekre. A két nemben észlelt
kiilonbség hatterében a neurohormonalis kiilonbségekbdl fakadd eltérések szerepe
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feltételezhetd, melyek érinthetnek a DNS repair aktivitds szabalyozasdban és a jelatviteli
szabalyozasban is szerepet jatszo géneket.

A gyulladasos markerek vizsgalatara tervezett kisérlet eredményeiben 1 Oras expoziciot
kovetden a CBA/Ca egerek vese szoveteiben fokozott kifejez6dést mutattak az egyszalit DNS
karosodast jelz6 GADD45a és a vele parhuzamosan aktivalodo, a karosodott DNS tartalmu
sejtek apoptdzisat serkentd MAPKS8 gének, mig a sejttalélést serkentd, antiapoptotikus hatasu
NFKB csokkent kifejez0dést mutatott. A tiidében ezzel szemben 120 perces Izofluran
narkozist kovetden az NFkB gén fokozott expresszidja és a GADD45¢q, valamint a MAPKS8
csokkent expresszioja volt észlelhetd. Kisérletiinkbdl kideriilt, hogy az Izofluran expozicio,
jelentés mértékben befolyasolja a DNS karosodas kovetkeztében aktivalodd és a
programozott sejthalal szabalyozasaban résztvevé géneket is.

Az éltalunk tervezett kérdodives felmérés a dolgozok daganatkialakulasi valoszintiségét ugyan
nem volt képes monitorizalni, azonban a szubjektiv panaszok megjelenése szignifikans
Osszefiiggést mutatott az Izofluran expoziciéval. A megkérdezett dolgozok korében tobb
olyan szubjektiv panasz is volt, melyet nem lehetett bizonyithatéan az inhaldcios
anesztetikum hatasanak betudni, azonban volt olyan eltérés, példaul a horgd irritacio és a
nyalkahdrtya irritaci6 tekintetében, amely szignifikdnsnak mutatkozott. A horgd-rendszer €s a
nyalkahartya kronikus irritacidja, esetleg erdzidja, mas agensek esetében bizonyitottan
malignus elfajulds origdi lehetnek, igy az Izoflurdn mint irritativ anyag, ilyen jellegii
mellékhatasaval, tartdos expozicido kapcsan gondolni kell. A kérdéivek feldolgozasa utan
jogosan vetddik fel az az igény, hogy a ,lathatatlan™ elvaltozasokat, hogyan lehet id6ben,
rutinszerlien végzett bioldgiai monitorizalassal szlirni, ezzel jelentds alapot adva a preventiv
szemléletnek.

J/&]

Javaslatok a miit6i munkahelyi biztonsag novelésére, a biologiai
monitorizalas

A disszertacio célja tobbek kozott az volt, hogy amennyiben bizonyithatova valik az, hogy a
muitdi altatogdzoknak, igy a mai magyarorszagi gyakorlatban leggyakrabban hasznalt
Izoflurannak, van barmilyen egészségkarositdé hatidsa, az hogyan bizonyithatd, illetve
léteznek-e olyan karosodast jelz6 korai bioldgiai markerek, melyek akar rutinszeriien
mérhetdek lennének.

Ahogy az eddig elvégzett vizsgalatokbol kideriilt, a halogénezett anesztetikumok okozhatnak
testi és szellemi faradtsagot, fejfajast, 1éguti és nyalkahartya irritaciot, bizonyitottan negativ
hatassal vannak a kognitiv és memoria funkcidira. A miitdben toltétt 1d6, az inhalacios
narkézisok frekvencidja és a munkaévek kozott is lehetett 6sszefliggést kimutatni az emlitett
panaszok tekintetében. A félévente rendszeresen elvégzendd, kotelezd munkaegeszségiigyi
szlirfvizsgalatot sajnos nem minden munkaltatd biztositja, illetve kéri szamon
alkalmazottaitol, pedig ezzel a laboratoriumi eltérések megjelenése, human kérddives
vizsgalatunk eredményei szerint 50%-al csdokkenthetd lenne.

A munkaegészségiigyben eldirt, rutin fizikalis €s laboratdriumi vizsgalatok nem jelzik id6ben
a fokozott anesztetikum expozicid egészségkarositd hatasat.

Erzékeny paraméternek tiinik azonban a vizeletben kimutathaté anorganikus fluorid szint.

A fluorid vonatkozasaban a biologiailag toleralhaté értéket 4,0-7,0 mg F per gram
kreatininben hataroztak meg.
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Az anorganikus fluorid mérése ionszelektiv elektroddal torténik, eredménye 2-3 perc utdn
leolvashatd, melyet egy kalibraciés gorbe felhasznalasaval végiil F/g vizelet kreatininben
fejezhetiink ki.

Magyarorszagon az Orszagos Munkahigiénés és Foglalkozas Egészségiigyi Intézet képes
ilyen vizsgalat elvégzésére. A hatarértéket jelentdsen meghaladd pozitiv lelet esetén a
vizsgalat ismételt elvégzésére a dolgozo csokkentett miitdi altatogaz expozicioja utan keriilne
Sor.

Megismételt pozitiv lelet esetén kromoszomalis eltéréseket, mutacidés analizist és testvér
kromatid kicserélddés vizsgalatanak elvégzését javasoljuk. Ha genotoxicitds ezek alapjan
felmeriil, akkor onko/szupresszor, gyulladasos és apoptotikus gének PCR technikéval torténd
vizsgalatat lenne ajanlatos elvégezni. Ezt nativ vérbol nyert fehérvérsejt, illetve limfocita
izolalds utan, vagy bronchus valadékbol nyert makrofagokbol, molekularis biologiai
laboratoriumokban révid id6 alatt elvégezhetd. Ezeknek a laboratoriumoknak a kiépitése és
fejlesztése egyéb molekularis epidemioldgiai €s népegészségiigyi szempontbdl is kivanatos
lenne.

A korai biologiai hatast jelz6 molekularis epidemiologiai markerek vizsgalata lehetéséget
nyjt arra, hogy egy munkahelyi, esetiinkben miitéi expozicio, figyelembe véve az
epigenetikai tényezdket is, okoz-e az daltalunk vizsgdlt kulcsgének esetében expresszid
valtozast. A karcinogenezisben az altalunk allatkisérletben vizsgalt c-myc, p53, Ha-ras,
NFkB, GADD450. ¢és MAPK8 gének emberben is ugyanolyan fontos szereppel birnak. Mivel
ezek egyszeri vér-mintavétel utan vizsgalhatdak, igy a molekuléris epidemioldgiai vizsgalat
olyan kockézat becsld eljarassa valhat, amely alapjan a korai karcinogén hatas génszintii
megjelenése és az esetlegesen késobb kialakuld tumorok kozotti Osszefiiggések
bizonyithatéak és a daganatok kialakuldsa a munkahelyi expoziciobol torténd kiemeléssel
megeldzhetdek. Pontos vizsgalat elvégzése utan széba keriilhet kemoprevencid vagy
immunprofilaxis a daganat-megel6zés céljabol.

Osszefoglalas, iij megallapitasok

crer

rendelkezésre. Ezek részben ismertek, azonban kevésbé alkalmaztak eddig Magyarorszagon.
Ez a hidnyos jogszabalyi hattér, illetve a munkaltatok és munkavéllalok nem kelléen gondos,
egeészség- €s kornyezetvédelmet gyakran hanyagold viselkedésébdl adodik.

2., Az Izofluran, mint leggyakrabban alkalmazott inhaldcids anesztetikum organotoxicitasat
magyardazo modellek a kiiszobérteket sokszorosan meghalad6 expozicié utan alkalmazhatoak.
Vizsgélatunk olyan bioldgiai monitorizalasi lehetdéséget mutat be, mely tartos kiiszob alatti
doézisok akar rovid ideig tartd alkalmazisa esetén, a legérzékenyebb apoptotikus,
antiapoptotikus, onko €s tumorszupresszor gének szintjén képes a kérositd dgens egészségre
kifejtett hatasat jelezni.

3., Két, egymastdl technikailag eltérd, de molekuléris epidemioldgiai szempontbol egyarant
fontos kisérletsorozatunkkal elGszor bizonyitottuk, hogy a daganatok kialakulasaban és a
programozott sejthalalban kulcsszerepet jatszo gének expresszidja az Izofluran hatasara tobb
vizsgalt szervben is megvaltozik. Ez azt jelenti, hogy az Izofluran kronikus, akér hatarérték
munka-egészségiigyi kockazatnak vannak kitéve.

4., A munkakoriilményeket, a dolgozok miitéi tevékenységét és az ezzel Osszefiiggésbe
hozhat6 szubjektiv panaszok kialakulasat €s a laboratoriumi értékekben tapasztalt eltéréseket
kérdéives modszerrel vizsgaltuk. Szignifikans eltérések azok kozott jelentkeztek
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bizonyithatoéan, akik napi rendszerességgel keriilnek kapcsolatba altatogdzokkal, és megérzik
annak illatat. Ilyen szignifikans eltérés volt az altatogaznak betudhato hatds, a faradtsag,
almossag, lassi vagy gyors szivverés, nyalkahartya irritacid, nyugtalansdg. A napi 8 oranal
tobb 1d6t altatogép mellett tartozkodd dolgozok koziil tobb panasz  kialakuldsanak
esélyhdnyadosa jelentdsen emelkedett, bar nem volt szignifikdns. Ilyen tiinet a fejfajas,
faradtsag, almossag, 1égszomj, nyugtalansag, remegés, szédiilés, halalfélelem, nyalkahartya
irritacio és az 4julasérzes.

5., Kisérleteink sordn a c-myc és Ha-ras onkogének, illetve a p53 tumor szupresszor gén
fokozott kifejezddését igazoltuk tobb vizsgalt szervben, Izofluran expoziciot kdvetden.

6., Az apoptdzis gatlasdban résztvevd NFKB, az egyszalu DNS karosodasara aktivalodo
GADD450. és az apoptdzist indukalo MAPKS8 gének expresszidja tiidoben, méjban és vesében
a vizsgalt inhalacios anesztetikum hatasara szignifikdnsan megvaltoztak. Ez azt igazolja, hogy
az Izofluran expozicid jelentdsen befolyasolja a DNS kéarosodas kovetkeztében aktivalodo és
a programozott sejthalal szabalyozasaban fontos szerepet jatszo géneket is.

7., Kisérleteink elvégzése utan, az ismert eredmények birtokaban arra kell felhivnunk a
figyelmet, hogy a miitben dolgozok fokozott munkahelyi artalomnak, altatégaz expozicionak
vannak kitéve, melynek csokkentése technoldgiai valtoztatasokkal, munkafolyamatokat érintd
eljarasrendek bevezetésével lehetséges €s sziikséges.

8., Az anesztezioldgiai munkakdrben dolgozok bioldgiai monitorizalasara ajanlott vizsgalati
sorunk elsd eleme a vizeletben mérhetd anorganikus fluorid tartalom meghatarozasa. A
hatarértéket meghalad6 eredmény esetén a vizsgdlat megismétlése javasolt, a dolgozo
expoziciobdl kiemelése utan. Ezt kdvetden kromoszomadlis eltérések bizonyitasa, mutaciods
analizis, testvérkromatida kicserélodés, mint a genotoxicitast igazold eltérések vizsgalata
szlikséges, melyet a kisérleteinkben hasznalt onko/szupresszor, gyulladdsos, apoptotikus és
antiapoptotikus gének PCR technikaval torténd vizsgalata tesz lehetové.
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Koszonetnyilvanitas

Szeretném eldszor is megkdszonni Professzor Dr. Ember Istvannak, témavezetomnek, hogy
iranymutatasaival a kezdetektdl az utolsé pillanatig segitette a disszertacio elkészitését. Az
altala vezetett Orvosi Népegészségtani Intézetben biztositott lehetdséget szamomra a
kisérletek megtervezéséhez, lebonyolitdsdhoz és az eredmények prezentalasahoz.

A technikai hattér biztositasat koszonom Dr. Beregi Attila docens urnak, aki a Szent Istvan
Egyetem Allatorvostudomanyi Karanak gyakorlo éllatorvosa és kutatdjaként segitett az
altalunk hasznalt kisérleti allatok altatasat elvégezni.

A laboratériumi munkdkban Brunner Zsuzsanna és Herczeg Monika segité munkajara
szamithattam.

Nélkiilozhetetlen segitséget nyujtott Dr. Gombos Katalin és Dr. Szele Eszter szerzotarsaim és
Dr. Juhész Krisztina.

A szakmai hattér-szervezet képviseletében a Magyar Aneszteziologiai €s Intenziv Terapias
Tarsasag vezetdsége éveken at segitette tudomanyos munkamat.

A Borsod Abauj Zemplén Megyei Kérhaz és Egyetemi Oktato Korhaz foigazgatojaval,

Dr. Csiba Gaborral tanulmanyi szerzédést kotottem, kiilfoldi kongresszusokra igy, az
intézmény segitségével jutottam el, kdszondm neki.

Dr. Okrds Ilona féorvosné a gyakorld aneszteziologus szemével nézve adott tanacsokat
eldadasaim elkészitéséhez, melyet eziton kdszonok.

K6szondom Dr. Tuari Péternek a Magyar Légimenté Nonprofit Kft. ligyvezeté igazgatdjanak,
hogy tamogatta szakmai fejlédésemet.

Az Orszagos MentGszolgalat foigazgatdja Dr. Martai Istvan tamogatott azzal, hogy a
tudomanyos munka miatti tavolléteimet engedélyezte.

Egy disszertaci6 megirasahoz nagyon sok kitartasra, szorgalomra, tiirelemre, segitségre, idore
¢s egyeb tdmogatasra is sziikség van.

Mit sem ér azonban ezek megléte, ha a nyugodt, megértd csaladi hattér nem biztositott.
Ezuton koszonOm meg ezt a biztatd tamogatast, a megértést, a segitséget, a biztos csaladi
hétteret feleségemnek, Szilvidnak, aki féltve, de erét adva inditott utnak Ujra meg ujra.
Kislanyom Anna Panna tobbszor kénytelen volt az édesapaval toltott idot nélkiilozni, neki
néhany év mulva Gjra megkdszondm majd megértését.

Végiil, de nem utolsé sorban, nagyon szépen kdszonom a sziileimnek, hogy eljuthattam odaig,
hogy PhD kutatdé munkat folytathassak. A kisgyermekkor ota latott megfeleld példa,
tisztess€g, szorgalom ¢€s szakmai aldzat biztosan sziikséges volt ahhoz, hogy ezt a feladatot
végrehajtsam. A mindenkori sziil6i tdmogatas nélkiil mindez lehetetlen lett volna.
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