| 11. Fejezet: KEMIAI KARCINOGENEZIS I

A. BEVEZETES: 1. TORTENETI ATTEKINTES. Il. A KEMIAI KARCINOGENEK CSOPORTIJAL

B. GENOTOXIKUS KARCINOGENEK — A DNS-sel reagalva mutaciét, majd daganatot keltenek.
|. DIREKT HATO GENOTOXIKUS KARCINOGENEK — Enzimatikus aktivalast nem igényelnek.
1. Epoxidok és feszitett laktonok: pl. Etilén-oxid, B-propiolakton
2. Spontan moédon kationos elektrofil-képzok: Karbonium-, aziridinium-, és episzulfénium-ion képzok.

1. INDIREKT HATO GENOTOXIKUS KARCINOGENEK - Enzimatikus aktivalast igényelnek.
1. DNS-reaktiv elektrofil metabolit-képzék
(1) Nem-ionos elektrofil metabolit-képzdk: Epoxid-képzok, kinon-képzok, aldehid-képzok (pl. etanol).
(2) Kationos elektrofil metabolit-képzok: Karbonium-, aziridinium-, episzulfénium-ion képzok.
2. DNS-reaktiv szabadgyok-képzék — pl. benzidin, orto-toluidin; HO" képzdk.
3. A dohany és a dohanyfiist mint karcinogén vegyiiletek keveréke.

l1l. A GENOTOXIKUS VEGYULET-INDUKALTA KARCINOGENEZIS FOLYAMATANAK KORAI
LEPESEI — Az inici4cié folyamata.
1. A végso genotoxikus karcinogén (= mutagén) reakcioja DNS-sel kémiai DNS karosodast okoz.
(1) Elektrofilek reakcioi: Pl. kovalens kotédés a Gua N2, N7 és O6 atomjahoz.
(2) Szabadgyokok (pl. HO") reakcioi: Addicié a Gua C8-hoz, H atom absztrakcio a dezoxiriboz C4’-tol.

2. A DNS hiba kikiiszobolése (DNS reparacidval és/vagy apoptozissal) elmarad.
(1) DNS reparacié mechanizmusai — Direkt (pl. MGMT), exciziés, mismatch, posztreplikacios repair.
(2) Az apoptdzis mechanizmusai — Kivaltoi (pl. DNS karosodas) és folyamata (a kaszpaz-kaszkad).
3. Mutacio torténik a sejt-proliferaciot szabalyzo kritikus génekben.
(1) Proto-onkogének aktivalé mutacidja, pl. Ras mutacid: permanensen aktiv Ras protein képzddése.
(2) Tumor-szuppresszor gének inaktivalo mutacioja, pl. p53 mutacio: inaktiv p53 protein képzddése.

crer

C. NEM-GENOTOXIKUS (EPIGENETIKUS) KARCINOGENEK — Nem reaktivak a DNS-sel.

I. MITOGEN VEGYULETEK: 1. Mitogén hormonok, pl. TSH, LH, 6sztrogének. 2. Novekedési faktorok,
pl. TGFa. 3. A mitogén intracellularis jelatvitelt direkt vagy indirekt médon aktivalé vegyiiletek, pl.
forbol észterek. 4. Mitogén hatasu ligand-aktivalt transzkripciés faktorokat (i.c. receptorokat) aktivalé
vegyiiletek — az AhR, CAR, PXR és PPAR« aktivatorai — daganatkeltd hatasuk ragcsalokban bizonyitott.

II. KRONIKUS SZOVETKAROSODAST (és regenerativ sejtproliferaciot) ELOIDEZO VEGYULETEK.
D. NEM-OSZTALYOZOTT KARCINOGENEK — Az azbeszt és az arzén mint példak.

E. VEGYULETEK KARCINOGEN HATASANAK ELOREJELZESE — Tesztek allatokon v. in vitro.

I. GENOTOXICITASI TESZTEK — Ezek jelezhetik: 1. A DNS karosodasat kozvetleniil: Comet assay;
2. A DNS karosodasat kozvetve — ezek a karositott DNS reparaciojat jelzik: pl. UDS és SCE kimutatasa;
3. A kromoszémak karosodasat: Mikronukleusz teszt; kromoszoma-aberracios teszt; 4. A mutagén
hatast — in vitro vagy in vivo: Ames teszt, teszt TK* egér-limfoma sejteken (L5178Y), MutaMouse teszt.

II. KARCINOGENITASI TESZTEK: 1. In vivo: Klasszikus bioassay egéren vagy patkanyon; Alternativ
karcinogenitasi tesztek: Tg-rasH2 egéren vagy p53*- haploinszufficiens egéren. 2. In vitro: SHE (Syrian
hamster embryo) sejt transzformacids assay.

F. FUGGELEK: 1. Miért végezziik el posztmitokondrialis szupernatins és NADPH regeneral6 rendszer
jelenlétében is az in vitro genotoxicitasi teszteket? 2. A colchicin gyogyszer is! 3. Mutagenitasi teszt Big
Blue egéren. 4. A posztreplikacids (rekombinéacids) reparacid a sister chromatid exchange (SCE) jelenség
alapja. 5. Miért rezisztensek a MGMT-t expresszaldo daganatsejteck a metilalé daganatgatlokra — pl.
temozolomidra, dacarbazinra? 6. A nikotin atalakulasa kotininné — ekézben az AOX hidrogén peroxidot
termel. 7. Adaptacio tiol-reaktiv vegyiiletekhez — az elektrofil stressz-valasz, a Keapl fehérje és az Nrf2
transzkripcios faktor szerepe — az arzénevok rejtélye? 8. Kemopreventiv vegyiiletek mint az elektrofil
stressz-valasz kivaltoi. 9. Az As kiszorithatja a Zn-iont a cinkujjakbol. 10. Epigenetikus mechanizmusok a
daganatképzodésben: A DNS metilacioja, a hiszton-fehérjék acetilacioja és metilacioja, a mikroRNS-ek
szerepe. 11. Vegyiiletek osztalyozasa karcinogén hatasuk alapjan az IARC szerint.
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A. BEVEZETES |

I. TORTENETI ATTEKINTES
Az els6 kémiai karcinogéneket foglalkozasi eredetii daganatok kapcsan fedezték fel; ilyenek pl. az alabbiak.

1. Kéményseprok scrotum rakja — Policiklikus aromas szénhidrogének (pl. benzpirén és dibenzantracén).
1775 Sir Percival Pott, angol orvos: Kéményseprékon gyakori a scrotum rak; a korom okozhatja.
1916 Yamagiwa és Ichikawa (Japan): Katrany ecsetelésével borrak keltheté nyulakon — a koromhoz
hasonldan a katrany is a szén vagy a fa égésterméke.
1920 Ernest Kennaway (UK): A koromban és a katranyban 1év6 policiklikus aromas szén-hidrogének
(PAH) — pl. a benzpirén és a dibenzantracén — karcinogének.

2. Festékgyarto munkasok holyagrakja — Aromds aminok (pl. 2-naftilamin és benzidin)

1895 Ludwig Rehn, német orvos: A festékipari munkasok kozott gyakori a holyagrak.
1937 Wilhelm Heuper (Németo-USA): A 2-aminonaftalin (2-naftilamin) kutyakban holyagrakot kelt.
A 2-naftilamin és a benzidin az ,,azofestékek” vagy ,,anilinfestékek” szintézisének alapvegyiiletei.

1950 utin

3. A PVC reaktortisztit6 munkasok maj-angioszarkémaja — kivaltoja: vinil-klorid (Creech and Johnson:
Angiosarcoma of liver in the manufacture of polyvinyl chloride. J. Occup. Med. 16: 150, 1974)

4. Az azbeszt feldolgozok pleuralis mesotheliomaja — pl. hajogyartokban (Hampton Roads, VA, USA).
5. A szintetikus gumi-gyartok leukémiaja — kivaltoja az epoxidot képez6 1,3-butadién (lasd a 6. oldalon).
6. Japan nyomdaszok cholangiocarcinomaja — kivaltoja: 1,2-diklor-propan (lasd 7. Fejezet 27. oldalan).
7. Japan vegyipari munkasok holyagrakja — kivaltoja: orto-toluidin (lasd a 12. oldalon).

II. A KEMIAI KARCINOGENEK CSOPORTJAI

» Genotoxikus karcinogének — a DNS-sel reagalva, génmutaciot eléidézve keltenek daganatot.

* Nem-genotoxikus (epigenetikus) karcinogének — nem DNS-reaktivak; novelik a sejtproliferaciot, ezért a
spontan mutaciok gyakorisagat fokozzak.

* Nem osztalyozott karcinogének — hatasmechanizmusuk nem ismert, vagy vegyes.

B. GENOTOXIKUS KARCINOGENEK

Két csoportjuk a direkt hato és az indirekt hato genotoxikus karcinogének — lasd az 1. tablazatban. Alabb a
tablazatban felsorolt karcinogéneket targyaljuk. Megadjuk, hogy a vegyiileteket az International Agency for
Research on Cancer (IARC) milyen osztalyba sorolta. Az osztalyokat a 11. Fiiggelékben definialtuk.

I. DIREKT HATO — ezért enzimatikus aktivaciét nem igénylé — GENOTOXIKUS KARCINOGENEK

A direkt hato genotoxikus karcinogének onmagukban elektrofil vegyiiletek (vagy spontan kémiai atalakulas
révén valnak elektrofillé), ezért kozvetleniil (enzimatikus atalakulas nélkiil) reagalhatnak a DNS-sel, pl. a
DNS bazis nukleofil atomjahoz térténé addicio révén.

Kozos jellemzdjiik: Reaktivitasuk miatt mar az expozicio helyén akut szovetkdrosoddst okoznak. A béron
gyulladast, holyagot keltenek, mig az illékony etilén-oxid €s B-propiolakton Iéguti irritansok, tiidokarositok.
Tobb koziiliik orvosi alkalmazast is nyer mint sterilizalo, vagy daganatellenes kemoterapias szer.

A direkt haté genotoxikus karcinogének csoportjai:
1. Nem-ionos elektrofil vegyiiletek: epoxidok és feszitett laktonok

E vegyiiletek szénatomjan részlegesen pozitiv tdltés-tobblet
o “CH—O0 (+) képzédik az O atom elektronszivo hatasa miatt. Az
/ \ ‘ ‘ elektronhianyos (elektrofil) C atom kovalensen reagal
_ endogén vegyiiletek (pl. fehérjék és/vagy DNS bazisok)

— CH,—C=/O0 . C°
8H2 8H2 2 elektronokban gazdag (nukleofil) atomjaival (pl. S, N, O),
Etilén-oxid Béta-propiolakton ezért szovetkarosodast €s/vagy daganatképzddést valtanak ki.
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(1) Etilén-oxid (ETO)

* 10 °C alatti hon édeskés szagu, vizoldékony folyadék. Szobahdn reaktiv, gyulékony géz; TWA =1 ppm.

¢ Alkalmazasa:

- Vegyipari (pl. etilén-glikol gyartas az ETO hidralasaval), mezdgazdasagi (fumigans).

- Orvosi: gbze baktericid hatast; milanyagot, kotszert sterileznek vele zart kamraban.

e Akut szovetkarosité: Az etilén-oxiddal sterilizalt trachea-tubust ezért jol ki kell szelléztetni, nehogy az
ETO, amely adszorbedlodik miianyagokhoz, a 1égcsOben felszabadulva ott nekrézist okozzon!

« Allatokban bizonyitottan karcinogén. Az IARC mechanisztikus alapon és egyéb relevans adatok alapjan (j

mindsités adott ki 2012-ben: Carcinogenic to humans (1. osztaly) — lasd értelmezését az 11. Fliggelékben.

- A korabbi vizsgalatok nem mutattak ki egyértelmiien fokozott daganat-rizikét ETO-val exponaltakban.
- Az egri koérhaz esete — szivargd ETO-sterilizalo (1976-93): Eml6-, tiid6- és méhkarcinoma halmozddas.
» Biomarkere: A Hb terminalis valinjan adduktképzés — N-hidroxi-etil-valin (HO-CH2-CH2-HN-Val-Hb).

(2) B-propiolakton =3-hidroxipropionsav-lakton. Szir6s szagt, szintelen folyadék. Felhasznalasa tobbféle:
* Vegyipari: Polimerek szintéziséhez sziikséges akrilsav (H.C=CH-COOH) gyartasaban intermedier.

* Orvosi:

- GOzével zart térben eszkozoket sterilizalnak.

- Szérum (pl. AIDS betegeké) és vakcinak (pl. influenza) sterilizalasara 0,25%-0s konc.-ban.

Ezekben a B-propiolakton kovalensen reagal a virus DNS-ével vagy RNS-ével, a felesleg pedig

vizzel reagalva hidrolizal — nem reaktiv 3-hidroxipropionsavva (HO-CH>-CH>-COOH) alakul.

« Allatokban karcinogén. |IARC: Possibly carcinogenic to humans (2B osztaly) — lasd a 11. Fiiggelékben.

1. tablazat: A genotoxikus karcinogének csoportjai és példai — az aktivalo enzim(ek) zarojelben.

GENOTOXIKUS KARCINOGENEK

DIREKT HATOK
enzimatikus aktivaciét nem igényelnek

INDIREKT HATOK
enzimatikus aktivaciot igényelnek

NEM-IONOS ELEKTROFILEK

* Epoxidok, pl. Etilén-oxid.

* Feszitett laktonok, pl. B-Propiolakton.

* Formaldehid — lasd a 7. Fejezet 9. Fliggelékében.

KATIONOS ELEKTROFILEK
» Karbénium-iont képzdk — spontdn modon
- AlKil-N-nitrozo-uredk, -uretdanok, -guanidinek

Metil-nitrozourea (MNU)
Etil-nitrozourea (ENU)
BCNU (carmustin)*
Metil-nitrozouretan
Metil-nitro-nitrozo-guanidin (MNNG)

- Alkilszulfonatok
Dimetil-szulfat
Metil-metan-szulfonat (MMS)
Buszulfan (Myleran)*

* Episzulfénium-iont képzdk — spontan mdédon
Mustargaz (kén-mustar, bisz-kloretil-szulfid)

e Aziridinium-iont képzék — spontan moédon
- Mustérnitrogének (nitrogén-mustarok)™*
Pl. Mechloretamin (mustin)
Melphalan, chlorambucil, stb.

* Fémionok, fémion-komplexek
- Cisplatin™
_ Cd2+ Ni2+ Be2+
- Kromat: Cr¥'— Cr'"": nem-enzimatikus redukcio.

ELEKTROFIL METABOLITOT KEPZOK
NEM-IONOS elektrofil metabolitot képeznek
* Epoxid-képzok (CYP):

Vinil-klorid, 1,3-butadién, aflatoxin B1, benzpirén
« Kinon-képzok

Benzol — p-benzokinon (CYP és MPO)
o Aldehid-képzdk

Etanol — acetaldehid (ADH)

KATIONOS elektrofil metabolitot képeznek

e Karbénium-ion képzok:

Dimetil-benzantracén (CYP és SULT)
Dimetil-nitrézamin (CYP)

* Nitrénium-ion képzdk: 2-Naftilamin (CYP és UGT)
2-Acetil-aminofluorén (CYP és SULT)
Dimetilaminoazobenzol = vajsarga (CYP és SULT)
2-Aminobifenil, HAA-ok (CYP és NAT)

¢ Episzulfonium-ion képzok: Vicinalis dihaloalkanok,
pl. 1,2-dibrom-etan, 1,2-diklor-propan. Aktivacio:
konjugaci6 GSH-val — ,,fél kén-mustar”.

SZABADGYOK-METABOLITOT KEPZOK
* Benzidin, orto-toluidin (UGT és PGHS)
* HO  képzok

DOHANY-EREDETU KARCINOGENEK

* A dohdnyban: Nikotin, Dohany-specifikus nitroz-
aminok, pl. NNK és NNN.

* A dohadnyfiistben: PAH (pl. benzpirén), benzol,

1,3-butadién, acetaldehid, dimetil-nitré6zamin,
4-aminobifenil, fémek: As, Cd, Cr, Ni.

*Daganatellenes kemoterapias szer; BCNU = bis-chloroethylnitrosourea; HAA = heterociklusos aromas aminok. CYP = Citokrom
P450; MPO = Mieloperoxidaz; ADH = Alkohol dehidrogeniz; SULT = Szulfotranszferaz, UGT = UDP-gliikuronozil transzferaz;
NAT = N-acetiltranszferaz; NNK = Nicotine-derived nitroso-ketone; NNN = Nicotine-derived nitroso-nornicotine.
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2. Kationos elektrofil-képzék — spontan, nem enzimatikus modon kationos elektrofil metabolitot képeznek.

(1) Alkil-karbénium-ion képzok — Spontan modon, heterolitikusan hasadnak (a bekeretezett molekularész
hasad le), igy metil-, etil-, kloroetil-, vagy butil-karbénium ion képzédik: *CHs, *CH2-CHs, *CH2-CH2-Cl,
vagy *CH2-CH2-CH2-CH2*, vagyis ezek olyan molekulak, amelynek C-atomjan teljes pozitiv toltés van.

AlKil-N-nitrozo (—N=0) vegyiiletek, pl. alkil-N-nitrozo-guanidinek, alkil-N-nirtozo-uredk, alkil-N-nirtozo-uretanok.

Vizes oldatban (>pH 7) spontan, heterolitikusan bomlanak; termékiik karbonium-ion — pl. MNU — *CHs.

* MNNG (N-metil-N'-nitro-N-nitrozoguanidin; laboratoriumi metilezészer) — metil-kation: *CHs

* Metil-nitrozourea (MNU) és etil-nitrozourea (ENU): kisérletes mutagén és karcinogén modellvegyiiletek.

* Bisz-kloroetil-nitrozourea (BCNU, carmustin): daganatellenes kemoterapias gyogyszer, amelyet Hodgkin
lymphoma és agytumorok kezelésére hasznalunk.

0O O
H H . . .
CHy N CNH, HCy N C N, Az TIARC mmdegylk_ vegylletet a 2A
rll—o o csoportba sorolja (probably
carcinogenic to humans, valdszi-
Metil-nitrozo-urea (MNU) Etil-nitrozo-urea (ETU) niileg karcinogén emberben).
0 0
CH3N—C—0—C,Hs Cl-H2C-H,C—-N—C-NH:CH,-CH,-Cl
N=0O N=0
Metil-nitrozo-uretan Bisz-kloroetil-nitrozo-urea (BCNU)

Alkil-szulfondtok: DMS, MMS — metil-kation: *CHs. Buszulfan — butil-kation: *CH2-CH2-CH2-CH2*.
» Dimetil-szulfat (DMS; olajszer(i folyadék): vegyipari metilezGszer, amelyet a gyogyszeripar is hasznal.
- Irritdns: az expozicié helyén nekrozist okoz — Bdr: hdlyag; Inhalacio: szem- és felsd 1éguti irritacio.
A szovetkarosodas oka: a fehérjék metilacioja, valamint kénsav és metanol képzddése viz hatasara.

- Mutagén és valosziniileg emberi karcinogén (IARC, 2A); f6 reakcidteméke a DNS-sel: H3C-N’-guanin.

- Biomarkere: A Hb terminalis valinjanak metilaciojaval képz6d6 N-metil-valin-Hb: HsC-HN-Val-Hb.

i i i
H3C—O—ﬁ—O~C Hj H3C—O—ﬁ—C H3 H3C_ﬁ_o_CHZ'CHZ'CHZ'CHZ"O_ﬁ_C Hs
- o 0
Dimetil-szulfst  Metil-metan-szulfonat (MMS) Buszulfan (gyogyszer)

* Metil-metdn-szulfonat (MMS; folyadék): Kisérleti mutagén; Ames teszt, Comet assay: + kontroll-vegyiilet.
* Buszulfan (Myleran): Daganatgatlé szer kronikus mieloid leukémia (CML) kezelésére (a tirozinkinaz-
gatlo imatinib kiszoritotta) és a csontveld destrualasara csontvel- vagy Ossejt-transzplantacid el6tt.

(2) Episzulfonium-ion képzok — pl. mustargaz (kén-mustar, bisz-kloretil-szulfid, holyaghtzé harci méreg),
spontan ciklizacioval alakul episzulfonium ionna (lasd 9. Fejezet). Megjegyzés: A vicinalis dihaloalkanok
(pl. 1,2-dibrom-etan, 1,2-diklér-propan) GSH-konjugacié utan képeznek episzulfonium iont (Id. 11. old.).

(3) Aziridinium-ion képzék — spontan ciklizacioval alakulnak at pozitiv toltésii aziridinium ionna (Id. abra).
Spontan aktivalodd mustdrnitrogén-gyogyszerek: pl. mustin (= mechloretamin), melphalan és chlorambucil.
* Indikaciojuk: - Daganatok, lymphomak kezelése.

- Immunszuppresszié: csontveld- és szervtranszplanticio, autoimmun betegségek kezelése.
* Veszélyiikk:  Szekunder daganat indukcidja. IARC: Mindegyik szer 1. osztalyt karcinogén emberben.

Megjegyzés: Egyes mustarnitrogén

CI-CH,-CH; HCI CH,—CH i i id &
1 2 2
) \N;R : \N+—/R nziridinium-ion = szergllf (n}lnt %I a mk(ljofoszliamld eli
) / ) e Etilén-imonium-ion | 8Z I10SZlami ) 'pI’O rugo ' 'EZ(?
CI-CH,-CH, CI-CH,-CHj csak CYP-katalizalt hidroxilaciod

utan képzik azt a metabolitot (a
foszforamid-mustart), amely majd
aziridinium ionna  ciklizalodik.

Mustarnitrogének - daganatgatlé gyogyszerek: Mechlorethamin, R = CH;
Melphalan, R = fenilalanin; Chlorambucil, R = 4-fenilbutansav.
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Mustarnitrogénekkel és mas reaktiv daganatellenes szerekkel expozicio torténhet az infuziot osszeszerelo és
beado, a kezelt beteget apolo, a beteg vizeletét dekantdlo személyben. Az igy exponaltakban genotoxikus
hatast (kromoszoma aberraciot, SCE-t) detektaltak. Védoruhdzat (pl. kesztyii, maszk) viselése kotelezo!

(4) Fém-ionok és komplexeik: cisplatin, kromat (CrV'"), Cd?*, Ni%* és Be?*
* Cisplatin (dikloro diamino-platindt) — az i.c. térben (alacsony CI” konc) a Cl ionok vizre cserélédnek.
- Reakcidja DNS-sel: - Lancon beliili (intrastrand) keresztkotések: G-N"—Pt—N’-G, vagy G-Pt—-A
- Lancok kozétti (interstrand) keresztkotések — lassabban képzddnek.

HsN _ClI~  2HOH HsN _HOH
N, 2+ N, 2+ i
Pt —— Pt ——= DNS — LEUKEMIA
H3N Cl o0l HsN HOH G-Pt-G 4-szer gyakoribb
Dikloro-diamino-platinat(ll), Diaquo-diamino-platinat(ll) a cisplatinnal
cisplatin (bifunkcionalis elektrofil) kezeltekben

- Alkalmazasa: Szolid tumorok kezelése — pl. here- és petefészek-karcinoma.
- A leukémia gyakorisaga a kezeltekben négyszeresére né — ,,szekunder leukémia”; IARC mindsitése: 2A.

* Mas karcinogén fém-ionok: - Cd?* (prosztata-karcinoma) — IARC 1. csoport.
- Ni?* (orriiregi- és tiidé-karcinoma a Ni-finomit6 munkasokban; IARC 1).
- Berillium (tiid6-karcinoma a berillium-feldolgozé munkasokban; IARC 1).

* Kromat (Cr¥")

- Foglalkozasi karcinogén: az ércbanyaszok és a kromat-gyartok veszélyeztetettek.

- Daganatok: 1éguti (orriiregi, orrmellékiiregi és bronchidlis) karcinomak; IARC: 1 (Cr¥! vegyiiletek)

- A kromat spontan (nem enzimatikus) aktivaciot igényld karcinogén:
> Aktivacio: A sejtekbe jutott Cr¥! redukcidja — Cr'! (14sd az alabbi abrat).
> Aktivator: Az intracellularis aszkorbat, amely redukalja a CrV'-ot (14sd az abra bal oldalan).
> Aktivalt formak: A szabad (nem komplexalt) Cr''' és a Cr'"'-monoaszkorbat komplex.
> Reakci6 a DNS-el: A Cr'"" ¢s/vagy a Cr'"'-monoaszkorbat komplex a DNS foszfit-anionjahoz kotédik,

lasd az alabbi dbraban.

Cr(VI) HO Bazis
( Asc
v DHA |
Cr(IV)
(ASC
Asc-
\J
Cr(ll)
HO
+Asc
\J
Asc-Cr(lll)
+DNS A kromat - Cr(VI) - karcinogén hatasanak alapja:
a Cr(VI) aktivalasa redukcioval és a képz6dott Cr(lll)-aszkorbat
v komplex kétédése a DNS foszfat csoportjahoz.
Asc-Cr(l11)-DNS Asc = aszkorbat, Asc - = aszkorbatgydk, DHA = dehidroaszkorbat

o Arzén — a végsé karcinogén a trivalens forma: As'' (1sd ,,nem osztalyozott” karcinogének; 28-29. old.).
Az IARC mindsitése: Az arzén és a szervetlen arzénvegyiiletek 1. 0sztalyt karcinogének.
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1. INDIREKT-HATO — ENZIMATIKUS AKTIVACIOT IGENYLO - KARCINOGENEK
Onmagukban nem reaktivak, de enzimatikus biotranszformaci6 révén DNS-reaktiv metabolitot képeznek.

Csoportok: 1. DNS-reaktiv elektrofil metabolit-képzék (nem-ionos és kationos elektrofil metabolit-képzok).
2. DNS-reaktiv szabadgyok-képzok.

1. DNS-reaktiv elektrofil metabolit-képzék — nem-ionos vagy kationos elektrofil metabolitjuk van.

A. NEM-IONOS elektrofil metabolit-képzdk: részieges pozitiv toltést (+) hordozd C-atomot tartalmaznak.
(1) Epoxid-képzok — Az epoxidok részleges pozitiv toltést hordoznak az O-hez kapcsolt C-atomokon.

(2) Kinon képzdk, pl. benzol — fenol, p-benzokinon; részleges pozitiv t6ltés a p-benzokinon 4 db C-atomjan.
(3) Aldehid-képzak, pl. etanol — acetaldehid; részleges pozitiv toltés az aldehid-csoport C-atomjan.

(1) Epoxid-képzé vegyiiletek — az IARC ezeket az 1. osztalyba sorolta; biotranszformacidjukat 1d. az abran.

* Vinil-klorid — kloéretilén-oxid — kloracetaldehid — DNS — hepatikus angiosarcoma (PVC gyartok!)
Kozlemény a Split-i varosi korhazbol: Hozo et al.: Two new cases of liver angiosarcoma: history and perspectives of
liver angiosarcoma among plastic industry workers. Toxicol. Ind. Health 13: 639-47, 1997.

* 1,3-Butadién. H,C=CH-CH=CH; — mono- és di-epoxid (A szintetikus gumi-gyartok exponaldédhatnak!)
Karcinogenitas: Egér > patkany; Ember: leukémia — Zart gyartasi eljaras fontos az expozicio kivédésére!

* Aflatoxin B1 (AFT) — AFT-8,9-oxid (epoxid); az AFT forrasa: Aspergillus flavus penészgomba; Hatasai:
- Kis, de tartds expozicid: primer majtumor — okozé: penészgomba-fert6zott élelmiszer; szemes termény.
- Nagy, akut expozicio: majnekrdzis. 1960, Anglia, pulykak: ,, Turkey X disease”. Oka: Penésszel fert6zott,

AFT-szennyezett, Braziliabol importalt takarmany-mogyor6, amely szazezer pulyka pusztulasat okozta.

* Policiklusos aromds szénhidrogének (PAH), pl. benzpirén — diol-epoxid (lasd a kovetkezé oldalon);
Sir Percival Pott, 1775: kéményseprék scrotum-rakja — PAH van a koromban, de a dohanyfiistben is!

Az epoxidok képzédését CYP enzimek katalizaljak. Az epoxidok detoxikalasa epoxid-hidrolaz (EH) altal
katalizalt hidrolizis révén vagy glutation S-transzferaz (GST) altal katalizalt glutation (GSH)-konjugacio
révén torténhet — lasd pl. az 1,3-butadién-epoxid képzédését majd detoxikalasat az EH és a GST altal.

H H cyp Ho o o H 4 sdes  H.® ) _H OH
Nemol ————— o/ endexides, se ol Detoxikilds
cr ~H o c Yo’ OH H (‘II' o epoxid hidrolizissel
vinil-klorid Klbretilén-oxid | kloracetaldehid OH —
t bifunkcionalis
____________________________________________________ elektrofil EHT HOH
|
. 0 OH
o H OH H /°” 0
C YP . *)
\ N ¢ " ) WAL VA N Lo o,
_Co NH [ CH/ “uH “HCl H / \N _HOH /J\ — o) o o] ) HOH OH «
* : 9 N
ek 2 === 2 — " | — °<, 1,3-Butadién o °
Cl F cr T

: N N ‘ Py . PIp S
‘ ‘ ‘ Toxikalds epoxidok képzésével
GST l GSH

eteno-addukt

guanin . OH

. . Detoxikélds
MUTACIO o GSH-konjugéciéval
sG “—

HEPATIKUS ANGIOSARCOMA

Aflatoxin B, (AFT) Q 2 Aflatoxin B,-8,9-oxid Q Q Hepatikus GST aktivitas
o/\H/H (nmol AFT-SG/min/mg protein)
| cYp * Pulyka 1
0 e Egér 30

e Patkany 800

o o OCH,
Ezért érzékeny a pulyka!

/ WT, GSH — Turkey X disease

MAJNEKROZIS, ) Kovalens kotédés AFT-(OH)-SG Ezért rezisztens a patkdny!
HEPATOKARCINOGEN HATAS =~ fehérjékhez, DNS-hez ~ DETOXIKALAS
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Benzpirén

CYP1Al

CYPlB%

CYP1Al
MPO

Sy

OH Benzpirén-
7,8-dihidrodiol-9,10-epoxid
"a végso karcinogén"

Benzpirén-7,8-oxid Benzplren—7,8—d|h|drod|ol

A benzpirén (BP) szerves anyagok tokéletlen égésének terméke. Bar képzddik erdotiizben, grillezés soran,
dizelmotor miikodésekor, a legnagyobb mértékli human BP expozicid dohdnyzas soran torténhet. A BP, ill. a
beldle képz6do elektrofil DNS-reaktiv BP-diol-epoxid a dohdnyzas-okozta bronchus karcinoma f6 kivaltoja.

(2) Kinon-képzé vegyiilet: Benzol (Id. 7. Fejezet) — az IARC mindsitése: 1. osztalyth human karcinogén.

A benzol toxikus hatasait (mielodepresszio és akut myeloid leukémia) kivaltd p-benzokinon képzésében két
szerv miikodik kozre: A majban féleg CYP2EL képezi a fenol €s hidrokinon prekurzor metabolitokat, majd
a csontvelé myeloperoxidaz (MPO) enzimjének tulajdonithatd — a fenolbdl fenoxil-gyok képzésén keresztiil

— a hidrokinon atalakitasa
az elektrofil C-atomokat (+)
tartalmazd p-benzokinonna.
Ez az utobbi metabolit
képes kovalensen reagdlni
pl. a DNS bazisok nukleofil
atomjaival — lasd az alsé
abran reakciojat a guanin
un. exociklusos N
atomjaval, majd a gytriiben
1év6 N? atomjaval.

A benzokinon ezen kiviil
elektron-felvétellel, majd az
elektronnak az O, molekula
részére torténd leadasaval —
un. redox-kérforgds sordan —
szuperoxid anion-gyok
(O2%) termelédést is ered-
ményezhet.

A szuperoxid anion-
gyokbol sokkal reaktivabb
szabadgyokok — mint pl.
hidroxil-gyok (HO?)

képzddhetnek a kovetkezd
lépésekben: O* —» O —
HOOH — Fenton-reakcio
— HO*. Ezt a folyamatot a
4. Fejezet 22-23. oldalan, a
paraquat targyalasa kapcsan

részletezzik. A HO*
szabadgyok reagilhat a
DNS-sel:  egy  H-atom

absztrakciojaval a dezoxi-
ribozbol, és/vagy a HO®
gyok addiciojaval a

bazishoz — Id. a 16. oldalon.

© =+ 0.5 Q.

Benzol

benzol- OXId fenol hidrokinon
CSONTVELO
MPO = , [:::L
Mieloperoxidaz /
OH
HOOH
4] MPO
2 HOH
. L
o D
5
\
AKUT MIELOID LEUKEMIA SN
vagy i @ )-henzokinon Q
APLASZTIKUS ANEMIA ® \0

p-benzokinon

o Hth»~ s ﬁ»

guanin (DNS)

J@Fﬁi\> = Jbei\>




Gregus Zoltin: KEMIAI KARCINOGENEZIS 8

(3) Aldehid-képzo vegyiilet az etanol — acetaldehid — laphdamrak — f6leg a nyeldcsében (lasd 7. Fejezet).

Az TARC szerint (2009) az alkoholfogyasztassal kapcsolatban a szervezetet érd acetaldehid bizonyitottan
human karcinogén (Group 1 karcinogén). Az acetaldehid (és kondenzacids terméke a krotonaldehid,
CH3CH=CHCHO) képes DNS-adduktokat képezni, ezért genotoxikus karcinogén.

A fels6 abra azt szemlélteti, o) 5
hogy az acetaldehid Schiff-bazis

H N N
reakcioba  1épve a  DNS H3c_< . N | \> — - HN | \>
o HZNJ&N N H3C/\NJ§N N

guaninjanak (G) exociklusos H,0
amino csoportjaval N2-etilidén- R
G-t képez. Ez az acetaldehid 6 Acetaldehid  Guanin (G) a DNS-ben N2-etilidén-G a DNS-ben

DNS-adduktja.

Az als6 abra azt mutatja be,
hogy hogyan valtozik az N2-
etilidén-dGuanozin tartalom a
szajoblitési  eljarassal  nyert
szajnyalkahartya-sejtekben, az 1
hetes idokiilonbséggel harom
kiilonb6z6 dozisban (d1, d2 és
d3) elfogyasztott vodka-tonik
hatasara. A  dodzisokat ugy
valasztottak meg, hogy azok 0,3, 3,001
0,5 és 0,7%o-es véralkoholszintet
hozzanak Ilétre (Balbo et al.:
Cancer Epidemiol. Biomarkers
Prev. 4: 601-618, 2012).

30,000

25,000+

20,000+

15,0004

fmol / pmol dGuo

10,0004

BOO
BD1
2h
4h
6h
24h
48h
120 h
BD2
2h
4h
6h
24h
48h
120h
BD3
2h
4h
6h
24h
48h
120h
168 h

Time

Az TARC dontden azon egyéneken (foleg kelet-dzsiaiak, pl. japanok) tett megfigyelésre alapozta az
allaspontjat, akikben az acetaldehid metabolizmusa igen lasst, mert benniik inaktiv aldehid dehidrogenazt
(ALDH2) kodolo gén variansa (ALDH2*2) van jelen (lasd a 7. Fejezet, 3. Fiiggelékét). Az ilyen
emberekben dramaian magas kiilonosen a nyelécsérak (laphamsejtes karcinoma) kockazata, altalaban pedig
az un. fej-nyaki, vagyis a fels0 aerodigesztiv traktusban (szajlireg, garat, gége ¢és nyeldcsO) kialakulo
laphamrak veszélye. Igazoltak, hogy az inaktiv ALDH2%2-t expresszalo egyénekben alkoholfogyasztas utan
joval magasabb az acetaldehid koncentracidja a nyalban, mint az aktiv enzimet expresszalokban. Az is
fontos lehet, hogy acetaldehid szintje 9-szer magasabb a nyalban, mint a vérben, mert az etanol a
nyalmirigyben is dehidrogenalodik (Vékevainen et al.: Alcohol Clin. Exp. Res. 6: 873-877, 2000).

Szerencsére viszonylag ritkan lesz alkoholista az, aki mutans ALDH2*2-t hordoz, mert ilyen egyénben az
inaktiv ALDH miatt mar kevés alkohol elfogyasztasa is magas acetaldehid-szintet, és ezért kellemetlen
tiineteket (kipirulds az arcon, szapora pulzus, hiperventillacio, hanyinger, hanyas, erds masnapossag) valt ki.

A japanok 7%-aban azonban olyan alkohol dehidrogenaz (ADH) génvarians fordul elé (az ADH1B*1),
amely lassan metabolizald enzimet kodol (Id. 7. Fejezet, 3. Fiiggelék). (Megjegyzendd, hogy ez a varians
expresszalodik a kaukazusi rasszhoz tartoz6 egyének 90%-dban.) Ha az ADH1B*1 genotipus (lassu
metabolizalo fenotipus) kombinalodik az ALDH2*2 genotipussal (inaktiv fenotipus), akkor ennek két
karos kovetkezménye is lehet:

* Az ilyen egyén konnyen alkoholistava valhat, mert benne a flush-reakciéo és mas kellemetlen tiinetek
enyhék, hiszen a lassan metabolizald ADH1B*1 lassan képezi az acetaldehidet. Az ilyen egyén azért is
valhat konnyen alkoholistdv4, mert benne az alkohol eliminacidja lassu a lassan metabolizal6 ADH1B*1
jelenléte miatt, ezért az alkohol hipnotikus és euforizald hatésait sokdig élvezheti.

* Ha az ilyen egyén alkoholista lesz, akkor szamara igen magas a rizikoja a felsé aerodigesztiv traktusban
kialakulé laphamraknak, mert benne a karcinogén acetaldehid ,,belsé expozicidja” tartds, hiszen a lassan
metabolizdlo ADH1B*1 sokaig termeli, az inaktiv az ALDH2*2 pedig nem metabolizalja az acetaldehidet
ecetsavva.

Az acetaldehid mellett mas tényezok (mint pl. az alkoholos hepatitis targyalasa soran emlitett szabadgyokok)
IS szerepet jatszhatnak a tartds etilalkohol-fogyasztas karcinogén hatasaban (lasd a 7. Fejezet 12. oldalan).
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B. KATIONOS-elektrofil metabolit-képzék: Metabolitjuk teljes pozitiv t6ltést hordoz a C, N, vagy S
atomon. A karbonium- és nitrénium-ion enzimreakcio(k) utan, heterolitikus hasadassal képzodik.

(1) Karbénium-ion képzék — két csoportjuk van:
a. Benzil-csoportot tartalmazd vegyiiletek, mint pl.:

CHg CHj
« DMBA: Dimetilbenzantracén — egy PAH a korom- OO =T . OO‘
CH,

ban, katranyban és dohanyfiistben (lasd az abrat). I
e Szafrol — NOVél’lyI eredetll Vegyl'jlet. IARC: 2B. 7,12-dimetilbenzantracén "Benzil-alkoholos” _y ¢,

hidroxil csoport!

&

Aktiviciojuk CYP és SULT enzimek altal torténik: e SULT]: PapS

- A CYP hidroxilalja a ,,benziles metil csoportot” Karbénium-ion PAP
tn. ,,benzilalkoholos” metabolittd. Ezt ezutan a a'veoso karcinogen” !

- SULT (szulfotranszferaz) konjugalja, igy benzil- CHa O a ‘O

S0,z
alkoholos-szulfit észter képzodik, amely végil B OO
i . ;e . heterolitikus bomlas
- heterolitikusan hasad. A benzil-karbénium-ion

"Benzil-alkoholos" CH;

felelés az akut hepatotoxikus, valamint a késdi cus Sauitatsszterl Cbso,
hepatokarcinogén hatasért kisérleti allatokban.

Kitéré: Az AIDS-gyogyszer nevirapinbol is a majban és bérben bezilalkoholos szulfat-észter, majd fehér-
jékhez kovalensen kot6dod karbonium-ion képzodik, ami hepatotoxicitast és allergias kititéseket valthat ki.

b. Dimetil-nitr6zamin (DMNA, vagy N-nitrozo-dimetilamin; 1d. az abrat lejjebb) — aktivalasanak modja: A
CYP2E oxidativan N-demetilalja (azaz C-hidroxilalja, majd spontan formaldehid hasad le). A képzddott
metil-diazo-hidroxid két heterolitikus hasadason esik at, miutan metil-kation (*CHs) képzddik. Az utdbbi
felelés a DMNA akut hepatotoxikus és késdi hepatokarcinogén hatasaért kisérleti allatokban. IARC: 2A.

N-demetilacio )
CH | CH — 1 metil-diazo-hidroxid N,, OH
N CYP2EL N\ ° spontan AN M / .
N—N=0 —» N—N=O CH3-N=N—OH CH;
/ / § : spontan il
CH3 CH2 _ me_ -
A . | H,C=0 : kation
Dimetil-nitrézamin -
. . : . OH heterolitikus
N-nitrozo-dimetil-amin X
bomlas
MUTACIO és O8-metil-guanin
» rr ~ D
DAGANATKEPZODES a DNS-ben

A dimetil-nitrézamin (DMNA) expozicié forrasai
* Ipari vegyiilet (sargas olajszerii folyadék): kenéanyagokban és milanyagokban adalék.
* A dohanyfustben is jelen van.
* Natrium-nitrittel pacolt htisokban (pl. sonka, fiistolt és sozott hal) keletkezik; az igy képz6d6 DMNA-nak
gyomorrak-Kkelté szerepet tulajdonitottak — a gyomorrak viszonylag gyakori volt az 1970-es évekig.

Hogyan képzdédik a DMNA nitrittel torténd pacolaskor? — a kovetkezd harom lépésben:
(1) A pacolt husban a fehérjékbdl dimetil-amin képzodik: HsC—NH-CHs
(2) A htishoz adott nitritbdl ,,nitrozalo species” képzodik (pl. salétromossav-anhidrid).
(3) A dimetil-amin reagal a nitrozal6 species-szel az alabbi séma szerint:

|Dimeti|—amin + nitrozalo species, pl. O=N-O-N=0 — DMNA\
A pécolt husban keletkez6 DMNA gyomorrakot indukélhat. Szerencsére kideriilt, hogy antioxiddnsok

(pl. aszkorbinsav, E-vitamin) gatoljak a DMNA képzddést, mert redukaljak a salétromossav-anhidridet
nitrogén-monoxidda, amely nem képes nitrozalni. Ezért vezették be a nitrit-szegény és aszkorbatos pacolast.

A nitrit-szegény és aszkorbdt-tartalmui pdcolds, valamint a husok fagyasztissal torténd tartositisanak
altalanossa valasa ota (az 1970-as években) a gyomorrdk eldforduldsnak gyakorisdga jelentosen csokkent.

2018-ban egy kinai eredetii valsartan-készitményt, 2019-ben egy indiai gyartasu ranitidin-készitményt vontak Ki
DMNA-szennyezettségiik miatt. E gyogyszerek szintézisét ugyanis modositottak; az 0j eljarasban dimetil-aminnal
szennyezett dimetilformamid oldoszert, valamint Na-nitritet hasznaltak, ezért DMNA képzddott a fenti reakcid szerint.
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(2) Nitrénium-ion képzok — Az aromas aminok és heterociklusos aromas aminok (HAA) aktivalédnak igy.

Aktivacidjuk: El6bb CYP-katalizalt N-hidroxilaciéval aromas hidroxilaminna (Ar-NH-OH) alakulnak,
majd az N-OH csoporton konjugalédnak (a) gliikuronsavval, (b) szulfattal, vagy (c) ecetsavval.

a. A nitrénium-iont a CYP és az UDP-gliikuronozil-transzferaz (UGT) képezi

2-naftilamin

2-Naftilamin — azofestékek alapavegyiilete. 1895, Rehn német orvos kozlése:
A festékipari munkasokban gyakori a holyagrak. IARC: 1 csoportbeli karcinogén.
Aktivacioja — enzimatikus (CYP és UGT) a méjban, spontan a hugyholyagban:
- M4j: CYP — Ar-NH-OH — UGT — Ar-N-O-gliikuronid — a vizelettel tirtil.

ooh

- Holyag: A gliikuronid hidrolizalodik a vizeletben — Ar-NH-OH — protonalédas — Ar-NH-OHz*
— dehidratacio (-HOH) — Ar-N*H (aril-nitrénium-ion) — genotoxikus hatas a mukdzaban.

b. A nitrénium-iont a CYP és a szulfotranszferdaz (SULT) képezi — erre az aktivacios modra két példat

mutatunk be. Mindkét vegyiilet — 2-AAF és a DMAAB is — patkanyban genotoxikus hepatokarcinogén.

e 2-Acetilaminofluorén, 2-AAF: kisérletes
karcinogén modellvegyiilet ¢és pozitiv
kontroll a UDS tesztben (ld. a 31. oldalt).

2-AAF

2-Acetilaminofluorén H

OH 0SO;
| «— N-hidroxi-arilamin |
C C H3

A 2-AAF aktivacidja a majban (1d. abra):
- CYP N-hidroxilaci6 — Aril-NH-OH —
- SULT — Aril-NH-O-szulfat észter —
- Heterolitikus hasadas szulfat-anionra és
aril-nitrénium-kationra — a pozitiv
toltés rezonal az N és C atom kozott —
az aril-karbonium-ion reagal a DNS-el
a majsejtekben = genotoxikus hatas.

rezonanma

C —CHgj
-Karbonlum |on
kovalensen reagal a DNS-sel

C—CHgs

N\ N\
" m SULT 7% I
(e} TT' Y (0]

PAPS PAP /‘

“ Nitrénium ion

C—CHs

heterolitikus
hasadds

C —CHs

 Dimetilamino-azobenzol (vajsarga, metilsarga): 1918-ig engedélyezett ételszinezék volt (1), de kivontak,
mert kontakt-allergénnek bizonyult; ma analitikai reagens. IARC: 2B csoportbeli karcinogén. Aktivacioja:

CYP — oxidativ N-demetilaci6 —» CYP — N-hidroxilacié —» SULT — Ar-N-O-szulfit észter — heteroliti-
kus hasadés szulfat-anionra és aril-nitrénium-kationra — a pozitiv toltés rezonal az N és C atom kozott —

aril-karbonium-ion

— reagal a DNS-el,

H
LHs cyp cYp

OH
SULT

0-SO3H

genotoxikus hatas.

=

CH3

Dimetilamino-azobenzol
vajsarga, metilsarga

| | |
— Ar—N-CH3 —» Ar—N—CH3; —— Ar—N—CHj;
HETEROLITIKUS HASADAS:
nitrénium ion <> karbénium ion
kovalens reakcié DNS-sel

C. A nitrénium-iont a CYP és az N-acetiltranszferaz (NAT) képezi-

* 4-Aminobifenil: Valaha alapvegyiilet volt az azofestékek szintézisében.
Aktivacidja hasonldéan torténik, mint a dimetilamino-azobenzolé, azzal
a kiilonbséggel, hogy a CYP hatasara N-hidroxildcioval képzodott
hidroxilamint az NAT1 és NAT2 O-acetildlja. Ezutan az acetat hetero-
litikus hasadésa nitrénium-iont képez, a poz. t6ltés rezonanciaja pedig

4-aminobifenil

karbonium-iont eredményez; mindkét ion DNS-reaktiv. Az IARC szerint 1. csoportbeli karcinogén.

* Hasonlo6 aktivacion esik at tobb heterociklusos aromas amin (HAA) is (Alaejos et al.:

Metabolism and

toxicology of heterocyclic aromatic amines when consumed in diet. Food Res. Int. 41: 327-340, 2008). Az
abran lathat6é phenylimidazopyridin-szarmazék, (PhIP) ételekben (pl. erésen atsiitétt hiisban) magas hén

képzddik kreatininbdl (sok van az izomban), aminosavakbol és cukorbol.
A PhIP mutagén, kisérleti allatokban karcinogén, az IARC szerint possibly
carcinogenic to humans (2B). Szerepet jatszhat humdn colorectalis,
gyomor-, pancreas-, emlo- és prostata-tumorok indukdlasaban. Gyors
metabolizalokban (akikben magas a CYP1A2 és NAT2 aktivitas) fokozott
a genotoxikus metabolit képzddése.

CHs
N
| )—NH;
PhIP NZ N

Emlékezteto: A kovalens kotés heterolitikus hasadasa ionokat képez (egy aniont és egy kationt),

homolitikus hasadasa pedig gyokoket (vagyis parositatlan elektront hordoz6 molekula-fragmentumokat).
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(3) Episzulfonium-ion képzdk: vicinalis dihalo-alkanok, pl. 1,2-diklor-propan és 1,2-dibroém-etan.

A vicinalis dihaloalkanok akut toxicitasaért és tartdos expozicidé okozta karcinogenitdsaért reaktiv kationos-
elektrofil metabolitjuk felelés, amely egy episzulfonium ion. Glutationnal térténd konjugaciojuk egy un. fél
kén-mustar (half sulfur mustard) tipusi vegyiiletet eredményez. EbbOl spontan intramolekularis
gylirtizarodassal keletkezik a reaktiv, kationos-elektrofil metabolit, az episzulfonium ion — ldsd még a 4.
Fejezet 36. oldalan (1,2-dibrom-etan) és a 7. Fejezet 27. oldalan (1,2-diklér-propan).

 1,2-Diklér-propan (1,2-DCP): Az 1,2-DCP féként kémiai intermedier (pl. a propilén gyartasban), de

olddszerként is hasznaltdk mint higito, tisztitod és zsirtalanito szert. Japanban a nyomdaszatban alkalmaztak.
Nemrég valt ismertté, hogy az 1,2-DCP-vel torténé tartdos foglalkozasi expozicionak sulyos
kovetkezménye lehet: cholangiocarcinoma, az intra- és/vagy extrahepaticus epevezeték daganata.
Ennek relativ kockazata kiemelkedden magas: egy osakai iizemben 1,2-DCP-vel éveken at dolgozé 100
nyomdasz koziil 17-ben diagnosztizaltak (IARC Monographs 110: 141-175, 2016). Akut nagyfoku
1,2-DCP expozicio maj- és vesekarosodast (nekrozist) valthat ki, a béron pedig dermatitiszt okozhat.
Genotoxicitasi tesztekben (pl. comet assay, SCE reakcid, Ames teszt) pozitiv. Kisérleti allatokban
daganatkeltd. Az IARC 2016-ban 1. csoportbeli karcinogénnek nyilvanitotta: carcinogenic to humans.

Abra: 1,2-Diklér-propdan cholangiocarcinémdt keltd folyamatdnak )CI\/ o
kezdeti lépései. A lipofil 1,2-DCP a vérb6l a mdjba diffunddl (1), ott N
glutationnal ("SG) konjugdlodik (2). A konjugdtumot a primer-aktiv Im

MRP2 transzporter az epekanalikulusokba pumpdlja (3). A Kis ¢, MAJSEJT l )
epevezeték agakba juto epe ezért magas koncentrdcioban tartalmazza

az 1,2-DCP GSH konjugdtumat, ill. az abbol spontin képzédd -sG
episzulfonium iont (4), amely DNS-reaktiv. Az utobbinak az epe- @

vezeték hamsejtjeire kifejtett genotoxikus hatisa (5) vezethet a Cr-
cholangiocarcinoma kialakuldsahoz tartos 1,2-DCP expozicio esetén.

Roviditések: "SG = a glutation (GSH) deprotonalt formaja (azaz tiolat Cl

anionja). A két pont a GSH konjugatum S atomja felett azt jelzi, hogy )\/SG

az S atomnak nem-koté elektronparja van. Ezért reagal az S atom az

elektronhianyos (részlegesen pozitiv) C atommal, amit a (+) jelez. @)

S IU\ Z MRP2

* 1,2-Dibrém-etan (etilén-dibromid, EDB): Br-CH,-CH-Br

- Valaha talajfert6tlenitésre alkalmaztak EDB tartalmt kapszulakat. J

- Akut dermalis expozicidja erythema, holyagképz6dés, nekrozis Ki-
alakulasaval jar, inhalacios expozicigja léguti irritaciot, ég6 érzést
okoz a torokban, szemben. Szisztémas akut hatasai: izgatottsag,
majd letargia, végiil koma, valamint hepatikus és renalis tubularis
nekrozis az expozicié mértékétdl fiiggden.

<}

/</SG
AN\

karcinogén (group 2A).

crcr

AM—-MNmM<mMTOM

- Kisérleti allatban karcinogén. IARC mindsitése: valosziniileg human O

szemlélteti a 4. Fejezet 36. oldalan.

Megjegyzések: (1) A mustargaz (holyaghtizo harci méreg — lasd a 9. Fejezet 3. oldalan) és a mustdr-
nitrogének (daganatellenes szerek — Id. a 4. oldalon) spontan képeznek reaktiv kationos elektrofil metabolitot
— episzulfonium iont, ill. aziridinium iont. (2) Miért nevezik a vicindlis dihalo-alkanok GSH konjugatumat
fél kén-mustarnak? A kén-mustdr a mustargaz egy masik elnevezése. Ha Osszevetjiik a ,.teljes” kén-
mustarnak is nevezheté mustargaz és a dibrom-etanbol képz6doé fél kén-mustar szerkezetét, akkor lathato,
hogy a mustargazban 2 db. haloetil csoport, a dibrom-etan glutation-konjugatumaban pedig csak 1 db.
haloetil csoport kapcsolodik az S atomhoz: CI-CH2-CH2-5-CHo-CH2-ClI és Br-CHz-CH»-5-Glutation.

Miutan a mustargaz (vagyis a ..teljes” kén-mustar) egyik haloetil csoportja ciklizalodott episzulfonium-
ionna, azutan pedig kovalensen reagalt, a masik haloetil csoport is ciklizalodhat és reagalhat kovalensen.
Ezzel szemben a dibrémetanbdl képzddott fél kén-mustar csak egyszer ciklizalodhat és kotddhet kovalensen
egy fehérje vagy a DNS nukleofil atomjahoz; vagyis kovalens reakciojanak esélye is fele a mustargazénak.
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2. DNS-reaktiv szabadgyikot képzé vegyiiletek (Mut. Res. 506: 29-40, 2002) — két csoport:

(1) Aromas aminokbdl képzédé gyokok: NAT

« Benzidin: festékalap-anyag volt. Ludwig HZ”"”Z —q C“fﬁ’z““z
Rehn, 1895: Az azo-festékeket gyartokban | Benzidin (4,4-diaminobifeni)
gyakori a hugyholyagrak; IARC 1. cSOPOrt. || NAT = N-acetitranszfreraz

s cges . PGHS = Prosztaglandin-H-szintetaz
Aktivacigjdban a PGHS szerepe dontd. || ucT= upp-giukuronozitranszeraz

A prosztaglandin H-szintetaz (PGHS) CHsﬁfzfgmkum"sav

fontos enzim a PG-szintézisben, mert az
arachidonsavat alakitja at PGH2-vé, amely [ oo
a prosztanoidok prekurzora.

HOH ..
A PGHS-nak van COX (ciklooxigendz) és CHsf;fENHZT CHaﬁfzrgIUkumnsav

POD (peroxidaz) aktivitdsa is.
A COX elébb a PGGa-t képezi, amely eqgy | |fewétera holyag-urothel sejtjeive

endoperoxid és egy hidroperoxid csoportot PeHs _ Benzidin
2 7 _ tctiibihe C— szaba o]
(R'OOH) IS tarta|maZ. EZutan a POD az CHs E\ ENHZ 6 CHs (\(;\ ENH pérositatlange?;ktmn

R-OOH csoportot alkoholos OH-csoportta # fretomen

« > =

(R-OH) és vizzé redukalja: 7 .
R-OOH + 2H - R-OH + HOH MUTACIO )ﬁNH

A 2 H atomot a POD veheti 2 benzidin HOLYAGRAK CHSZ:NHfE ‘ Ao,

molekulabol is, igy a benzidin gyokké HMQ

alakul (lasd az abran a 6. 1épésben). ; demP

A hugyhoélyag urothel hamsejtjeiben és a vese i “0-p=0

gyiijtdcsatorna sejtjeiben sok PGHS van. Az HOLYAG (urothelium) o

utobbi sejtekben a PGHS szerepet jatszik a huzamos fenacetin-szedés okozta fenacetin nefropatia létrejottében is.
Ekkor a szubsztratja a p-aminofenol, a fenacetin metabolitja, amelyb6l a PGHS p-aminofenoxi szabadgyokot képez.

e o-Toluidin (IARC 1): A benzidinhez hasonléan képezhet reaktiv gyokot. Tiz japan vegyipari munkas
holyagrakjat okozta ez az aromas amin dermalis expozicioval — Nakano: J. Occup. Health 60:307-311, 2018.

(2) Oxigén-eredetii szabadgyokok, pl. HO* — képzédhet Oz gyokbdl vagy HOOH-bol; Id. 4. Fejezet, 23. o.

02 —» 022 — 02" - HOOH — HO® — Reakcié DNS-sel: - a bazissal (C®) — oxidativ bazis-karosodas.
- a dezoxiribdzzal (C4’) — lanctorés; Id. 16. old.

Szuperoxid anion-gyok (O22) és/vagy hidrogén-peroxid (HOOH) képzo vegyiiletek és enzimek:
» Redox-cycling vegyiiletek: pl. kinonok, mint a p-benzokinon (benzol-metabolit) — akut mieloid leukémia.
« Bleomycin: Fe** komplexe erésen katalizalja a Fenton reakciot; poz. kontroll a mikronukleusz tesztben.
 Enzimek: mitokondrialis 1égzési lanc; MAO, XO, AOX; NADPH-oxidaz (NOX). A NOX szerepet jatszhat
az arzén (ld. 27-28 old.), az azbeszt (Id. 26. old.) és a kronikus gyulladas-okozta daganatképzddésben.

3. A dohany és a dohanyfiist mint karcinogén vegyiiletek keveréke
* A dohanyzas (és dohanyragas)-okozta daganatok, pl.: tiid6-, szajiiregi-, nyeldcso- és holyag-karcinoma.
* A dohanyzas karcinogén hatasaért felelés vegyiiletek — Eredetiik Szerint az alabbi két csoportjuk van:

(1) A szaritott és érlelt DOHANYBAN eléfordulé karcinogén vegyiiletek

* Nikotin — tenyésztett sejteken in vitro észlelhet6 hatésai:

- Fokozza az oxigén-szabadgyokok képzédését. Lehetséges mechanizmus: A nikotin metabolizmusaban résztvevéd
AOX (aldehid-oxidaz) HOOH-t termel, amelybdl Fenton reakciéval HO® képzédik — lasd a 6. Fiiggelékben.

- Genotoxikus hatast — jele: A nikotin noveli a mikronukleusz képzddést, azaz klasztogén hatasu — Id. a 32. oldalon.

- Epigenetikus hatast is: T a proliferaciot és ¥ az apoptozist. Hatasmodja (?): Gyorsul a p53 fehérje degradacioja
az mdm2 ubiquitin-ligaz altal (Tox. Sci. 79:75-81, 2004; 167:408-418, 2019). — Ezekrdl lasd a 18. oldalt.

* Dohany-specifikus nitrozaminok, pl. NNK (Nicotine-derived Nitroso-Ketone) és NNN (Nicotine-derived
Nitroso Nornicotine) — IARC 1. A dohanylevelek fermentacioja soran képzédnek nikotinbdl nitrit hatasara.
CYP-katalizalt hidroxilacié révén az NNK két kationos elektrofil metabolitot képezhet — Id. a 13. oldalon:

- Metil-karbénium kationt, amely metilalhatja a DNS bézisokat, igy pl. O®-metil-guanin képzddik.
- Piridil-oxo-butil-karbonium kationt, amely piridil-oxo-butilalhatja a DNS foszfat-csoportjat.
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DOHANY
N7°
‘ \
N N
N S “cHy | \
J cH, | t NZ %
Nikotin N NNK Dohany-specifikus NNN
nitrézaminok
l CYP-katalizalt C-hidroxilalas
a z6ld nyillal jel6lt C atomok egyikén,
= amit spontan bomlas kévet
0 N
| = N-dealkilalas
A N\c H \ c H,-OH
‘ J 3 2
— OH
N spontan
bomlas (\
o /O H
Ho (oH
X
‘ 5 + Il ‘)metildiazohidroxid
pZ N
N SCHj
spontan
OH™ N, heterolitikus N2 OH~
bomlas
i
CH; kationos elektrofilek O)\/\CH;
=
N
metilalt DNS piridil-oxo-butilalt DNS
SEJT pl. O°-metil-guanin addukt-képzés a foszfat csoporton

A dohany-specifikus nitrézamint (NNK) karbonil-reduktaz (CR) és aldo-keto reduktaz (AKR) enzimek
redukaljak dohany-specifikus nitrézo-alkoholla (NNAL), amely glukuronidacioé utan a vizelettel Grdl.

o

=
(o) N
lll CR AKR
~
CH
3 CH3

N/ NNK = Nicotine-derived NADPHZ NADP" / NNAL, az NNK expozicié
Nitroso-Ketone biomarkere a vizeletben

A dohényzés karcinogén hatését nem csak a a’ohdnyzds mérteke (a karcinogének bevitele) hanem a
az NNK-t aktivaldo CYP, ill. az NNK-t eliminalé karbonil-reduktiz és aldo-keto rea’uktaz tudobeh
expresszojanak mértéke is fontos tényezo lehet (toxikokinetikai tényezdk). Ezen tilmenden a DNS reparacio
kapacitasa, valamint a DNS-karosodott sejtek apoptozissal torténd eliminacidjanak iiteme is 1ényegesek
lehetnek a daganatképzddésben (toxikodinamias tényezok — lasd lejjebb).

(2) ADOHANYFUSTBEN eléfordulé karcinogén vegyiiletek — ezek jorészt égéstermékek.

* Policiklusos aromas szénhidrogének, mint pl. benzpirén: a CYP alakitja reaktiv diol-epoxidda (1d. 7. oldal).

* 1,3-butadién a CYP alakitja mono- és di-epoxidda (lasd a 6. oldalon).

* Nitr6zaminok, pl. dimetil-nitrézamin (DMNA): a CYP alakitja reaktiv metil-karbonium ionna (1d. 9. oldal).

» Aromas aminok, pl. orto-toluidin és 4-aminobifenil: mindkett6 holyag-karcinogén (mint a benzidin = 4,4°-
diaminobifenil) emberben és allatokban (IARC 1. csoport). — Szerep a dohanyzas-okozta holyagrakban?

« Aldehidek, pl. acetaldehid (CH3-HC=0) és akrolein (H.C=CH-HC=0). Az akrolein o,p-telitetlen aldehid;
a B-szén atom elektrofil, SH-reaktiv. Akrolein okozza a dohanyfiist nyalkahartya-izgato hatasat, és a
hemorragias cisztitist ciklofoszfamid-kezelt betegben (az akrolein ugyanis a ciklofoszfamid metabolitja).

* Szervetlen karcinogének: As, Cd, Cr, Ni — a szennyezett term6f61bol jutnak a dohany névénybe.

Megjegyzés: Az e-cigaretta gézében is vannak reaktiv aldehidek (lasd a 7. Fejezet 9. Fliggelékében). A
formaldehid foglalkozasi expozicidja okozhat nasopharingealis karcinomat és leukémiat. A formaldehid
huméan karcinogén (IARC 1. csoport), DNS-fehérje keresztkotések létrehozéasaval genotoxikus hatasu.
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111. A GENOTOXIKUS VEGYULETEK-INDUKALTA KARCINOGENEZIS FOLYAMATA

A genotoxikus karcinogén-okozta daganatképzédés korai lépései — az INICIACIO folyamata

1. A végs6 genotoxikus karcinogén (mutagén) reagal a DNS-sel, igy kémiai DNS karosodas (pl. addukt-
képzddés, oxidativ karosodas) jon létre.

2. A DNS hiba kikiiszobolése — DNS reparacioval és/vagy a hibat hordozoé sejt apoptozisaval — elmarad.

3. Mutacid torténik a sejt-proliferaciot szabalyzo kritikus génekben — a proto-onkogénekben és/vagy tumor-
szuppresszor génekben: a proto-onkogének aktivalo és a tumor-szuppresszor gének inaktivalé mutacidja.

1. LEPES: A végs6 genotoxikus karcinogén reagal a DNS-sel, igy kémiai DNS kdrosodds jon létre.

A reakcio maodja fiigg a DNS-reaktiv végsd genotoxikus karcinogén tipusatol — elektrofil vagy szabadgyok.

(1) Elektrofil reagens: Kovalensen koétddik (adduktot képez), jellemzéen a DNS bazis nukleofil atomjahoz;
esetenként (pl. az NNK-bol képz6do piridil-oxo-butil karbonium ion) pedig a DNS foszfat csoportjahoz.

(2) Szabadgyok (pl. HO"): Jellemz6en két modon reagalhat a DNS-el — lasd az abrat a 16. oldalon:
- Addicionalédhat a DNS bazishoz (pl. a guanin C8-hoz) — 8-OH-ganin — az imidazol gytirti hasadasa.
- H atomot absztrahalhat a dezoxiriboz C4’ atomjarol — C4’ gyok — a foszfodiészter kotés hasadasa.

Ad (1) Elektrofil vegyiilet vagy metabolit adduktot képez a DNS bazison
Preferdlt bazis a guanin (G); nukleofil atomjai (14sd az 4brat jobbra): az O,
az N’ (az imidazol gyfirtiben 1év8 N atom) és az N? (= exociklusos N atom).

Példak:

* Metil karbonium ion (DMNA-bol) — O°®-metil-guanin (Id. a 15. oldalon).
* Benzpirén-dihidrodiol-epoxid — N?-BP-guanin-addukt (Id. a 15. oldalon).
* AFTB:-epoxid — N’-AFTB:-guanin-addukt — nincs illusztralva.

Az adduktképzés lehetséges kdvetkezményei:

* Az addukt képzés utani 1. replikacié kdvetkezménye mispairing = téves bazisparosodas — lasd az abrat a
15. oldalon.

» Az addukt-képzés utani 2. replikacio kovetkezménye pont-mutacio: Az eredeti bazis helyett egy téves
bazis épiil a DNS lancba. A pont-mutacié lehet tranzicid vagy transzverzié — lasd az alabbi tablazatban.

Tehat: A DNS-karosodas 2 replikdciot kiovetoen vezet mutdciohoz, az eredeti bazis-Sorrend valtozdsdahoz.

Emlékeztetdiil — a DNS replikacioja soran bekovetkezé helyes bazisparosodas:
Adenin, A - Timin, T, illetve Guanin, G — Citozin, C.

TABLAZAT
Az addukt-hordozo G két modon is tévesen parosodhat, pl.. meG — T, vagy bpG — A, ill. aftG — A.

GENOTOXIKUS KARCINOGEN VEGYULET
Dimetil-nitrézamin Benzpirén (bp) Aflatoxin (aft)
Normalis allapot C-G C-G C-G
Addukt-képzés G-on C-meG C-bpG C —aftG %
1. Replikacié mispairinggel T- meG A —bpG A — aftG %
2. Replikacio pont-mutacioval T-A \( A-T Y A-T
A PONT-MUTACIO TiPUSA: TRANZICIO TRANSZVERZIO TRANSZVERZIO

Tranzicio soran egy purin bazis helyére egy masik purin bazis keriil, pl. G helyére A (mint a dimetil-
nitr6zamin hatasara), vagy egy pirimidin bazis helyére egy masik pirimidin bazis keril (pl. T helyére C).
Transzverzié esetén egy purin bazis helyére — a pont-mutaciéo eredményeként — egy pirimidin bazis keriil;
példaul G helyére T (mint a benzpirén, ill. az aflatoxin hatasara), vagy forditva.

A tablazatban 1évd kék ivelt nyil azt jelzi, hogy az eredeti bdzis-par helyén egy mutdns bdzis-padr jelenik meg
a DNS kettos lancban.
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A helyes és az adduktképzés altal eléidézett téves bazisparosdas — példak

HELYES BAZISPAROSODAS: C-G (és T-A)

citozin me  guanin A guanint a metil-karb6nium
H ion jellemz6en az O6 atomon,
H [\Ij_H .......... o) N H a benzpirén diol-epoxid pedig
\?}/ az exociklusos N atomon
7/ N\ 5 N\ N tamadja, azaz ezen atomokon
H N H—N1 ~. |  képzodik addukt - lasd az abra
N— V=N d-ribdz  alsg két rekeszében.

Onnveee H—N |
P

TEVES BAZISPAROSODAS: T-G
Okozdk: metilezok
timin
citozin helyett! (|IH3
H4C 0 fo)

S N

Ocveveees H=N
H

O6-metil-guanin

N _H

~
N\ \Nf
AN

METILEZOK, ETILEZOK

- Direkt hatok
MNNG, MNU, ENU (l4sd 4. old.)
- Aktivaciot igénylok
DMNA (lasd 9. old.)
NNK (dohany, lasd 12. old.)
Gyromitrin (gombatoxin)

Dacarbazin (kemoter. szer)
Temozolomid (kemoter. szer)

d-rib6z

TEVES BAZISPAROSODAS: A-G

adenin
citozin helyett! H

d-rib6z

Okozé: benzpirén-dihidrodiol-epoxid; Id. 7. old.

A benzpirén-dihidrodiol-epoxid
a guanin N2-amino-csoportjahoz
kotédik kovalens modon, igy

kimozditja a guanint a térallasabol.

15

Elektrofil vegyiiletek addicioja a DNS guaninjahoz téves bazisparosodast eredményez — példak

Feliil: Helyes bazis-parosodas — a guanin 3 db. H-hiddal k6t6dik a citozinhoz.

Kozépen: Metil-addukt képzédése a guanin O atomjan megakadalyozza, hogy az OF is H-hidat létesitsen a
citozinnal. Az O® guanin ezért timinnel parosul 2 db. H hidon at. A felsorolt karcinogének spontan modon,
vagy enzimatikus atalakulds utan karbonium-iont képeznek (pl. a DMNA "CHzs iont — lasd a 15. oldalon).

Alul: A benzpirén-dihidrodiol-epoxid (a benzpirén végsé karcinogén metabolitja — Id. a 7. oldalon) a guanin
exociklikus aminocsoportjdhoz (N?) kotddik kovalensen. Az igy képzoédott addukt olyan mértékben
,kiforgatja® a guanint a normalis térallisabol, hogy a guanin csak az Of és N7 atomjain 4t képes H-hidat
képezni, tévesen az adeninnal. Kiegészités: Az etanol elsé metabolitja, az acetaldehid is képez adduktot —
Schiff bazis reakcioval — az N2 atomon: N2-etilidén-guanint (lasd a 8. oldalon).
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Ad (2) Szabadgyokok (pl. HO®) reakciéi a DNS-sel (Dizdaroglou, Free Rad. Biol. Med. 32:1103, 2002)
A HO* szabadgydiknek két f6 tamaddaspontja van a DNS-ben:

» A DNS-bdzis (4ltalaban G vagy A): HO" addicié torténik a C® atomhoz — 8-hidroxi-purinok képzddnek.

Lehetséges kovetkezményei:

- Mispairing a képz0dott 8-OH-purinnal, vagy mispairing a szomszédos pirimidinnel.

- Az 6t-tagh imidazol-gytiri hasadasa (a C® és az N® atomok kozott). Ezzel az un. ,,formamido-pirimidin”
szarmazék alakul ki (Munk et al., Chem. Res. Toxicol. 20:432, 2007). A gy(rtihasadas oka: A HO®
addiciéja utan a guanin C® atomjahoz egy O és két N atomhoz kotédik, de a C® atom képtelen ,.tartani”
mindharom elektronszivé atomot, ezért ezek a kotések szakadékonyak, igy az imidazol-gytrt felhasadhat.

Vedd észre: nemcsak a HO® gyok, hanem a holyag-mukoza sejtekben a PGHS altal katalizalt reakcidoban
képz6dd monoacetil-benzidin szabadgydk is a guanin C® atomjahoz addicionalodik — lasd a 11. oldalon.

* A dezoxiriboz: H atom absztrakcio torténik a dezoxiriboz C4' atomjatol.

Kovetkezménye: — C4' gyok — O addicié6 — Criegee rearrangement — a foszfodiészter kotés hasadasa,
azaz single strand break (SSB). (Gates, KS: An overview of chemical processes that damage cellular DNA:
spontaneous hydrolysis, alkylation, and reactions with radicals. Chem. Res. Toxicol. 22: 1747-1760, 2009).

A hidroxil-szabadgyok DNS-karosité
és mutagén hatasanak két tamadaspontja

O | | L] ']
HO  HO gyodk
N / ADDICIO

foszfodiészter .. . HN
kotések ‘ N 1
8
| ‘ N~
o 8-OH-guanin-
glikozidos szabadgyok
kotés
F H
Hatom . 8-OH-guanin
ABSZTRAKCIO 1
HOH
téves
C4'-szabadgyok bazisparosodas

l l

a foszZfodiészter hid — = MUTACIO MUTACIO

hasadasa = DNS lanctorés

2. LEPES: A DNS hiba kikiiszobolése — DNS reparaciéval és/vagy apoptézissal — elmarad.

A DNS hiba nem vezet feltétleniil mutdciohoz, mert két modon is kikiiszobolheto:
(1) Olesobb moédon:  DNS-reparacidval — csak 1d6- €s energiaigényes.
(2) Drdgdabb moédon: A DNS-hibat hordoz6 sejt apoptozisaval — a sejt életébe kertil!

Ad (1) DNS reparacio f6 modjai — rovid jellemzésiiket lasd a kovetkez6 oldalon.

a. Direkt reparacio, pl. az MGMT altal katalizalt, illetve a DNS-fotoliaz altal katalizalt javitas.

b. Excizios reparacio: Bazis excizio (kis addukt esetén), illetve nukleotid excizié (nagy addukt esetén).

c. Mismatch reparacio (MMR).

d. Rekombinacios (mas néven posztreplikacios) DNS reparacio

Megjegyzés: A bazis excizios, a nukleotid excizids és a mismatch reparacié megismeréséért kaptak a Kémiai Nobel-
dijat 2015-ben Thomas Lindahl svéd, Paul Modrich amerikai és Aziz Sancar torok kutato.
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a. Direkt reparacio — kozvetleniil a hibat sziinteti meg; egy-egy specialis enzim végzi, mint példaul az:

« O5-metilguanin-DNS-metiltranszferdaz, MGMT: Onfeldldozo enzim, mert a guaninon 1évé metil-, v. mas

alkil-csoportot atveszi a katalitikusan aktiv Cys-SH csoportjara. Ezzel reparalja a DNS-t, de egyben
inaktivalodik is —az MGMT az enzimek Dugovics Titusza!
Figyelem: Farmakologia! Az MGMT milkodése rezisztenssé teszi a daganatsejtet metilezé daganatgatld szerekkel
(pl. dacarbazin, temozolomid) szemben, hiszen az MGMT kijavitja azt a karosodast, amely a daganatsejt apoptotikus
pusztulasahoz vezetne a p53-as fehérje — lasd a 18. oldalon — altal kozvetitett modon. Az MGMT szerepét a metilald
daganatgatld gyogyszerek hatékonysagaban bovebben az 5. Fliggelék vazolja.

* DNS-fotoliaz: UVB sugarzas hatasara képz6do6 ciklobutan-pirimidin diméreket bontja — 14. Fej. 3. Fiigg.

b. Exciziés reparacié — kimutatdisan alapul az UDS teszt (lasd genotoxicitasi tesztek alatt, a 31. oldalon).

* Bdzis excizio: a DNS lancot nem deformalo kis addukt esetén, az addukt-hordozé bazis eltavolitasara — pl.
a 8-OH-Gua eltavolitasa és helyettesitése. A bazis excizid négy enzim egymas utani mikodését igényli:
- Oxoguanin-glikozilaz (OGG) — A bazis és a riboz kozotti N-glikozidos kotést hidrolizalja. Ezzel egy purin-nélkiili
hely (apurinic site vagy AP site) képzddik.

- AP-endonukleaz (APE), amely a riboz és foszforsav kozotti foszfodiészter hidat hidrolizalja. Ezzel egy nukleotid-
nélkiili hely képzodik, vagyis egyes lanctorés 1ép fel (single strand break, SSB).

- DNS-polimeraz 8, amely beilleszti az 0j nukleotidot a nukleotid-hiany helyére.

- DNS-ligaz, amely bekati a beillesztett (ij nukleotidot a DNS lancba, ezzel helyreallitja a foszfodiészter kotéseket.

* Nukleotid excizio: A DNS lancot deformalé nagy addukt esetén, egy nukleotid-szakasz eltavolitasara — pl.
a DNS lancot torzit6 BP-diol-epoxid (a guanin N?-n) és AFTBi-addukt (a guanin N’-en) excizidja igy
torténik. A reparacioé soran nem csak az addukt-hordozoé nukleotid, hanem attol 3’ iranyban 5-6, 5” iranyban
pedig 20-22 nukleotid kivagasa és helyettesitése torténik. Ez a folyamat kb. 30 enzimet igényel; ilyenek pl.:
az XPA (felismer), az XPB (helikaz), az XPF ¢és XPG (endonukleaz), a DNS-polimeraz 9, és a DNS-ligaz.

XP = Xeroderma pigmentosum; ebben a genetikai betegségben egy vagy tobb XP fehérje mutans és inaktiv.
A betegben a nukleotid-excizios reparacio nem miikodik, ezért megné a hajlama daganatképzddésre.

c. Mismatch repair (MMR) javitja a DNS-polimeraz hibajabol adodo ,,spontan” téves bazisparosodasokat
(mismatch). Reparalhat azonban a metilalok-okozta karosodasokat (amit pl. az MGMT ,,elvét”, hiszen ekkor
az O°-metil-G hibasan parosodhat T-nel — lasd a 14. oldalon), valamint interkaldlé agensek (pl. etidium-
bromid) okozta 1-2 bazisnyi delécidt vagy inszerciot is. A MMR f6 1épéseit és résztvevo fehérjéit E. coliban
azonositottak (pl. MutS, MutL); emberben e fehérjék homologjai (pl. MSH, MLH) miikodnek:

- A hiba helyének felismerése: MutS fehérjék kotédnek ide (human homoldgjuk a MSH2-MSH6 dimér).

- A MutL (endonukleaz) heterodimer (emberben MLH1-MLH3) kapcsolodasa a DNS-MutS komplexhez.

- A MutL a mismatch helyét6l néhany bazisnyira mind 3°, mind pedig 5’ iranyban hasitja a lancot.

- A képz6do6 rést a DNS-polimeraz 8 kitolti, majd a DNS-ligaz 6sszekapcsolja a lancvégeket.
Megj.: A MMR fehérjéi a DNS hibat felismerve apoptozist is indukalhatnak a p53-tol (Id. 17. old.) fiiggetlen modon.

HNPCC = Herediter non-polyposis colorectalis carcinoma: A human mismatch repair gének — pl. az MSH2
vagy az MLH1 — 6rdkletes mutacioil okozzak.

d. Rekombinacios (vagy posztreplikaciés) reparacio (lasd a 4. Fiiggelék abrajat) — kimutatasan alapul a
Sister Chromatid Exchange (SCE) teszt (lasd a genotoxicitasi tesztek alatt, a 32. oldalon)

Ha a hiba nem javitodik ki a DNS replikaciojaig (S fazis), akkor a DNS polimeraz ,,atugorja” a hibat. Emiatt
egy hosszu (kb. 1000 nukleotid hosszisagu) lanchiany (,,posztreplikacios gap”) képzédik a DNS lancban. A
hiany betdltése a DNS lancok rekombinacidjaval torténik a replikaciot kdvetden.

A rekombinacio azonban nemcsak a posztreplikacios gap betoltésének, hanem a DNS kett6slanc-torés (DSB,
lasd a 18. oldalon) kijavitasanak egyik médja is.

PARP = Poli(ADP-rib6z)-polimeraz — segédenzim a DNS reparacioban. A PARP a NAD"-bodl szarmazé poli(ADP-
riboz) lancokat kot a DNS-t kompakt formaba rendez6 hiszton-fehérjékhez; igy negativ toltésti lancokat kapcsol a
hisztonokhoz. Ezek elektrosztatikus taszit6 hatasuk révén a kromatin (DNS-fehérje komplex) dekondenzaciojat idézik
eld, ezzel elosegitve a reparald enzimek hozzaférését a DNS-hez. A PARP-aktivalodasa azonban kétéli fegyver: Ha
nagyfoku, akkor NAD* deplécio (NAD' felhasznalodas), ATP deplécio (NAD™ nélkiil nem forog a citratkor) és
sejtnekrozis kovetkezik be! — Megjegyzés: A PARP-gatlo niraparib ovarium-rak kezelésében hasznalt gyogyszer.
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Ad (2) Apoptozis: a DNS hibat hordozé sejt programozott halala — Mechanizmusa:

A DNS hiba kozvetlen kovetkezményei:

* A DNS replikacio blokkolodasa (ha sok DNS hiba keletkezik), és/vagy
* DNS-kettdslanc-torés — ezt a hiba okozhatja, vagy annak reparaci6ja soran 1ép fel.

A replikacids blokk, ill. a kettéslanc térés eqy elharité (adaptiv) valaszt valt ki (Id. abra). Ennek {6 1épései:

* Felismero fehérjék kotddnek a blokkolt replikacios villahoz (az RPA fehérje), ill. a kettés lanci DNS-
toréshez (az MRN fehérje-komplex).

e A felismeré fehérjékhez (RPA, MRN) kapcsolodva, specialis protein-kinazok aktivalodnak: az ATR-
kinaz (ataxia teleangiectasia related), ill. ATM-kinaz (ataxia teleangiectasia mutated — Id. a 21. oldalon).

* Az ATR és ATM kozvetleniil vagy mas protein-kinazok (Chkl1, Chk2) kozvetitésével foszforilaljak a p53
fehérje (,,a genom Grangyala”) bizonyos szerin aminosavait — pl. Ser'®, Ser?®, Ser®.

* A foszforilalt p53 ,,elszabadul” az mdmz2-t6l, igy a p53 aktivalodik €s i.C. szintje megnd (p53 stabilizacid).

* A p53 apoptozist indukal — az apoptozis mechanizmusat lasd lejjebb.

Replikéciés RPA protein Kettos

MRN-komplex
Az dbra a DNS-kirosodds dltal bk [ARAT] <= b\ anetores
kivaltott adaptiv vadlaszreakcio — a ﬁ
) ndhA Chk1 (Chk2)
D,NA damage stre§s ,response ne’han)./ DNS karosodas DNS karosodas
lényeges lépését szemlélteti,

amelyekben a p53 fehérje a foszerepld.

KOTI és OLI

a p53 fehérjét

Ez a vdalaszreakcio — a sejtosztoddsi
ciklus leallitasaval és/Nagy a sejt
apoptotikus elpusztitasaval — elharit-
hatja azt a veszélyt, hogy a DNS-
karosodas hatdsara a sejt daganatsejtté
alakuljon.

/o-

| — 71—

SEJTCIKLUS BLOKK APOPTOZIS

Az abra hegyes fekete nyilai aktivadlast
vagy transzkripcio-fokozast jelentenek,
a talpas nyilak pedig gatldst.

Az mdm-2 fehérje két modon ,.tartja féken” a p53 fehérjét: megkoti és megoli. Mint k6té fehérje, az mdm-2
a p53-hoz kotodik és azt ,,fogva” tartja. Mint ubiquitin-/igaz enzim, az mdm-2 ubiquitinnel konjugalja a p53
proteint. Az ubiquitinalt, igy ,,halalosan megjel6lt” p53 fehérje a proteoszomakban degradalodik.

A p53 fehérje egy transzkripcids faktor (vagy transzkripciéo modulator), az alabbi kettds szereppel:

* Ledllitja a sejtciklust - A G1 fazisban, a p21 fehérje (egy CDK-gatlo) génjének transzaktivalasaval. A G1
blokk id6t enged a DNS hiba kijavitasara. (CDK = ciklin-dependens kinaz).

- A G2 fazisban, a gadd45 fehérje (ez is CDK-gatld) génjének transzaktivalasaval.

- Noveli egyes proapoptatikus proteinek expresszidjat. Ilyen fehérjék az alabbiak:
> Bax — a mitokondriumbdl Cyt c-t szabadit fel, ez elinditja a kaszpaz-kaszkadot.
> Fas — egy halalreceptor; a Fas-ligand rajta hatva inditja el a kaszpaz-kaszkadot.

- Csokkenti antiapoptotikus fehérjék (pl. a Bel2 és az IGF1-receptor) expresszidjat.

* Apoptozist kelt, mert

A p53 fehérje a genom drangyala — the guardian of the genome, mert:
* Leallitja a DNS-hibas sejt osztodasat a G1fazisban, idot ad a reparaciora; de ha ez nem torténik meg, akkor
« Kivaltja a DNS-hibas sejt apoptozisat, amely ezért nem alakulhatnak daganatsejtté.

Kisérletes bizonyitékok

* P53-null (p537) sejtekben a DNS amplifikacié 108-szor gyakoribb, mint p53*/* tartalmtiakban. A p53-null
egérben % éves korig spontan daganat képz6édik. — Megj.: Az ATM-hiany is el6segiti a daganatképzddést.

« P53-haploinszufficiens (p53*) egérben a genotoxikus karcinogének mar fél év alatt daganatot keltenek
(joval gyorsabban, mint a p53** egérben). Ezért a P53-haploinszufficiens egeret vegyiiletek karcinogenita-
sanak tesztelésére hasznaljak — Id. Alternativ karcinogenitasi tesztek transzgénikus egereken a 36. oldalon.

A p53 gén inaktivald mutacidja csirasejtekben (amely késébb minden szomatikus sejtben megjelenik) a

dominansan 6roklédé Li Fraumeni szindromat okozza. Ez a ritka betegség daganatok halmozodasaval jar.
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Kz,tero.'. A DNS kargsodqs {nellejc,a sejtet eré I TOKONDRIUM
mas inzultusok is kivalthatjdk a sejt KAROSODAS

apoptotikus halalat. A mellékelt dbra harom
ilyen f6 mechanizmust szemléltet.

Az apoptozis harom fo kivaltoja:

(1) Halal-receptorok (Fas-, ill. TNF-receptor)
aktivalasa a receptorok liganduma (Fas, ill.
TNF) altal. Az aktivalt receptor adapter
molekulak (FADD, ill. TRADD) kozvetitésével,
a prokaszpaz-8 (PC-8) aktivalasaval inditja el a
kaszpaz-kaszkadot.

(2) Mitokondrium-karosodas, amely el6idézi a
citokrom ¢ (Cyt c) kiszabadulasat a mitokondria-

lis intermembran térb6l. A Cyt ¢ egy adapter Inicidtor kaszpazok
molekulahoz (Apaf-1) kotédve, ATP jelenlétében !

el6idézi a prokaszpaz-9 (PC-9) aktivalasat, ezzel

elinditva a kaszpaz-kaszkadot.
(3) DNS-karosodas. A DNS karosodas okozta | \ / |
apoptozis kivaltasanak kezdé 1épéseit — pl. az ‘ - ”Eﬂekror kaszpdzok
ATM- és ATR-kinaz aktivalodasat, valamint a 1 l l
p53 fehérje dontd szerepét — az el6z6 oldalon
sveli BIZONYOS I.C. FEHERJEK HIDROLIZISE
taglaltuk. A p53 noveli a Bax expresszdjat, a Bax e ol o e

fehérje pedig a mitokondriumban antagonizalja a
Bcl-2 fehérjének a Cyt ¢ kiszabadulasat gatld

hatasat. A kiszabadult Cyt ¢ a fenti modon (2)
elinditja a kaszpaz-kaszkadot.

Mindhérom ut a kaszpaz-kaszkadot aktivalja, melynek soran inaktiv prokaszpazokbol (PC) proteolitikus
aktivitassal biré kaszpazok (C) képzddnek. (Kaszpaz = caspase = olyan cisztein-proteaz, amely fehérjéket
aspartat utan hasit.) Az initidator kaszpazok effektor prokaszpazokat hasitanak (ezzel aktivalnak), az effektor
kaszpazok (pl. C-3) pedig bizonyos sejtfehérjéket (pl. PARP, ICAD, SREBP) hidrolizalva valtjak ki a
»programozott” sejthalalt, az apoptozist. A DNS-kdrosodés-okozta apoptézisban fontos szerepet jatszik a
p53 transzkripcios faktor stabilizalodasa, szintjének jelentds emelkedése. A mitokondrium-karosodas altal
eléidézett apoptozishan viszont a citokrom ¢ (Cyt c) kiszabaduldsa az intermembran térbdl a folyamat
elinditoja. A halal-receptorok aktivalasa adapter-fehérjék (pl. TRADD, FADD) kozvetitésével valtja ki a
kaszpazok aktivalodasat. Figyelemre méltd, hogy a DNS-karosodas, ill. a halal-receptor aktivacio altal
kivaltott apoptozis folyamataba is bekapcsolodnak a mitokondriumok, amelyekbdl kaszpaz-aktivalo
citokrom ¢ (Cyt c) szabadul fel. A citokréom c kiszabadulasat proapoptotikus fehérjék (pl. Bax, t-Bid)
fokozzak (hegyes nyil jelzi), antiapoptotikus fehérjék (pl. Bel-2) pedig gatoljak (talpas nyil jelzi).

Roviditések: FAK = Focal adhesion kinase; a FAK inaktivalasa miatt a sejtek
elszakadnak az extracellularis matrixtol. ICAD = Inhibitor of CAD (= caspase-
activated DNase). Az ICAD fehérjének a kaszpaz 3 altal katalizalt hidrolizise aktivalja
a CAD-ot. Az aktivalt CAD (egy DNaz) az un. internukleoszomalis szakaszokon
hidrolizalja a DNS lancot 180-200 bazispart (bp) vagy ennek t6bbszorosét tartalmazo
DNS fragmentumokra. Ezek a novekvé méretli DNS darabok gél-elektroforézissel
elvalasztva a gélen létraszert képet adnak. Ez a ,,DNA laddering”, amely az apoptozis
egyik jele — lasd az abran a bal sz¢élso savot. PARP = Poly(ADP-ribose) polymerase
(Id. a 16. oldalon). SREBP = Sterol regulatory element binding protein. A SREBP
hidrolizisével ez a transzkripcios faktor elszabadul az endoplazmatikus retikulumtol
(ahova ,,le van horgonyozva”) és bejut a sejtmagba, ahol noveli az LDL receptor és a
HMG-CoA reduktaz gének expressziojat. Ezzel nd a koleszterin intracellularis :

koncentracioja, szterinek halmozédnak fel a plazmamembranban, a foszfatidilszerin pedig a membran kiilsé felszinére
transzlokalddik. Igy ismerik fel az apoptotikus sejtet a fagocitak, amelyek ,,eltakaritjak” e sejteket, valamint a bel6liik
képz6dott un. apoptotikus testeket.
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3. LEPES: Mutacié torténik a sejt proliferaciéjat szabalyozé kritikus génekben — a proto-onkogének-
ben és/vagy a tumor-szuppresszor génekben.
Mi lehet a kovetkezménye annak, ha a DNS hiba kikiiszobolése elmarad?

Ha a DNS hiba nem reparalddik és a sejt sem pusztul el apoptdzissal, hanem a DNS replikélodik (S fazis),
majd a sejt osztodik (M fazis), akkor az utodsejtekbe mutans DNS juthat (lasd a tablazatot a 13. oldalon).

Génmutdcio (azaz orokletes DNS vdltozds egy vagy tobb génben) létrejottének feltételei

* DNS hiba létrejotte — pl. addukt, oxidalt bazis, lanctorés.

* A DNS hiba kikiiszobolésének elmaradasa — DNS reparacioval és/vagy a sejt apoptozisaval.
* DNS replikacié mispairinggel — ennek kovetkeztében mutans gén képzdodik a lednylancban.
* Sejtosztodas — ezzel mutans gént hordozé utod-sejtek képzdodnek.

A mutdcio — a daganatképzodés szempontjabol — szerencsés vagy szerencsétlen kimenetelii lehet.

SZERENCSES esetben a mutans gént hordozo sejtbdl nem lesz daganatsejt, mert példaul:
* A mutacio ,,csendes” (vagyis nem valtoztatja meg a fenotipust vagy funkciot), mert pl.

crer

Megjegyzés: Az emberi DNS-nek csak kb. 1,5%-a kodol mRNS-t, illetve fehérjét!
- A kodolt fehérje aminosav-sorrendje nem valtozik meg (mert 1 aminosavat tobb kodon is kodolhat).
- A kédolt fehérjébe ugyan mas aminosav épiil, de ez nem érinti a funkcigjat.

* A mutdciot hordozo sejt életképtelen, mert pl. a mutans gén funkcioképtelen ,,house keeping” (1étfenntarto)
fehérjét kodol — ilyen pl. a glikolizis kulcsenzime a GAPDH, illetve a mitokondrialis foszfat-transzporter.

* A mutacio nem érint a daganatképzodeés szempontjabol kritikus gént.

SZERENCSETLEN esetben a mutans gént hordozé sejt ,elindul” a fékteleniil osztodé daganatos sejtté
torténd transzformacid Gtjan, mert a mutacié — e szempontbodl — kritikus gént érintett.

A daganatképzodésben Kritikus szerepet jatszé gének két csoportja van

(1) Proto-onkogének
(2) Tumor-szuppresszor gének

rrrrrrrr

E gének mutaciojaval képzédhetnek ugyanis olyan mutans fehérjék, amelyek a sejtek proliferaciojat (vagyis
a sejtpopuldcio novekedését) serkentik, mert hatdasukra gyorsul a mitozis és/vagy lassul az apoptozis.

Ad (1) Proto-onkogének mutacidja

A proto-onkogének olyan normalis gének, amelyek termékei serkentik a nyugvo sejt belépését a sejtosztoddsi
ciklusba (GO — G1), ill. abban a sejt haladdsat (GI1 — S — G2 — M), és/vagy gdtoljik az apoptozist.

e rer

Proto-onkogének termékei — azaz a proto-onkogének dltal kodolt fehérjék — lehetnek, példaul:

* Néovekedeési faktorok, pl. HGF = Hepatocyte GF; EGF = Epidermal GF; IGF = Insulin-like growth factor.

* Novekedési faktor receptorok, pl. HGF receptor; HER = Human Epidermal Growth Factor Receptor.
Kitéré: Monoklonalis antitesteket hasznalunk a HER1 ellen (cetuximab, panitumumab) a colorectalis rak, illetve a

HER?2 ellen (trastuzumab = HERCEPTIN) az emlérak célzott terapiajaban.

e Intracellularis jelatvivé fehérjék, pl. G-fehérjék, ciklin-dependens kinazok (CDK), mas protein-kinazok,
amelyek a mitogén jelatvitelt kozvetitik a novekedési faktor receptoroktol a transzkripcios faktorokig.

* Transzkripcios faktorok, amelyek a mitogén jelatvitel szerepl6i (pl. c-Myc) — novelik a ciklinek atirasat.

* Apoptozis-gatlo fehérjék (pl. Bcl-2 — Id. abra, 18-19. old.), amelyek el6segitik a DNS-hibas sejtek ttlélését.

» Tumor-szuppresszor fehérjéket inaktivalo fehérjék (pl. Mdm-2 — 1asd a 18-19. oldal abrait).

A proto-enkogének mutdicioja akkor mozditja elé a normadl sejt daganatsejtté valo dtalakuldsdt,
ha a mutdcio ,,aktivalo”, azaz a mutdns gén permanensen aktiv (a sejtek proliferdcidjdt serkento) fehérjét
kodol (ami folyamatosan serkenti a sejtosztoddsi ciklust és/vagy fékezi az apoptozist).
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Példa: A Ras proto-onkogén aktivalo mutacioja

A normalis (vad tipusu) Ras fehérje

* 21 kDa méretii, a plazmamembran bels6 felszinén elhelyezkedd fehérje — in. G protein —amely:
- Képes megkdtni GTP-t vagy GDP-t,
- GTP-kétotten aktiv, GDP-kototten pedig inaktiv,
- GTP-az aktivitassal bir, tehat képes a kotott GTP-t hidrolizalni (GTP — GDP), igy inaktivalodni.

e Funkcioja: jelatviteli ,,kapcsolé”, amely
- A sejtfelszini novekedési faktor receptorok (pl. HER, az EGF receptora, egy receptor-tirozin kinaz), és
- Az intracellularis MAP-kindz kaszkad kozott helyezkedik el (1asd az alabbi abrat).
A MAP-kinaz kaszkad un. szignal-aktivalt transzkripcios faktorokat foszforilal, igy aktival. llyenek pl.
> az AP-1 (c-jun-fos dimér) — ciklin-D expresszi6T — CDK aktivalas — progresszié a G1 fazisban.
> a c-Myc transzkripcios faktor — ciklin-E expresszioT — CDK aktivalds — mitogén hatas.

Mutans Ras képzodhet (tobbek kozott) a Ras gén ) .

srr EGE NOVEKEDESI
. , Y . FAKTOR (GF)
— a Ras fehérje GTP-4z aktivitasa elveszik

— a Ras fehérje képtelen inaktivalodni, vagyis II GF
HER

GDP-kotott formaba jutni; igy aktiv marad. RECEPTOR
— A permanensen aktiv, GTP-kotott Ras
allandoan mitozisra serkenté jelet tovabbit
a MAPK-kaszkad fel¢, attol fiiggetlentil, @
hogy a novekedési faktor receptort (pl. az
EGF-receptort) a novekedési faktor (pl. az
EGF) stimulélja-e, vagy sem. @

A Ras gén 12. kodonjaban (GGT) tobbféle olyan +P
mutacid torténhet, amely a Ras fehérjében a 12. |
aminosav (glicin) egy masik aminosavval torténé @@

helyettesitéséhez, és ezzel a GTP-az aktivitas
elvesztéséhez vezet:

+P
12. kodon Mutécié mdos !
aminosav

GGT Nincs = VAD TIPUS GLICIN @@
CGT G — C transzverzio arginin
GTT G — T transzverzid valin V+P
GCT G — C transzverzio alanin r 1 ' '
GAT G — A tranzicio aszpartat [c-Fos] | c-aun][c-myc| ﬁﬁ'gfé\kéf;'nw*u

[ATF2 ]| EIk-1 || saP1 | liﬁ?gé’éilpc'és
L ]

Ras mutaciét is okozé kémiai karcinogének, pl:
* MNNG, amely metilezi a Gua O° atomjat. 3
« AFTB1, amely adduktot képez a Gua N’ atomon.
* ROS (reaktiv-oxigén species), pl. HO*, amely H
atomot absztrahdl a ribozbol, vagy addicionalo-
dik a guanin C8 atomjahoz (lasd a 16. oldalon).

cD és cE expresszié — CDK aktivalas
SEJTCIKLUS PROGRESSZIO
és MITOZIS

L, . . . CE, cD =ciklin E és D. CDK = ciklin dependens kinaz.
Ras mutacio szamos emberi tumorban is el6fordul.

Patkanyok spontan sarcomajaban fedezték fel a mutans Ras proteint — innen a roviditett neve: Rat sarcoma.

s rer

* TCDD - igen potens Ah-receptor aktivator, nem-genotoxikus karcinogén (lasd a 26. oldalon).

* PAH (pl. benzpirén) — kevésbé potens Ah-receptor aktivator, de genotoxikus hatasu is (lasd a 7. oldalon).
A normél human H-Ras gént sejtenként 3 kopidban hordoz6 transzgénikus egér, az Gin. Tg-rasH2 egér,
amely a H-ras fehérjét nagy mennyiségben expresszalja, ezért fokozottan érzékeny kémiai karcinogénekre.
A Tg-rasH2 egeret vegyiiletek karcinogenitasanak tesztelésére hasznaljak — Id. Alternativ karcinogenitasi
tesztek transzgenikus egereken, a 36. oldalon.
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Ad (2) Tumor-szuppresszor gének mutacidja

A tumor-szuppresszor gének olyan normalis gének, amelyek termékei gatoljak a sejt belépését a sejtosztodasi
ciklusba (GO—G1), ill. abban a sejt haladasat (G1—S—G2—M), és/vagy apoptozist indukalnak. A tumor-

e rer

Tumor-szuppresszor gének termékei (azaz az altaluk kodolt fehérjék) példaul az ATM fehérje (Id. al7.
oldalon, és itt lejjebb is), a p53 fehérje (Id. a 17. oldalon, és itt is lejjebb), és a pRb fehérje (Id. lejjebb).

A tumor-szuppresszor gének mutdcioja akkor segiti a normalis sejt daganatsejtté torténd dtalakuldsdt,
ha a mutdcio ,,inaktivalo”, azaz a mutdans gén permanensen inaktiv feherjét kodol
(ami képtelen fékezni a sejtosztodasi ciklust és/vagy serkenteni az apoptozist).

Példa: A p53 tumor-szuppresszor gén inaktivalo mutacioja

A normalis (vad tipusu) p53 protein (lasd a 17. oldalon is) tumor-szuppresszor hatast, mivel:
o fékezi a sejtosztodasi ciklust, mert T p21 és a gadd45 ciklin-dependens kinaz-gatlé fehérjék expressziojat,
* elGsegiti az apoptozist, ugyanis:

- noveli Bax és Fas (proapoptotikus proteinek) expressziojat, és

- csokkenti IGF1 és Bcl-2 (antiapoptotikus fehérjék) expresszidjat (Id. az abrakat a 17. és 19. oldalon).

A mutans p53 protein: - Inaktiv, ezért nem képes ledllitani a sejtciklust és apoptozist indukdlni, tovabba
- Kotédhet a vad tipusu (aktiv) p53 proteinhez és ezzel inaktivalhatja azt is.

p53 mutacidt is 0kozo kémiai karcinogének, mint pl.:

* AFTBL1 — A kodon 249 mutaciojat okozza a p53 génben: AGG — AGT (transzverzid); ezért a mutans p53
fehérjében a 249. aminosav cserélodik (Arg — Ser), ezzel pedig a mutdans p53 inaktivva valik. Ez a mutéciod
szinte mindig kimutathato az AFTBl-szennyezett ¢lelmiszert (pl. penészes gabonabdl 6rolt lisztet)
fogyasztdo emberek hepatomajaban. A p53 gén 249-es kodonjanak mutacidja tehat diagnosztikus értékii
AFTB1-okozta primer mdjtumorra. — Az AFTB1 epoxid-képz6, indirekt genotoxikus karcinogén; Id. 6. old.

* Dohanyzas, amely mas tipusu p53 mutaciokat indukal, jellemzbéen bronchus karcinomat okozva.

* Napfény (UVB sugarzas) is mas p53 mutaciokat keltve bor karcinomdat okoz — Id. 14. Fejezet 3. Fiiggelék.

Megjegyzések:
* p53 gén-mutaciok a human tumorok 50%-aban fordulnak eld, de szerepiik nem mindig daganat-inicialo.

crer

pedig a sejt p21 és pRb feherjéihez kotddik. Iy modon a virus e harom tumor-szuppresszor hatast fehérje

degradacidjat valtja ki. Igy kelt a HPV személcsot, oropharingedlis tumort és méhnyakrdkot.

Mas tumor szuppresszor fehérjék:

* ATM protein kinaz (ATM = Ataxia Telangiectasia Mutated). Az ATM kinaz aktivalodasa a DNA-damage
stress response része — ld. 17. oldal, abra; mutacidja okozza az ataxia-telangiectasidat, amely egyiitt jar:
- A gyermekkori daganatok (pl. ALL, Hodgkin kor, non-Hodgkin lymphoma) megszaporodasaval (~10%!)
- A daganatellenes kemoterapias szerek karos, daganatkelts hatasanak fokozodasaval — ezek nem adhatok!

* ARF (masik neve p19) — gyakran mutalt human tumorokban.

A normalis ARF fehérje koti €s inaktivan tartja az Mdm2-t (1d. az abrat a 17. oldalon), igy ,,felszabaditja
a p53-at az Mdm2 rabsagabol”, lehetévé téve azt, hogy a p53 fehérje miikddjon, vagyis hogy a DNS-
karosodott sejtben a p53 ledllithassa a sejt-Ciklust és apoptozist is indukdlhasson. A mutans ARF inaktiv.

* pRb (retinoblastoma protein) inaktivalo mutacioja mindig kimutathat6 az egér 3-metilkolantrén (3MC)-
indukalta kisérletes transzplacentalis tidé tumoraban. A normalis pRb koti és inaktivan tartja az E2F
transzkripcios faktort, igy gatolja a mitogén jelatvitelt. Mutacioja okozza az emberi retinoblastomat.

Megjegyzés: Az E2F egy transzkripcios faktor, amely sok olyan gént aktival, amelynek fokozott
expresszidja elengedhetetlen a sejtosztodashoz. Ilyenek pl. az S fazisban folyd DNS szintézis enzimjei
(timidilat-szintaz, dihidrofolat-reduktaz), a ciklinek (pl. cE és cD) és a ciklin-dependens kinazok (CDK).

Lényeges kiilonbség a proto-onkogének és a tumor-szuppresszor gének mutdciojaban: A proto-onkogének
aktivalashoz elegend6 az egyik alléljiik mutacidja. A tumor-szuppresszor gének inaktivalasahoz azonban mindkét
alléljiik (az apai és az anyai) mutacidja sziikséges. Ezért is nevezik ezeket dominans, illetve recessziv mutacioknak.
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(3) A kritikus gének mutaciojanak kovetkezményei:

a. Az AKTIV proto-onkogén fehérjék és INAKTIV tumor-szuppresszor fehérjék egymassal kooperalva
fokozzak a fékteleniil 0sztodé, ,,transzformalt” sejtek képzodését — egy egyszeriisitett modell:

Proto-onkogének (,,GAZ), Tumor-szuppresszor gének (L,FEK”),
amelyek aktivdlo mutacion estek at amelyek inaktivdlé mutacion estek at
pl. ROS — ras mutacio, pl. AFTB1, UVB, BP — p53 mutdcio,
kodon-12: G — T transzverzio 3MC — pRb mutdcio
GYORSUL FEKEZETLEN
a SEJTOSZTODASI CIKLUS és L a SEJTOSZTODASI CIKLUS és
LASSUL az APOPTOZIS DEFEKTES az APOPTOZIS
| FEKTELENUL, SZABALYOZATLANUL OSZTODO = ,, TRANSZFORMALT” SEJTEK |

ANALOGIA: A4 sejt szaguld a sejtosztéddsi ciklusban,
mint eqy olyan versenyauté a Hungaroringen, melynek beszorult a gazpeddlja és nem fog a fékje.

b. Ujabb sejtciklust gyorsitéo mutaciok elszenvedése

A fokozott mitotikus aktivitds gngerjesztd folyamat a tumorképzddésben, legalabb két modon is:

* A gyorsan 0sztddo sejtekben n az ujabb mutaciok lehetésége, mert:
- A DNS replikacio — S fazis — soran a feltekeredett és a hisztonfehérjékhez kotott DNS (azaz a kromatin)

,, fellazul ” (,,chromatin opening™), ezaltal a DNS-reaktiv vegyiiletek is konnyebben elérik.

- Rovidiil a G1 fazis, ezért rovidiil a DNS-hiba (még a DNS replikacioja el6tti) kijavitasara fordithaté ido.

* A gyorsan o0szt6do sejtekben tovabb néhet a proto-onkogének expresszioja, mert rovidiil a G2 fazis, vagyis
a DNS enzimatikus metilaciojara fordithato id6, igy Gn. globalis DNS hipometilacié jon 1étre. Emiatt
fokozodik a gének hipometilalt promoter szakaszain a pre-iniciaciés komplex képzddése, ezzel pedig
gyorsul a proto-onkogének transzkripcidja, majd a proto-onkogén fehérjék szintézise is.

Magyardzatul: A G2 fazis soran a DNS promoter szakaszaiban a citozinok C® atomjat a DNS-metiltranszferaz
enzimek (DNMT) metilaljak. Ennek kovetkezménye gén ,,silencing” (a génrél a mRNS-re torténd atiras lassulasa
vagy leallasa), mert a metilalt DNS-hez a transzkripcios faktorok nem képesek kotédni, ezért a pre-iniciacios komplex
nem alakul ki, igy a gén transzkripcidja nem indulhat el. Ismert, hogy a nem expresszalt gének teljesen metilaltak. Az
alvadasi faktor gének példaul csak a majban expresszalodnak, mert mas szdvetekben e gének promoter szakasza

A daganatképz6dés soran a proto-oenkogének promoter szakasza hipometilaltta valik, ezzel n6 a proto-onkogének
transzkripcios faktorok altali aktivalhatosaga. Ezzel szemben a tumor-szuppresszor gének promotere (pl. az ATM-
kinaz gén promotere) — eddig nem ismert okb6l — hipermetilalt lesz, ezért expresszidjuk csokken! Ezek az un.

epigenetikus — azaz a DNS bazissorrendjét nem érint6 — valtozasok is hozzajarulnak a sejt daganatos atalakulasahoz
(lasd még az 5. és 10. Fliggelékeket is).

A karcinogenezis tovabbi lépései — Klasszikus nézet szerint a karcinogenezis tobblépcsds (multistage)
folyamat, melynek harom (egymastol nem ¢élesen elkiilonithetd) szakasza van:

1. Iniciacié. Ebben a fent ismertetett fazisban irreverzibilis bazis-sorrend véltozas — mutacié — torténik a
proto-onkogénekben és/vagy tumor szuppresszor génekben, amelyek eldfeltételei a daganatsejtté torténd
atalakulasnak. Az inicialt sejt hosszabb-rovidebb ideig ,,alvd” allapotban van jelen a szévetekben.

2. Promécié. Ebben a fazisban az inicialt sejt szaporodasnak indul és beldle szelektiv klonalis expanzioval
még nem malignus preneoplasztikus 1€zid (focus) képzddik. A promoécid soran reverzibilis epigenetikus
folyamatok mennek végbe, amelyek a mutans (és a normalis) gének expresszidjat befolyasolva vezetnek a

crer

3. Progresszio. E szakaszban a szaporod6 sejtekben tovabbi génmutaciok, kiilonésen pedig kromoszoma-
karosodasok kovetkeznek be. Ezek hatasara a preneoplasztikus 1ézi6 neoplasztikus 1éziova (rakka) alakul,
amelyekben a ,,fékteleniil” osztddo és ,korlatlanul” taléls sejtek jellemzéen poliklonalis eredetiiek.
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C. NEM-GENOTOXIKUS (EPIGENETIKUS) KARCINOGENEK

Ezek nem reagalnak DNS-sel, mégis karcinogének — két £6 csoportjuk van:

I. MITOGEN VEGYULETEK - amelyek az alabbi négy csoportba sorolhatok

1. Mitogén hormonok — ilyenek példaul az alabbiak.

* TSH: Antithyroid szerek (pl. metimazol, propiltiouracil) — csokkentve a T3 és T4, de fokozva a TSH szek-

crcr

réciojat — pajzsmirigy karcinémat indukalnak patkanyban, de emberben nem.

e LH: LH-szint emel6 szerek Leydig-sejt tumort (a here tesztoszteron-termeld sejtjei) keltenek patkanyban.
Ilyenek a GnRH analégok, a D-receptor agonistak (— YPRL — TGnRH) és az antiandrogének. A human
Leydig sejteket azonban az LH kevésbé készteti proliferaciora, ezért tlinik emberben irrelevansnak a
patkanyban gyakori, kémiailag indukalt Leydig-sejt tumor (Crit. Rev. Toxicol. 26: 169-261, 1999).

* Osztrogének
- Osztrogén-tartalmi ordlis fogamzdasgatlok (OCP) az 1970-es évek kdzleményei szerint ritkan benignus
maj-adendmat okozhatnak, amelynek f6 veszélye a tumor megrepedése és vérzés. EQy 1979-es publikacio
szerint 1 milli6 OCP-t nem-szed6 né kozil 1-ben, viszont az OCP-szedé ndék kozott 34-ben
diagnosztizaltak hepatikus adenémat. Azota a maj-adenéma Kockazata jelent6sen csdkkent, mert a mai
oralis fogamzasgatlo készitmények 6sztrogén tartalma sokkal alacsonyabb.

Az IARC 2012 ota a menopauzalis korban adagolt dsztrogént (magaban vagy progesztogénnel), illetve
fogamzasgatloként progesztogénnel kombinaltan 1. csoportbeli humén karcinogénnek tartja — az
okozott karcinomak lokalizacidjat az alabbi tablazat ismerteti. Az Osztrogének daganatkelté hatasanak
modja valosziniileg Osszetett: egyrészt az ERa-receptoron at indukalt nem-genotoxikus mitogén hatéssal,
masrészt katekol-6sztrogénné, majd DNS-reaktiv kinonna oxidalodva, genotoxikus modon is hathatnak.

Az TARC altal értékelt 6sztrogének és szelektiv dsztrogén-receptor modulatorok (SERM) human
karcinogenitasanak f6 jellemzéi (az IARC csoportositast a 11. Fliggelék ismerteti)

Osztrogén IARC IARC Monograph

vagy SERM csoport SRR kotet(ek), év*

= p Endometrium és ovarium karcindéma.

Osztrogen, . , 1 Kevésbé erés bizonyiték vonatkozik az | 72, 100A, 2012
menopauzalis kezelés emldkarcindmara

3 ; ; Emlé- és endometrium karcinoma.

Osztrogén-progesztogen o 2 B .

kombinalt 1 A kombinatumban 1évé progesztogén 72, 91. 100A, 2012

csokkenti az Osztrogén-okozta fokozott

menopauzalis kezelés endometrium karcindma kockazatot.

Osztrogén-progesztogén
kombinalt 1
oralis fogamzasgatlok§

Elgllokarcmom‘a,’ |n-s1t1%. €s ‘1r}va21v 72.91. 100A, 2012
méhnyak karcindéma, majkarcindma

(1) Emlékarcinoma a terhességiik alatt

Dietilstilbdsztrol 1 kezelt n6kben. (2) Hiivelyi és méh-nyaki | 21, Sup 7, 100A,
(DES) tisztasejtes adenokarcinéma az in utero | 2012

exponalt nékben.’
Tamoxifen” 1 Endometrium karcinoma 93, 2010
Toremifen 3 66, 1996
Klomifen 3 21, Suppl 7, 1987

* Az utolso értékelés éve.
§ Meggy06z6 bizonyiték igazolja, hogy ez a kezelés védd hatasu a human endometrium és ovarium karcinoma ellen.

* Meggy6z6 bizonyiték igazolja, hogy az emlBkarcindmas betegeken a tamoxifen csokkenti az ellenoldali emls-
karcinoma kialakulasanak kockdzatat, ugyanis a tamoxifen ER-antagonista az emlében. Ugyanakkor a tamoxifen
ER-agonista a csontban és az endometriumban; ezért emberben endometrium Karcindmat okoz6 nem-genotoxikus
karcinogén. A tamoxifenr6l a 13. Fejezet 7. Fiiggeléke tartalmaz fontos ismereteket: pl. (1) prodrug (a CYP2D6
hidroxilalja aktiv, emlG-specifikus antidsztrogénné), (2) indirekt mdédon hatd (reaktiv szulfat-észtert képzo)
genotoxikus hepatokarcinogén patkdnyban, de nem az emberben.

® A DES-okozta transzplacentalis karcinogenezist a 12. Fejezet 4. és 15. oldalain targyaljuk.
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2. Novekedési faktorok — pl. TGFq: TGFo-tlexpresszald transzgén-egérben honapok alatt maj-tu képzodik.

3. A mitogén intracellularis jelatvitelt direkt vagy indirekt modon aktivalé xenobiotikumok — 1d. abra.

* Az i.Cc. mitogén jelatvitel DIREKT aktivatorai, pl. PKC aktivatorok — mint pl. az endogén diacylglycerol:
- Phorbol-észterek, pl. tetradecanoylphorbol-13-acetat (TPA), krotonolajbol; kisérletes tumor promoterek.
- Fumonisin B3 (FB1): a kukorican is é16 Fusarium penészgombak toxinja.

* Az i.c. mitogén jelatvitel INDIREKT aktivatorai (ezek a mitogén jelatvitelt fékezo fehérjék gatloi), pl.:
- Protein-foszfatazok (PP) gatloi:
> Protein-tirozin-foszfatdz (PTP)-gdtlék, mint pl. ROS (pl. HOOH), UV (féleg az UVB) sugarzas, As''.
> PP2A-gatlok: pl. microcystin (MC). Kék-zold algak toxinja. Tartds expozicidja karcinogén, akutan
hepatotoxikus hatast (Caruaru, BR, 1996: Hemodializalt betegek halalat okozta a microcystinnel
szennyezett dializal6 folyadék — lasd a 2. Fejezet 19. oldalan).

- GAP-gatlok: pl. zsirsavak (FA); zsirdus taplalkozas noveli a colorectalis tumorok képzddésének esélyét.

EGF PGF2,
TGF . NE LIGANDOK  ABRA: A mitogén jelatvitelt kozvetito
PDGF 5HT mitogén-aktivalt-kiniz (MAPK) utvonal
uv . sémaja. A mitogén jelatvitelt fOleg
- \/ “R"EEE"E'FTO“ROK novekedési faktor receptorokat aktivald
@ @@ novekedési faktorok (pl. EGF, FGF ¢és
A as PDGF) indithatjgk el, de Gg-proteinhez
@A Eag DAG + IPs Iggalgzolt receptorpk e}rll(%ogen’aktlvsaglrﬂal (p.l.
A TPA o,  norepinephrin  és _ ). is
‘(FB1 milkodésre késztethetik pl. a protein-kindz

C (PKC) aktivalasan keresztiil. A MAPK
utvonal egy foszforilaciés kaszkad (+P
jeloli a foszforilaciot). A kinazok egymast,
végiil pedig transzkripcios faktorokat (pl.

\4 C-FOS, C-JUN) foszforilaljak (ezzel
@rd Ca?* | o ol

aktivaljak), azok pedig a ciklinek (pl. cD,

Mc cE) transzkripcidjat fokozzak. A ciklinek
OKA +P un. ciklin-dependens kinazokhoz (CDK)
CALY kotodve aktivaljak e kindzokat, amelyek a
\/ A4 sejt osztodasi ciklusanak fazisait (Go, Gi, S,

-P
‘@‘ MA@ G2, M) gyorsitjak fel.

+P A ndvekedési faktor receptor és a MAPK
r - . Gtvonal kozott a Ras fehérje jelatviteli
[c-FOS | [e-uN | [ e-Mye | SZIGNAL-AKTIVALT kapcsoloként miikodik, amely aktiv GTP-
NUKLEARIS o , . p eyae
TRANSZKRIPCIOS kotot',c forma}ban, de inaktiv GDP-kotott
[aTF2 | [ E-1 | [ saP1 | FAKTOROK formaban — lasd a 19. oldalon.
1 ]
| ¢D, cE CIKLINEK Protein-foszfataizok (pl. PP2A, PTP)
defoszforilaljak, ezzel inaktivaljak a
SEJTCIKLUS PROGRESSZIO jelatvivé fehérjéket, igy gatoljak a mitogén
Ml TOZI S jelatvitelt.

Jel6lések: GAP = GTPaz aktivaléd protein. A GAP serkenti a Ras GTPAz aktivitasat, ezzel a Ras-t GDP-kotott, inaktiv
forméava alakitja. PP2A = egy szerin/treonin protein-foszfataz. PTP = protein-tirozin foszfataz. As = arzén (As'").
ROS = reactive oxygen species. SHR = SH-reaktiv vegyiiletek. TPA = tetradecanoyl phorbol acetate. FB1 =
fumonisin B1, egy penészgomba toxinja. MC = microcystin. OKA = okadansav, a kagylo-mérgezés okozdja. CALY
= calyculin A. UV = UV-sugarzas (féleg UVB). Fontos: Az UVB genotoxikus hatasu is, mert DNS karosodast valt ki
(ciklobutan-pirimidin dimérek képzddését) — Id. 14. Fejezet 3. Fiiggelék. Hegyes nyil = aktivalas; talpas nyil = gatlas.
MEGJEGYZES: A daganatellenes terapiaban sok olyan gyogyszert is hasznalunk, amelyek az abran lathatd
proliferativ jelatviteli utvonal szerepléinek gatloi. Ilyenek pl. a receptor-tirozin-kinaz (TK) gatlok, pl. az
EGF-receptor-TK gatlé erlotinib és gefitinib, egyes szerin/treonin-kinaz gatlok, mint pl. a raf-kinaz gatlo
sorafenib (a raf-kinaz egyfajta MAPKKK) és a ciklin-dependens kinaz (CDK) gatl6 ribociclib.
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4. Mitogén hatasu, ligand-aktivalt-transzkripcios faktorokat (azaz intracellularis receptorokat) aktivalo
xenobiotikumok — A CAR-, PXR-, és PPAR a-aktivatorok hepatokarcinogenitdasa csak ragesalokban igazolt!

Aktivalo vegyiilet
(receptor-ligand)

Fenobarbital, DDT

Az intracellularis receptor
dimerizacios partnere

Retinoid X receptor, RXR

Intracellularis receptor

Constitutive androstane receptor, CAR
¢és Pregnane X receptor, PXR

Peroxiszéma proliferatorok Peroxiszoma-proliferator-aktivalt -
ol. a lipid-csdkkentd fibratok receptor o, PPARa SEIEG X FEEEpiET, (RO
TCDD (dioxin) Arilhidrokarbon receptor, AhR ARNT = HIF-1B

A Klinikai tapasztalat szerint a tartos kezelés fibrattal, vagy fenobarbitallal (pl. epilepsziasokban) nem
noveli az emberi majtumor-rizikot. Kisérletek igazoljak, hogy a PPARa, a CAR és a PXR aktivatorai (pl.
fibratok, fenobarbital) nem vagy igen gyengén tumorkeltd hatastiak azon humanizalt egerekben, amelyek
maja emberi (és nem egér) PPARa-t, vagy CAR-t, vagy PXR-t expresszal (Toxicol. Sci. 140: 259, 2014). A
fibratok tumorkelté hatasanak modjat ragesalokban a 10. Fiiggelék részletezi. Az IARC szerint a
fenobarbital és a DDT a 2B, a klofibrat a 3. csoportba tartozik — a 11. Fiiggelék definidlja a csoportokat.

Az TARC human karcinogénnek nyilvanitotta a TCDD-t (group 1) ,,based on limited evidence in humans
and sufficient evidence in experimental animals”. Tudvalevd, hogy TCDD allati karcinogén hatasa az Ah-
receptoron 4t valésul meg, ami emberben is megtaldlhatd. Kisérletek igazoljak, hogy a konstitutivan aktiv
humdn Ah receptort expresszalo egerek majaban daganat képzdédik (Toxicol. Sci. 167: 581, 2019). TCDD-
exponalt emberekben nétt egyes daganatok eléfordulasa — ilyenek pl. a tiidérak, sarcomak, lymphomak, bar
az utobbiak kockazatanak emelkedése nem konzisztens.

A CAR, a PXR ¢és az AhR aktivatorai ismert CYP induktorok (emberben is), ragcsalokban azonban a
sejtproliferaciot is gyorsitjak a majban. Egér majaban az aktivalt CAR (mint transzkripcids faktor) pl. noveli
a proliferativ hatasu ciklin D expresszojat és csokkenti az antiproliferativ hatast p53 fehérje expressziojat.
Ilyen modon kelt a fenobarbital hepatomegaliat és majtumort egérben (Toxicol. Sci. 159: 25-41, 2017).

II. KRONIKUS SZOVETKAROSODAST OKOZO VEGYULETEK

Tartos adagolasuk patkanyokban daganatképzdédést indukal. Ilyen vegyiiletek, példaul:

* Kloroform: Majtumort kelt, az ismételten adott kloroform (metabolitja a foszgén) majkarosité hatasa miatt.

* Natrium-szacharin (2 g/kg/nap dozisban, 2 évig adagolva) holyagtumort indukalt him patkanyokban.
Mechanizmus: szacharin-fehérje-szilikat dsszetételii mikrokristdalyok képzédnek a holyagban, ezek pedig
kronikus szovetirritaciot okoznak. A kristalyokban az a2p-mikroglobulin (I1d. a 7. Fejezet 8. oldalan) koti
a szacharint! A kristalyok képz6dését eldsegiti a vizelet lugos pH-ja, amit a Na-szacharin biztosit. Sem
emberben, sem mdas allatban nem figyeltek meg szacharin-indukalt hélyagtumort. Sem a him patkdanyban
miikodd tumorkelté mechanizmus, sem az expozicio mértéke nem relevins emberben! Az 1 L cukormentes
udit6t fogyaszté emberben a szacharin bevitele csak 5 mg/kg (Pharmacol. Ther. 71: 225-252, 1996).

* Limonén, trimetil-pentdn tartos adagolasa vesetumort indukal him patkanyokban — Emberben irrelevans!
A limonén a citromhéjban talalhatd terpén, a trimetil-pentan elagazé lancu szénhidrogén a benzinben.
E vegyiiletek kizarolag a him patkanyban képz6d6 a2p-mikroglobulinhoz kétddve filtralodnak a vesében.
A fehérje-komplex reabszorbealodik a tubulus-sejtekbe; ott idiilt tubulussejt-karosodast, majd tumort kelt.

A kromikus szovetkdarosodads karcinogén hatdsanak mechanizmusa: A szovetkarosodas kornyezetében novekedési
faktorok (pl. TGF,, HGF) tilexpresszalédnak. Ezek az ép sejteket mitozisra késztetve elésegitik az elpusztult sejtek
poétlasat (szovet-regeneracio). A folyamatos szovetkarosodas tartdos novekedési faktor tilexpressziohoz, igy tartos
mitogén hatashoz, Gn. regenerativ hiperplaziahoz, végiil pedig TUMOR-képz6déshez vezet — lehet, hogy igy okoz
vesekarcinomat a tartos triklor-etilén expozicio is (Id. 7. Fejezet).

A legtbb nem-genotoxikus karcinogén fokozza a genotoxikus karcinogének hatasat = tumor promoterek.
Némelyik tumor promoter (pl. a forbol-észterek, mint a TPA) egyetlen dozisban alkalmazva is hatékony.

A nem-genotoxikus karcinogének daganatkelté hatisanak mechanizmusa osszetett:
1. Mitogén hatasuak, ezért novelik a spontan vagy a kémiailag indukalt mutdciok gyakorisdgat. (A spontan
téves nukleotid beépiilés — az in. mismatch — gyakorisaga: 108-10° bazispar koziil 1 téves).

Mitogén vegyliletek azért novelik a spontan (€s a kémiailag indukalt) mutaciok frekvenciajat, mert:
* Rovidiil a G1 fazis, ezzel rovidiil a DNS hiba még a replikacio (S) el6tti kijavitasara fordithaté ido.
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* Az S fazisban a DNS-hiszton kapcsolat fellazul, ezért reaktiv vegyiiletek konnyebben elérhetik a DNS-t.

» Rovidiil a G2 fazis, ezért rovidebb ido jut DNS metilaciora, ezért DNS hipometilacio kovetkezik be. A
proto-onkogének hipometilalt promoter szakaszan fokozodik a pre-inicidcios komplex képzddése, ezért nd
a proto-onkogének transzkripcidja, a proto-onkogén fehérjék pedig tovabb gyorsitjak a sejtosztodasi
ciklust. — Eddig ismeretlen okbol a tumor-szuppresszor gének promotere viszont hipermetilalt lesz, ezért
expresszidjuk csokken. Igy a tumor-szuppresszor fehérjék kevésbé fékezik az osztodasi ciklust és/vagy
kevésbé okoznak apoptozist! Tovabbi adalékok epigenetikus mechanizmusokrol (koztiik a mikroRNS-ek
szerepérol) a 10. Fiiggelékben olvashato.

2. A mitogén vegyiiletek altalaban az apoptézist iS gatoljak; ezért is névelik a spontan mutaciok gyakori-
sagat, hiszen az apoptdzis gatlasaval a DNS-karosodott sejtek eliminalasa csokken.

D. NEM-OSZTALYOZOTT KARCINOGENEK-OKOZTA DAGANATKEPZODES |

A nem-osztalyozott karcinogének még nem ismert modon hatd, vagy Osszetett hatdsmechanizmussal bird
karcinogén vegyiiletek. Példaként itt az azbesztet és az arzén vegyiileteit targyaljuk.

I. AZBESZT

1. Fizikai és kémiai jellemz6k

« Asvanyi anyag, lemezes, rostos szerkezettel; tiizallo és jo hészigeteld.

» Szilikatok keveréke. Két tipusa, ill. harom fontosabb altipusa ismert — fehér, barna, kék.

: : 2 A mezotelioma
TIPUS ALTIPUS KEPLET relativ rizikoja
SERPENTINE azbeszt Chrysotile = fehér Mgs(Siz010)(OH)s 1
Amosite = barna MgrFe?*7(SisO22)(OH), 100
AMPHIBOLE azbeszt - ¢ olite = kok | NasFeZoFe®»(SiaO2)(OH), 500

Figyelem: A barna és kék azbeszt vasat is tartalmaz; ezek kiilonosen veszélyesek — Id. az abrat a 28. oldalon.

2. Expoziciéo médja: foleg pulmonalis. A legtobb belélegezhetd azbesztrost mikroszkdpikus méretii, hossza
(3.0-20.0 um), de vékony (~0.01 pm atméréji) szalakbol all.

3. Expozicios forrasok — egykor
* Foglalkozdsi expozicio — példak:
- Epitéipar — cementbe kevert azbesztbél késziilt épitdanyag az eternit. Létezik eternit-pala és eternit-csé is.
- Kovacs- és gépipar — pl. a gépkocsik fékbetétjét egykor azbeszttel boritottak.
- Kazangyartas — kazadnok hdszigetelésére azbeszttel tortént.
- USA, 1950 elétt: hajogyartas — hajokazanokat és fiitéecsoveket azbeszttel hészigetelték.

Az amerikai hajogyari munkasok egykori azbeszt-expoziciojarol irjak: They toiled in the bellies of great gray
warships during and after World War Il, wrapping mazes of pipes, engines, boilers and turbines with asbestos
insulation. Fogs of asbestos dust often were so thick that workers couldn't see each other.

A mezothelioma gyakorisaga a Virginia allambeli Hampton Roads korzetében (amely a hajogyartas egyik kozpontja)
7-szerese az amerikai atlagnak! Becslések szerint 100 000 ember halalat okozta, ill. fogja okozni a hajoépiték azbeszt-
expoziciéja az USA-ban.

Ma az azbesztgyartas és felhasznaldas az Europai Unioban tilos.

* Nem foglalkozasi expozicio — pl. azbeszttel szennyezett épiiletekben élokben.

Németorszagban pl. azbeszt tartalmi épitéanyaggal (azbesztcement, eternit-pala,
eternit-cs6) késziiltek lakasok, f6leg torok vendégmunkasok szamara az 1960-70-
es években (Neumann et al.: Int. Arch. Occ. Env. Hyg. 74: 383-95, 2001).

4. Azbeszt-indukalta daganatok formai

e Pleuralis mezotelioma (ez a leggyakoribb): 70%-at foglalkozasi expozicid okozza 85%-ukban a tudoben
magas az azbeszt-tartalom (fénymikroszkoppal kimutathat6 a tiidobiopszias anyagbol). IARC: 1. osztaly.

* Ritkdbb formak: tiidorak, peritonedlis mezotelioma.
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5. Azbeszt-indukalta pleuralis mezotelioma klinikai jellemzoi

e A lappangasi id6 atlagosan 38 év. Mivel az azbesztgyartas és felhasznalas 1970 koriil ért a cstcsra, a
mezoteliomak szama évente nott (Németorszagi esetek 1988: 168, 1998: 515) és 2010 koriil tetdzott.

» Az atlagos ¢letkor a diagnozis felallitasakor 60 év, a hossza lappangasi idonek megfelelden.

» Kezdeti tiinetek: kohogés, ,,pleurdlis beszlirddés” a mellkasfelvételen.

* Atlagos tulélési id6 a diagnozis felallitasa utin minddssze 14 honap!

6. Az azbeszt karcinogén hatasanak mechanizmusa: valészintileg kozvetetten genotoxikus hatast.

Mutacié Oxidativ .
kritikus génekben DNS-karosodas ALVEOLARIS
1 MAKROFAG Glikoz-6-P
Glitk6x-6-P
-dehidrogenéaz
HO' Fagrzgi:g::ws 02 NADPH
»
MESOTHELIOMA /\/| Azbeszt (Fe)
/AN -
HOOH

Mitogén jelatvitel

fokozédasa ¢  F1P-S-OH¢— PTP-SH

SOD = Szuperoxid-dizmutaz; PTP = protein-tirozin-foszfataz

» Az azbeszt kozvetetett mddon oxidativ DNS kérosodast okoz, mert:
- Az alveolaris makrofagokba felvett azbeszt aktivalja a NADPH-oxidazt, igy né O2* és HOOH képzddés.

- Az azbesztben 1év6 Fe?" ion katalizalja a Fenton reakciot:
HOOH — HO® — oxidativ DNS-karosodas, pl. 8-OH-guanin képzédés, DNS lanctorés — Id. a 15. oldalon.
- HOOH — PTP-S-OH = a PTPazok inaktivalodnak, ezért a mitogén jelatvitel gyorsul — ,,redox signaling”.

Emlékeztet6: A HOOH protein-szulfénsav (Prot-S-OH) termékeket képez a vordsvérsejtekben is, ahol ezek
Heinz-test képzOdést eredményeznek az an. hemolizalo MetHb-képzOk hatasara — lasd a 8. Fejezet 7-9. oldalain.

* Az i.c. térbe jutott azbesztszdlak egyrészt kromoszoma toréseket okozhatnak, igy delécid, transzlokacio

képzddéséhez vezet — ezek genotoxikus hatasok.

e A dohanyzas megnoveli az azbeszt-indukalta tiidorak gyakorisagat. A dohanyfiist szamos genotoxikus
karcinogént tartalmaz. llyenek pl. dohany-specifikus nitr6zaminok, DMNA, 4-aminobifenil, PAH, Cd?*
(lasd a 12. oldalon). A dohanyfiist mint szildrd részecskéket tartalmazo aeroszol is aktivalhatja az alveo-
laris makrofagokat, benniilk a NADPH-oxidazt (NOX), és igy noveli a O2%, a HOOH és HO" képzddését.

7. A mezotelioma kemoterapiaja: Pemetrexed (DHFR gatlo, mint a methotrexat) kombinalva cisplatinnal.

II. ARZEN - lasd még az 5. és 6. Fejezetben is.

1. Arzén-okozta emberi daganatok és expozicios forrasok
* Bér: Bazalsejtes cc. (4ltaldban nem metasztatizal) — okozo: As-tartalml ivoviz és a nap UVB sugérzasa.
Laphamsejtes cc. (metasztatizalhat) — régi ok: Sol. Fowleri 1% As>Os3, 2-30 csepp (=1-15 mg) per os.
* Holyag-, vese-, és mdj-tumor: As-tartalmi ivoviz fogyasztas (EU hatarérték: 10 pg/L; néhol még 50 pg/L).
* Tiidorak. Arzén-tartalmu port belégzokben — pl. rézolvasztarok, peszticid-gyartok. Az 6lom-arzenat valaha
a vasuti talpfak konzervaldja volt. A mono- és dimetilarzenat (MMAsY, DMAsY — Id. 6. Fejezet) gyomirt6
gyapotfoldeken.

Kisérleti allatokban az arzén csak kiilonleges koriilmények kozott daganatkeltd (pl. transzgén egéren; UV
besugarzassal kombinalva; terhes patkdnynak adva a ndstény utédokban = transzplacentalis karcinogenezis).
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2. Mechanizmusok az arzén karcinogén hatasaban — t6bbfélék lehetnek:
a. Nem-genotoxikus mechanizmusok — a mitogén jelatvitel feler6sitése, valosziniileg az aldabbi modokon:

« Az As"' aktivélja az endotél- és érsimaizom sejtekben a NADPH oxidazt. A NOX* O,* gyokot termel.
Az O2* gyokbdl HOOH képzdédik, amely oxidalja a protein-tirozin-foszfataz (PTP) enzim -SH csoportjat
szulfénsavas csoportta: PTP-SH (aktiv) + HOOH — PTP-S-OH (inaktiv). A NOX-rdl lejjebb tovabbi
fontos informacio olvashaté a csillaggal megjelolt kiemelt részben.

A PTP inaktivalédasa miatt a novekedési faktor (pl. az EGF) receptorok (pl. a HER2) foszforilaltsaga —
ezzel aktivitasa — fokozodik, ezért a ndvekedési faktor receptorokrol induld mitogén jelatvitel feler6sodik.

« Az As"" noveli proto-onkogén fehériék (pl. Mdm-2, c-Myc, E2F) expresszidjat — Az E2F transzkripcids
faktor transzaktival a DNS szintézishez sziikséges géneket is (pl. dihidrofolat reduktaz, timidilat szintetaz).

o Az As'' csokkenti a tumor-szuppresszor fehériék (pl. a p27 ciklin-dependens-kinaz gatld) expresszioiat.

o Az As""! hatdsara a DNS-metilacio a gének promoter-szakaszain megvaltozik:
- Globalis hipometilacio 1ép fel; emiatt pl. né az Gsztrogén receptor expresszio — mitogén hatas a majban — tumor.
- DE: A tumor szuppresszor gének (pl. a p53 gén) hipermetilalédnak (!) = ,,gén silencing”. Emiatt csokken a p53
fehérje expresszioja. Kovetkezménye: csokken a p53-indukalt apoptozis és fokozodik a hajlam a tumorképzddésre.

b. Indirekt genotoxikus mechanizmusok, mint pl. az alabbiak:
* A DNS reparacio gatlasa, mert:
- Csokken a DNS-ligaz expresszidja — ez nem direkt gatlo hatas
- Csdkken a PARP aktivitds — ez direkt hatas lehet: Az As"' kétédve a PARP Zn-finger doménjének SH-
csoportjaihoz kiszoritja onnan a Zn?* iont, ezaltal inaktivalja a PARP enzimet. igy az As"' gatolhatja az
XPA-t is, amely Zn-finger protein, a nukleotid excizios repair résztvevdje — 1d. 17. old. és 9. Fiiggelék.

* Endotél- és érsimaizom sejtekben az As!"' aktivalja a NADPH oxidazt (NOX)* A NOX O,* gyokot termel.
Az O7* gyokbdl HOOH képzdédik, amely a Fenton reakcioban hidroxil szabadgyokké bomlik (HO*). A HO®
oxidativ DNS karosodast valt ki 8-OH-Gua képzddés és a rib6z C4’atomjarol valo H atom absztrakcio
révén; ezek DNS lanctoréshez vezethetnek — lasd a 16. oldalon. Vedd észre: a NOX-aktivalasbol szarmazd
HOOH képz6dés masik kovetkezményét — a mitogén jelatvitel erdsitését — feljebb, az a. pontban emlitettiik.

* NADPH-oxidaz (NOX) enzim nem csak fagocita sejtekben van jelen, hanem az endotél- és érsimaizom-
sejtekben is. Ezek a sejtek nem képeznek olyan sok O2* gyokot (a HOOH prekurzorat), mint a fagocitak az
un. oxidative burst soran. Az endotél- és érsimaizom-sejtekben 1évé6 NADPH-oxidaz azonban az O2® gyokot
az intracellularis térbe bocsatja, igy a beldle képz6dé HOOH oxidalhatja (igy inaktivalhatja) a citoplazma
SH-fehérjéit, pl. a PTP-t, igy fokozva a mitogén jelatvitelt (lasd feljebb az a. pontban), a HO® pedig elérheti
a nuklearis DNS-t is! Ezzel szemben oxidative burst esetén a fagocitadk a szuperoxid-anion gyokot az
extracellularis térbe bocsatjak — ldsd az dabrat az azbesztrél az elézé oldalon — és mint ,,vegyi fegyvert”
hasznaljak a szervezetbe jutott é16 korokozok ellen (bar a szomszédos sejtek is karosodast szenvedhetnek el).

c. Direkt genotoxikus mechanizmusok — bar szerepiik bizonytalan, ilyen hatast jeleznek:
« A comet assay: A DNS-hez in vitro adott metilalt As'"'-metabolitok (pl. dimetil-As"'-OH — Id. a 6. Fejezet
12. oldalan) DNS-lanc torést okoznak redukaloszer (pl. NADH) jelenlétében (az okozo dimetil-arzin lehet).
» Klasztogén hatast jelzd tesztek, az arzenittel (As'"") kezelt egérben:
- Mikronukleusz jelenléte a magvas vorosvérsejtekben (lasd a 32. oldalon), és
- Kromoszoma aberraciok (pl. torott kromoszomak) a csontvel6bdl vett sejtekben.
 SHE (Syrian hamster embryo) sejt transzformacios assay (1d. a 36. oldalon): arzenittel (As'"") inkubalt SHE
sejtekben karcinogénekre jellemzo transzformaciod, kromoszoma aberraciok és SCE mutathatok ki.

d. Ko-karcinogén hatds: Az arzenit-tartalmt vizzel — 10 mg/L As; ami 200-szorosa a korabbi 50 ug/L-es
hatarértéknek (!) — itatott egér borében UV-besugarzas hatasara karcinoma fejlédik ki, mig a csapvizet

fogyasztd egér bérében nem. A kémiai karcinogének (pl. DMBA) daganatkeltd hatasat is noveli az As'".

Tartos As-expozicio legmegbizhatobban a labujj-korom As-tartalmanak mérésével igazolhato (neutron-
aktivacios analizissel).
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E. VEGYULETEK KARCINOGEN HATASANAK TESZTELESE

Két tesztrendszer:

I. Genotoxicitasi tesztek — Ezekkel azt tesztelik in vitro vagy in vivo, hogy a vegyiilet (vagy annak
metabolitja) okoz-e DNS-karosodast, kromoszéma-karosodast, vagy mutaciot. Pozitiv genotoxicitas
valoszintisiti, hogy a vegyiilet karcinogén ¢és teratogén hatasu.

Il. Karcinogenitasi tesztek — Ezek olyan allatkisérletek vagy tenyésztett sejteken végzett kisérletek,
amelyekben azt vizsgaljak, hogy a tesztvegyiilet tartos adagolasa (ill. jelenléte a sejtek kornyezetében) okoz-
e daganatképzddést az allatokban, ill. daganatkelté vegyiiletekre jellemz6 sejttranszformaciot (a sejtek
fenotipusanak jellegzetes megvaltozasat).

I. GENOTOXICITASI TESZTEK

Ezek a tesztek csak a genotoxikus karcinogének kimutatasara alkalmasak, nem-genotoxikus (epigenetikus)
karcinogéneket nem jeleznek.

Egyes genotoxicitasi vizsgalatokat in vitro végeznek tenyésztett baktériumokon (pl. Ames teszt), vagy emlds
sejteken (pl. kromoszoma aberracios teszt CHO sejteken, TK*" egér lymphoma-sejt assay). Mas tesztek csak
in vivo végezhet6k (pl. MutaMouse teszt, Big Blue Mouse teszt), és vannak olyanok is, amelyek in vitro és
in vivo is kivitelezheték (pl. Comet assay, UDS-vizsgalat, SCE-vizsgalat, mikronukleusz teszt).

Eléirasok gyogyszerjelolt vegyiiletek genotoxicitasanak vizsgalatarol

* Gyogyszerjelolt vegyiilet esetén az els6 humdan vizsgalatok (Fazis-1) elott genotoxicitasi vizsgalatokat kell
végezni legaldbb in Vitro. A Fazis-1I vizsgalatok megkezdése eldtt pedig egy in VIVO genotoxicitdsi teszt
eredményét is ismerni kell.

* Porzitiv genotoxicitasi teszt-eredmény esetén csak akkor folytathatok a human vizsgalatok, ha kizarhato,
hogy a genotoxikus hatds emberben relevans, vagy ha a genotoxicitas a terapids hatds elkeriilhetetlen
velejardja — pl. ha a gyogyszerjeldlt alkildlo tipusi DNS-reaktiv daganatgatlo.

A genotoxicitasi tesztek tipusai — az 0sztalyozas a genotoxicitasi teszt altal jelzett valtozas szerint tortént:

A GENOTOXICITASI

TESZT jelezhet In vitro In vivo
1. DNS KAROSODAST » Comet assay (egy sejt gél- » Comet assay™* (egy sejt gél-

KOZVETLENUL elektroforézis assay) elektroforézis assay)
2. EESZ%;‘SSODAST « UDS (unscheduled DNS szintézis) | » UDS (unscheduled DNS szintézis)

(a DNS repariciot jelzi) * SCE (sister chromatid exchange) * SCE (sister chromatid exchange)

, * Mikronukleusz teszt » Mikronukleusz teszt*

3. KROMOSZOMA- , o

KAROSOD AST e Kromoszoma aberrdcios teszt

CHO sejteken
e Ames teszt — bakterialis reverz * MutaMouse teszt

. mutacios teszt”
4. MUTACIOT v : :
* TK™" egérlymphoma-sejt assay — | » Big Blue mouse teszt

emldssejt forward-mutacios teszt”

* Célszerli a comet assay-t €s a mikronukleusz tesztet egyiitt végezni, azonos allaton.
# Forward mutacio esetén a normalis (wild type) gén mutins génné alakul, reverz mutacio esetén pedig az
eleve mutans gén visszaalakul normalis (wild type) génné.
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1. A DNS karosodasat kozvetleniil jelzo tesztek:
Comet assay in vitro és in vivo — mas név: egy sejt gél-elektroforézis; single cell gel electrophoresis, SCGE

Kérdés: Okoz-e a tesztvegyiilet olyan DNS kdrosodast, amelynek kovetkeztében a sejtmagban foglalt DNS
allomanybol kisebb-nagyobb toredékek képzédnek? Ha igen, akkor elektroforézis hatasara a toredékek —
méretliktol fliggden — hosszabb-rovidebb tavolsagra elvandorolnak, ezért egy sejt nuklearis DNS allomanya
elektroforézis utan nem kompakt kerek format, hanem {istokds-szerti format vesz fel.

DNS karosodasok, amelyeket a comet assay jelezhet: DNS egyes és kettds lanctorés, DNS-DNS és DNS-
fehérje keresztkotések 1étrejotte.

Kivitelezése:

1. Kezelés tesztvegyiilettel. A comet assay elvégezhetd in vitro (tesztvegyiilettel kezelt sejtszuszpenzion,
vagy sejttenyészeten), valamint in vivo (tesztvegyiilettel kezelt kisérleti allaton) is. A tesztvegyiilet a
sejtekben vagy a kisérleti allatban genotoxikus metabolitta iS biotranszformalddhat, majd reagalhat DNS-sel
és karosithatja azt, pl. kisebb-nagyobb DNS fragmentumokra ,,torheti”.

2. Kezelés utan sejtszuszpenziot készitenek a sejttenyészetbdl, illetve a kezelt allat barmely szovetébdl (2-24
oraval a vegyiilet beaddsa utan). Fontos 1épés: EDTA hozziadasaval gatoljdk a Ca®*-fiiggé endonukleazokat.

3. A sejteket mikroszkop-targylemezre felvitt agardz gélbe agyazzak.

4. A beagyazott sejteket tartalmazo targylemezt két kezelésnek vetik ala.
- El6szor a lemezt detergensben aztatjak, hogy a sejt plazma- és intracellularis membranjai feloldodjanak,
a fehérjék pedig kimosodjanak a sejtbol.
- Ezutan a beagyazott sejteket tartalmazé lemezt NaOH oldatban aztatjak (pH >13), amely a DNS kettds-
lanc szétcsavarodasat (unwinding) idézi eld.

5. A lemezeken 1év0d, gélbe beagyazott, egyedi sejtmagokbdl szarmazo, immar egylanci DNS-allomanyt
elektroforézisnek vetik ald. Ha a DNS allomany intakt (nem tartalmaz fragmenseket), akkor az egy magbol
szarmazd DNS nagy mérete miatt nem képes a gélben vandorolni, ezért a helyén marad (1d. az A képet). Ha
a DNS allomany fragmenseket tartalmaz, akkor a DNS toredékek vandorolni képesek a gélben, mégpedig
annal gyorsabban minél kisebbek. Igy képzddik az intakt DNS-t jelzd kerek folt helyett az iistokos forma,
amelynek ,,feje” az ép DNS-t, a ,,csévaja” a DNS fragmenseket tartalmazza (1d. a B-D képeket). Figyelem:
Az elektroforetikus vandorlds balr6l jobbra tortént, vagyis ez az ,,listokds” a csovdjaval halad eldre!

6. A lemezt DNS-specifikus fluoreszcens festékkel megfestik (pl. a DNS-hez interkalalodé etidium-
bromiddal, amelynek fluorescenciaja a DNS-hez kotédve 20-szorosra né), majd mikroszkop alatt kiértékelik
az ,,ustokos képzddés” gyakorisagat, valamint az iistokOosben a ,,csova” ardnyat a fejhez képest; ezek
aranyosak a DNS karosito hatassal. (Vigyazz az etidium-bromiddal, mivel mutagén — az interkalacio miatt!)

o
Comet Assay Overview
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Megjegyzés: A kezelést tesztvegylilet mellett a vivoanyaggal és pozitiv kontroll-vegytilettel is elvégzik.
Pozitiv kontroll lehet pl. a direkt genotoxikus metil-metanszulfonat (MMS; Id. a 4. oldalon) és a CYP-
katalizalt metabolikus aktivaciot igénylé dimetil-nitrozamin (DMNA,; lasd a 8. oldalon).
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2. A DNS karosodasat kozvetve jelzo tesztek: ezek a karosodott DNS reparaciojat jelzik
2.1. Unscheduled DNS szintézis (UDS) kimutatasa — in vitro és in vivo

Kérdés: Okoz-e a tesztvegyiilet excizios vagy posztreplikacios repardciot igénylé (ezért unscheduled DNS
szintezissel jaro) DNS-karosoddst?

Kivitelezés: Az in vitro tesztet patkanymajbol izolalt, tenyésztett hepatocitakon végzik. A pozitiv kontroll-
vegyiilet ismert hepatokarcinogén, pl. 7,12-dimetilbenzantracén (ld. a 8. oldalon), vagy 2-acetilaminofluorén
(Id. a 9. oldalon).

1. A sejteknek a DNS-replikacidjukhoz kotott — vagyis az S fazisban ,tervezett” (scheduled) — DNS
szintézisét hidroxiureaval blokkoljak. Ezutan a sejteket inkubaljak a tesztvegyiilettel (vagy vivoanyaggal, ill.
a pozitiv kontroll-vegyiilettel) és brém-deoxiuridinnal (BrdU), ami a timidin analdgja (Id. lent). A
tesztvegyiilet, vagy annak a majsejtek altal képzett metabolitja olyan DNS-karosodast idézhet eld, amelynek
javitasa excizios, vagy poszt-replikacios reparaciot igényel. A reparacid soran a kimetszett szakasz — vagy az
un. posztreplikdcioés hiany — ,,unscheduled” (nem iitemezett, azaz nem a DNS-replikaciohoz kotott) DNS
szintézissel potlodik, amelynek soran BrdU épiil be ezekbe a DNS szakaszokba. (Az abraban a pontozott T
betiik jelzik a beépiilt timidin anal6g BrdU-t.) 11.

Kitéré: A hidroxiurea a ribonukleotid reduktaz gatloja. A >
ribonukleotid reduktaz elengedhetetlen a DNS szintézishez az S Y
fazisban, hiszen ez az enzim deoxiribonukleotidokat képez
ribonukleotidokbol. A hidroxiureat daganatok sugar-kezelése — — — :z
elott adjak a betegnek a daganatsejtek ,,szikronizalasa” céljabol. EBrdU
Hidroxiureaval gatolva a tumorsejtek belépését az S fazisba,
azok a sugarhatasra legérzékenyebb G1 fazisban gytilnek 6ssze.

2. Az inkubalt sejtek kenetén a timidin-analog BrdU beépiilését vizsgaljak. A BrdU immun-fluoreszcens
eljarassal kimutathato. E célbol egy BrdU-ellenes primer antitesttel inkubaljak a kenetet, majd a primer
antitest kotodését egy fluoroférral jelzett szekunder antitesttel detektaljak. Ezutan fluoreszcens mikroszkop
alatt vizsgaljak a kenetet és megszamoljak a BrdU—primer antitest-szekunder antitest komplexeket jelz6
fluoreszkald szemcséket (lasd a képet lejjebb).

Ha a szemcsék szdma jelentdsen magasabb a teszt-vegyiilettel kezelt sejtekben, mint a vivoanyaggal kezelt
majsejtekben lathatd szemcsék szama, akkor a tesztvegyiilet DNS-reaktivnak mindsitendo.

In vivo teszt: Patkanyoknak adjak a tesztvegyiiletet, majd majukbol sejteket izolalnak, és azokat hidroxi-
ureaval és BrdU-nel inkubaljak. A BrdU beépiilés vizsgalata és értékelése a fent leirtak szerint torténik.

9 %
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Timidin Brom-deoxi- .
OH OH uridin (BrdU)

A BrdU a timidin analégja,
amely BrdU-PPP-vé foszforilalédva
a timidin-PPP (dTTP) helyett beépiil a DNS-be,
és ott immunfluoreszcens eljarassal detektalhato. A
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2.2. Sister chromatid exchange (SCE) kimutatasa — in vitro és in vivo

Kérdés: Okoz-e a tesztvegyiilet posztreplikacios (mds néven rekombindcios) repardciot igénylé (ezért sister
chromatid exchange jelenséggel jaro) DNS-kdrosoddst? — a rekombindcio sémajat lasd a 4. Fiiggelékben.

Kivitelezés:

1. Az in vitro tesztet phytohemagglutininnel osztédasra birt human limfocitakon végzik, amelyeket a
tesztvegyiilettel (vagy vivéanyaggal, ill. pozitiv kontroll-vegyiilettel) és BrdU-nel inkubalnak A BrdU (egy
timidin-analog, Id. feljebb), amely csak az Gjonnan szintetizalddé DNS-lancba épiil be a timidin helyett.

Pozitiv kontroll-vegytiletek, pl.:

o Etil-metdanszulfonat: Direkt hato genotoxikus vegyiilet, a 4. oldalon lathaté metil-metanszulfonat analogja.

o Ciklofoszfamid: Indirekt hato, CYP-katalizalt metabolikus aktivaciot (hidroxilaciot) igényld genotoxikus vegyiilet;
mustarnitrogén tipusu daganatellenes szer (prodrug, aktiv metabolitja a foszforamid-mustar).

e Mitomycin C: Redukcié révén aktivalodé indirekt genotoxikus vegyiilet, daganatellenes szer (prodrug). Az aktivald
enzim a DT-diaforaz (ajabb néven NAD(P)H : quinone-oxidoreduktaz, NQO1) — l4sd a 7. Fejezet 4-5. oldalan.

2. A sejtosztodast 72 ora mulva — a 2. mitézis folyamdn — colchicinnel leallitjak metafazisban, hogy a
kromoszdémakat alkotd két kromatid ne valjon szét. — A colchicin gyogyszer is; lasd a 2. Fliggeléket!

3. A BrdU beépiilés lathatova tételére leggyakrabban egy specialis fluoreszcens festéket (Hoechst 33258)
hasznalnak, amely a sejtbe permealva kotédik a DNS-hez. E festék fluoreszcenciaja kioltodik, amikor olyan
DNS szakaszhoz kotddik, amelyben mindkét DNS lancban talalhatdé BrdU (bifilamentéalis BrdU-jeldlt
szakasz), de nem oltodik ki, ha olyan DNS szakaszhoz ko6tddik, amelyen beliil csak az egyik lanc hordoz
BrdU-t (monofilamentalis BrdU-jelolt szakasz).

4. Fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaljak a 2. mitozis metafazisaban képzodott kromoszémakban a BrdU
beépiilést, a SCE jelenséget keresve. A SCE-t az jellemzi, hogy mind a két kromatidban, a benniik 1év6
DNS-duplexben eléfordulnak sziiléi (BrdU-mentes) és leany (BrdU-tartalmi) szakaszok; a jelenséget
ugyanis olyan DNS-karosodas okozza, amely rekombinaciés modon reparalodik (1d. a 4. Fiiggeléket). Ezek a
szakaszok azonban ugy helyezkednek el, hogy ha a kromoszoma egyik kromatidjaban 1évé DNS-duplexben
egy adott helyen bifilamentalis BrdU-jelolt szakasz fordul el (ahol a Hoechst festék fluoreszcenciaja
kioltodik), akkor e szakasszal ,,szemben” a kromoszoma masik kromatidjaban 1évé DNS-duplexben
monofilamentalis BrdU-jel6lt szakasz helyezkedik el (ahol a Hoechst festék fluoreszcenciaja megmarad);
tovabba, a két fajta szakaszok reciprok modon helyezkednek el a két kromatidban. Vagyis a SCE-t olyan
kromoszomak jelzik, amelyek egyik kromatidja szakaszosan nem fluoreszkal, a masik kromatidja viszont
éppen ezeken a szakaszokon fluoreszkdl (és forditva). Az ilyen kromoszomat nevezik ,harlequin”
kromoszoémanak (ld. a jobb oldali abrat). Ha a SCE-t mutatd sejtek szama a tesztvegylilettel kezelt sejtek
kozott jelentésen nagyobb, mint a vivoanyaggal kezelt sejtek kozott, akkor a tesztvegyiilet DNS-reaktiv.
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BAL: Normalis kromoszomak. A 2. mitézist kozvetleniil megelézéen az egyik kromatidban 1évé DNS-duplexnek
csak az egyik lanca tartalmaz BrdU-t; ez fluoreszkal, mig a mdsikban lévé duplexnek mindkét DNS-lanca tartalmaz
BrdU-t, amely kioltja a Hoechst festék fluoreszcenciajat. JOBB: SCE-t mutaté kromoszomak. Mindkét kromatidban
vannak monofilamentalis BrdU-val jelolt DNS-duplex szakaszok — ezek fluoreszkalnak — és bifilamentalis BrdU-val
jelolt DNS-duplex szakaszok — ezek nem fluoreszkalnak. Az ilyen kromoszomat nevezik ,,harlequin” kromoszoémanak.

Az in Vvivo tesztet patkanyokon végzik. Az allatokat a tesztvegylilettel (vagy vivéanyaggal, ill. pozitiv
kontroll-vegyiilettel) kezelik, majd majukbdl hepatocitakat izolalnak, azokat tenyésztik, osztodasukat EGF-
fel stimulalva. Ezen a sejttenyészeten végzik az SCE kimutatasat a fent leirtak szerint.
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3. Kromoszoma-karosodast jelzé tesztek
3.1. Kromoszoma aberracios teszt CHO sejteken

Kérdés: Okoz-e a tesztvegyiilet kromoszoma aberraciot tenyésztett CHO sejtekben — pl. a kromoszoman ill.
kromatidon hézagot, torést, a torott részek egyesiilését jelz6 modosulast, a kromoszoma-szam valtozdsat?

CHO sejtek = Chinese hamster ovary eredetii emlds sejtek; amelyek sejtciklus-ideje 10-12 ora.

Kivitelezése:

1. A CHO sejteket a tesztvegyiilettel (vagy vivéanyaggal, ill. pozitiv kontroll-vegyiilettel) 2 6raig inkubaljak.

2. A tesztvegyiiletet a sejtek mosasaval eltavolitjak.

3. A sejteket 20 oran at (~2 sejtciklus) tapoldatban inkubaljak, az inkubacios periodus utolsd 3 orajaban
colchicin jelenlétében. — A colchicin gyogyszer is; lasd a 2. Fiiggeléket!

A colchicin gatolja a tubulin polimerizdaciojat mikrotubulusokkd és az utobbiakbol szervezodo osztoddsi orso
letrejottét a sejtosztodas metafazisaban. Ezért a kromoszomdk képtelenek kettévalni és az un. sister-kromatidok a
leanysejetekbe szegregalodni. A colchicinnel kezelt sejtekben tehat a kromatidok kromoszémdkat képezve egyiitt
maradnak, azok festés utan mikroszkop alatt megfigyelhetok.

4. A sejteket hipotdnids sooldatban duzzasztjak, targylemezre
fixaljak és Giemsaval festik. A Giemsa metilénkék és eozin
keveréke; a kationos metilénkék a DNS foszfat-csoportjaihoz
kotodik, ezért megfesti a kromoszomakat. — Emlékeztets: A
metilénkék a methemoglobinémia gyogyszere is (I1d. 8. Fejezet).

5. Mikroszkép alatt 50-100 sejtet vizsgalnak. Kérdések: Milyen
kromoszoma aberraciok fordulnak eld, n6tt-e az aberralt kromo-
szomakat hordozé sejtek aranya a tesztvegyiilettel tortént
inkubacio hatdsara a vivOanyaggal inkubalt sejtekhez képest?

3

A teszt elvégzendd tgy is, hogy a tesztvegyiiletet a CHO sejtekkel patkany-maj posztmitokondrialis
szupernatans (amely tartalmazza a SER-hez kotott CYP enzimeket) és NADPH-képz6 rendszer (lasd az 1.
Fliggeléket) jelenlétében inkubaljak. Ha a tesztvegyiilet csak ekkor okoz kromoszoma aberraciot, akkor arra
kovetkeztethetiink, hogy a vegytilet CYP altal képzett metabolitja (és nem az anyavegyiilet) genotoxikus.

3.2. Mikronukleusz teszt

Kérdés: Okoz-e a tesztvegyiilet , mikronukleusz képzodésben” megnyilvanulo kromoszéma aberraciot
(torést) a tesztvegyiilettel kezelt rdagesalo (egér vagy patkdny) csontveld sejtjeiben (in vivo teszt) vagy pl.
osztoddsra késztetett emberi limfocitakban (in vitro teszt)?

A mikronukleusz a sejtmagon kiviil maradt kromoszéma vagy kromoszoma toredék. Az a kromoszoma, ill.
toredék, amely nem tartalmaz centromért, ugyanis nem képes kapcsolddni az osztddasi orsét képezd mikro-
tubulusokhoz, igy a sejtosztodas utan nem ,,huzddik be” a lednysejt magjaba.

In vivo mikronukleusz (MN) teszt egéren vagy patkanyon:
1. Az allatokat a tesztvegyiilettel (vagy a vivOanyaggal, vagy a pozitiv kontroll-vegyiilettel) kezelik.

2. 24 és 48 ora mulva csontvel6t vesznek a femurbol, a kenetet Giemsaval festik, mikroszkop alatt
megszamoljak, hogy az ¢éretlen, még maggal bird vordsvérsejtek koézott milyen ardnyban vannak
mikronukleusz-hordozo sejtek. Ha ezek aranya magasabb a tesztvegyiilettel kezelt allatok csontveldjében,
mint a vivoanyaggal kezeltekében, akkor a tesztvegyiilet kromoszdéma-karosito, ,klasztogén hatdsa™.
Megjegyzés: Mikronukleusz-képz6dés vizsgalhato az allatok periférias vérében is. A mikronukleusz-hordozo
vorosvérsejtek a vérben flow cytometridval is megszamlalhatok.

In vitro mikronukleusz teszt phytohemagglutininnel osztodasra birt human limfocitakon:

1. A limfocitakat 20 o6ran at inkubaljak a tesztvegyiilettel (vagy vivoanyaggal, ill. + kontroll-vegyiilettel).
2. Cytochalasin B-t adnak a sejtekhez. A CB egy mikotoxin, amely gatolja mikrofilamentumok képz6dését,
igy megakadalyozza citoplazma osztodasat a sejtosztodas soran; ezért kétmagvu sejtek képzodnek.

3. Ujabb 24 6ra mulva a sejteket kinyerik, targylemezen fixaljak, Giemsaval festik, és mikroszkopos
vizsgalattal meghatarozzak a kétmagvu limfocitdk kozott a mikronukleuszt tartalmazok aranyat.
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Megjegyzések:

1. A kétmagvu limfocitak képzése cytochalasin B-vel egy kisérleti manipulacid, amely megnoveli a teszt
érzékenységét és specificitasat. A kétmagva limfocitak ugyanis a tesztvegyiilettel tortént expozicid utan
képzddnek, ezért dontden a tesztvegyiilet hatasara képz6do mikronukleuszokat tartalmazzak. Az egymagvu,
sejtekben a mar kordbban (nem a tesztvegyiilet hatasara) képz6dott mikronukleuszok talalhatok.

2. A CHO sejteken végzett kromoszoma aberracios teszthez hasonléan, a limfocitakon végzett in vitro
mikronukleusz teszt is elvégzendd ugy is, hogy a tesztvegyiiletet a human limfocitakkal patkany-maj
posztmitokondrialis szupernatans (CYP) és NADPH-képzo rendszer (Id. 1. Fiiggelék) jelenlétében
inkubaljak. Ha a tesztvegyiilet csak ekkor valt ki mikronukleusz képzddést, akkor arra kovetkeztethetiink,
hogy a CYP altal képzett metabolitja genotoxikus (ez esetben kromoszoma torést okozo, vagyis klasztogén).

3. Pozitiv kontroll-vegyiiletek lehetnek:
- Direkt (aktivaciot nem igényld) klasztogén: bleomycin — daganatellenes kemoterapias szer!
- Indirekt (aktivaciot igényl6) klasztogének: ciklofoszfamid (a CYP aktivalja) és mitomycin C (az NQO1 aktivalja) —
mindketté kemoterapias szer; dimetil-nitrozamin (a CYP aktivalja; lasd a 8. oldalon).

4. Mutagén hatast jelz6 tesztek
4.1. Ames teszt — reverz mutacié vizsgalata eleve mutans Salmonella typhimurium baktériumokon.

Olyan mutans Salmonella typhimurium torzseken végzik, melyek elvesztették azt a képességiiket, hogy
hisztidint szintetizaljanak, ezért nem képesek szaporodni hisztidin hidnyaban (hisztidin-mentes taptalajon).

Kérdés: Okoz-e a tesztvegyiilet vagy CYP dltal képzett metabolitja ,, reverz mutdaciot” mutans baktériumok-
ban, amelynek kovetkeztében visszanyerik képességiiket arra, hogy hisztidin hianydban szaporodjanak?

Kivitelezése — két 16 lépésben:

1. A kovetkez6 Osszetevoket keverik 6ssze, majd el6-inkubaljak:
* Mutans baktériumok — hisztidint képtelenek szintetizalni, ezért hisztidin hianyaban nem szaporodnak.
* A tesztelend6 vegyiilet (vagy vivéanyag, ill. pozitiv kontroll — pl. metil-metan-szulfonat (Id. 4. oldal).
* Patkany-maj posztmitokondrialis szupernatans (PMSN) — tartalmazza a SER-t, benne CYP enzimeket.
* NADPH-képz6 rendszer (NADP + glukoz-6P + gluk6z-6P-DHaz) — tamogatja a CYP miikodését.

Tesztvegyiilet
- mutagén vagy
nem mutagén?

NEM MUTAGEN

e

Az 1. Figgelékben olvas-
hat6 magyarazat a CYP
és a NADPH-képz6 rend-
szer szerepérol.

Hisztidint igényld,
eleve mutans
baktérium-kultura

Az el6-inkubalas alatt
a tesztvegyiiletet a CYP
(NADPH jelenlétében)

27 KEVERD ES ~ ' INKUBALD

g , & MUTAGEN
57 SZELESZD — 37 FOKON T

HISZTIDIN- 2 NAPIG \ e
st . MENTES atalakithatja (metabo-
atkany-mayj AGARON Py . S
homogenétum -’ SZAMOLD MEG oo lllfusgn akt,lVa%hat_]a)
posztmitokondrialis A HISZTIDINT NEM IGENYLS | Vvégsé mutagénné (pl.

felliszdja + NADPH (VISSZA-MUTALODOTT) egy epoxidda).

BAKTERIUMOK TELEPEIT

2. A tesztvegyiilettel £ PMSN-el elé-inkubalt S. typhimurium baktériumokat hisztidin-mentes agaron
sz¢€lesztik, majd még 2 napig inkubaljak. Kérdés: Szaporodnak-e a baktériumok, azaz képeznek-e telepeket?
Ha igen, akkor a tesztvegyiilet mutagén, mert Un. reverz mutaciot idézett elé: az eleve mutans (hisztidin
nélkiil nem szaporodd) baktérium ,,visszamutalodott” normalis (hozzaadott hisztidin nélkiil is szaporodo)
baktériumma. A mutagén hatds anndl erdsebb, minél tobb telep képzddott, mint az alsd Petri-csészében.

képz6 rendszer
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4.2. Forward muticié vizsgilata a timidin-kindz génre nézve heterozigota (TK'"; mas néven
haploinszufficiens) egér-limféoma-sejteken (L5178Y) — a TK*" sejtben az egyik allél kodol, a masik nem.

Kérdés: Okoz-e a tesztvegyiilet inaktivalé mutdciot a timidin-kindz génre nézve heterozigota (TK'") egér-
limféma-sejteken (L5178Y); vagyis dtalakitia-e ezeket a sejteket TK*" genotipusibél TK™' genotipusiiba?

Elméleti hattér: A timidin-kinaz (TK) foszforilalja a timidin nukleozidot, igy beépithetévé teszi a DNS-be.
A TK képes foszforilalni a timidin analogjait is, mint amilyen az 5-trifluor-timidin (5-TFT). A foszforilalt 5-
TFT (5-TFT-P) tovabb foszforilalodik 5-TFT-PPP-vé, és mint hamis szubsztrat, beépiil a DNS-be, de ott a
DNS-lanc terminaciojat okozza, ezaltal a sejt pusztulasat idézi eld. Ha azonban a sejtben nincs miikodéképes
TK (mint a TK” genotipusu sejtekben), akkor az 5-TFT monofoszfatja nem képzédhet, ezért az nem
foszforilalédhat tovabb di- és trifoszfattd, és az 5-TFT-PPP nem épiilhet be a DNS-be. Ezért az ilyen egér-
limfoma-sejtet az 5-TFT nem pusztitia el. Vagyis mig a TK*" (haploinszufficiens) sejtek képesek
,, ongyilkossagot elkovetni” 5-TFT-vel, addig a TK™" (teljesen inszufficiens) sejtek nem képesek erre.

0 0
F3C\EkNH o I:BC\KI\NH
"o N/KO [ N/ko
0 o
A
OH

7‘T’ o- 5-TFT-P
—= 5-TFT-PP

TK
TP ADP — 5-TFT-PPP
—»> DNS-5-TFT-P
— |actermindlas
—= SEJTHALAL

(@)
T

5-trifluor-timidin 5-TFT-monofoszfat
(5-TFT) (5-TFT-P)

Kivitelezese:

1. Az L5178Y TK*" sejteket a tesztvegyiilettel (vagy vivéanyaggal, ill. + kontroll-vegyiilettel) inkubaljak.
Megj.: A jelolésben L = leucin, Y = tirozin; azaz a mutans gén kodonja L helyett Y aminosavat kodol.

2. 5-TFT-t adnak a sejtszuszpenzidhoz, majd a sejtek tenyésztik.

3. Ha a tesztvegyiilettel kezelt sejtek képesek telepeket képezni, akkor arra kovetkeztetnek, hogy a sejtek
nem képesek az 5-TFT-t foszforilalni citotoxikus nukleotidd4, mert benniik bekovetkezett a TK* — TK”
mutacio6, vagyis a tesztvegyiilet mutagén. Ha telepek nem képzddnek, az jelzi, hogy a TK*" genotipus nem
valtozott, a TK enzim expresszalodik, ezért a sejtekben a toxikus 5-TFT-PPP képzddik, amely a sejtek
elpusztulasat okozza. — Megj.: A normalis sejtekhez (TK*'*) képest a heterozigota TK*" sejtek csak 50%-
nyi aktiv TK enzimet expresszalnak, mig a homozigota TK ™ sejtek semmit sem.

4.3. Mutagenitasi tesztek transzgénikus egereken: MutaMouse teszt, Big Blue mouse teszt

Kérdés: Okoz-e a tesztvegyiilet inaktivilo mutaciot az egérbe (MutaMouse, illetve Big Blue mouse) bevitt
bakterialis génben (a LacZ génben, illetve a Lacl génben)?

Elméleti hattér: A MutaMouse és a Big Blue mouse transzgénikus egértorzsek. Mindkét egér minden sejtje
tartalmaz egy bakterialis gént: a MutaMouse a LacZ gént (amely a B-galaktozidaz enzimet kodolja), a Big
Blue mouse pedig a Lacl gént (amely a LacZ gént represszalo fehérjét kodolja). Ezeket az egértorzseket ugy
allitottak eld, hogy a LacZ, ill. a Lacl gént egy virdlis (bakteriofag) DNS-be épitették, majd az igy nyert
LacZ, ill. a Lacl gént tartalmazo viralis DNS-t (vektort) egy egér megtermékenyitett petesejtjébe injektaltak,
majd ezt a petesejtet egy ndstény egér petevezetékébe helyezték. Ezért a sziiletett egerek minden sejtje
hordozza a viralis DNS-t, és abban a LacZ, ill. a Lacl gént. Megjegyzés: A [-galaktozidaz a galaktozidokat
(galaktoz tartalmu glikozidokat) hidrolizalja; pl. a laktozt galaktozra és gliikozra.

Kivitelezés:

1. A MutaMouse vagy a Big Blue egereket kezelik a tesztvegyiilettel (vagy vivOanyaggal, ill. pozitiv
kontroll-vegyiilettel). A beadott tesztvegyiiletet az egér DNS-reaktiv metabolittd metabolizalhatja, az
karosithatja a DNS-t, beleértve a LacZ ill. Lacl gént képviseld bakteridlis DNS-szakaszt is, ezaltal a
bakterialis gén inaktivalo mutacigjat idézheti eld.

2. DNS-t izolalnak a kezelt egér barmely szovetébdl és Kinyerik a LacZ gént ill. Lacl gént hordozo viralis
DNS-t (vektor). 4 tovabbiakban s MutaMouse és a Big Blue mouse tesztek lépései eltéréek (3/a, ill. 3/b).
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3/a. MutaMouse teszt: A kovetkezd 1épésben azt vizsgaljak, hogy vajon az egérbdl izolalt LacZ gén intakt
maradt, és igy képes aktiv B-galaktozidazt kddolni, vagy pedig mutalodott, és ezért inaktiv B-galaktozidaz
enzimet kodol. E célbol az egérbdl izolalt LacZ gént hordozd viralis gént (vektort) bakteriofaggal gén-
manipulalt baktériumokba transzfektaljak. (Ezekbdl a baktériumokbol hianyzik a LacZ gén és a galaktoz-
epimeraz gén; az epimeraz az UDP-galaktézt alakitja UDP-gluk6zza.) Ezutan a baktériumokat P-Gal
(phenyl-galactose glikozid) tartalmu taptalajon tenyésztik.

A B-galaktozidaz aktivitas meglétét, ill. hidnyat (=mutacid) a baktériumok pusztulésa, ill. névekedése jelzi:
A B-galaktozidaz aktivitdst mutatd, nem mutans baktériumok elpusztulnak, mert benniik a P-Galbol el6bb
galakt6z, majd UDP-galaktéz képzddik, az UDP-galaktéz pedig az epimeraz-hiany miatt felszaporodva
toxikus koncentraciot ér el. Ezzel szemben a [-galaktozidaz aktivitast nem mutatd, mutans baktériumok
szaporodnak, mert benniik a nem képzddik toxikus koncentracioban UDP-galaktoz. Ezért a telepek szama a
mutagén hatassal aranyos.

3/b. Big Blue mouse teszt: A kovetkez6 1épésben azt vizsgaljak, hogy vajon az egérbdl izolalt Lacl gén
intakt maradt, és igy a LacZ gént represszalo aktiv Lacl fehérjét képes kodolni, vagy pedig mutalodott és
ezért nem képes a LacZ gént represszalo aktiv fehérjét kodolni. E célbdl az izolalt Lacl gént hordozé viralis
gént (vektort) bakteriofaggal normdlis (vaqyis f-galaktoziddzt termeld) baktériumokba transzfektaljak, majd
a baktériumokat olyan taptalajon tenyésztik, amely tartalmaz egy X-Gal nevii galaktoz-tartalmu glikozidot,
amelyet a B-galaktozidaz hidrolizal. A hidrolizis egyik terméke a galaktoz, a masik egy indolvegyiilet (X),
amely egy kék szinli indigd szarmazékka dimerizalodik (1asd a 3. Fiiggelékben).

A telepek B-galaktozidaz aktivitasat azok kék elszinezddése jelzi. Ha a Lacl gén (a PB-galaktozidaz-gént
represszald Lacl fehérje génje) nem inaktivalodott mutdcid kovetkeztében, akkor a Lacl fehérje képes a -
galaktozidaz gént represszalni, emiatt a B-galaktozidaz nem fejez6dik ki a baktériumokban, azok az X-Gal
glikozidot nem hidrolizaljak, igy a baktérium-telepek nem szinezédnek kékre. Ha viszont a -galaktozidaz-
gént represszald fehérje génjének (Lacl) mutacidja bekovetkezik, akkor az aktiv Lacl fehérje hianyaban a
baktériumok képesek B-galaktozidazt expresszalni, az X-Gal-t hidrolizaljak, ezért kék szintiek lesznek. Tehat
a kék telepek szama a mutagén hatassal aranyos.

A transzgénikus egértorzsekben végzett mutagenitasi tesztek jelentésége
A MutaMouse ill. a Big Blue mouse tesztnek szamos elénye van, mint pl.:
* A tesztvegyiilet az egérbe elvileg barmely adagolasi moddal bevihetd.

* A tesztvegyiilet az egér barmely szovetébe eljuthat, ott metabolizalodhat, és a metabolitok is kiilonb6zd
szovetekhez juthatnak el. Ezekben az anyavegyiilet vagy a metabolitja mutaciot idézhet el6.

* Barmely szovetben vizsgalhatd igy a genotoxikus hatas (mutacio), szemben pl. az in vivo mikronukleusz
teszttel, amelyben a genotoxikus hatast (kromoszoma-karosodas) a csontvelében detektaljak.

A transzgénikus egértorzsekben végzett mutagenitasi tesztek hdtrdnya a jelentés munka-, ido- és koltség-
igény, ezért ezeket inkabb mechanisztikus vizsgalatokban alkalmazzak, mintsem rutin szlirévizsgéalatokban.

II. KARCINOGENITASI TESZTEK

E tesztek némelyike a genotoxikus és a nem-genotoxikus karcinogének kimutatasara is alkalmas — ilyenek
pl. a klasszikus bioassay €s a Tg-rasH2 egéren végzett vizsgalat.

1. In vivo karcinogenitasi vizsgalatok
(1) Klasszikus bioassay egéren vagy patkanyon — Iényegében ez egy kronikus toxicitasi teszt (lasd a 13.
Fejezet 5-6. oldalan), amelyben a kovetkez6 kérdésekre is keresik a valaszt:

* N6-e a daganatok szama a tesztallatokban (egér és patkany), amelyeket elvalasztasuktol az allatok élet-
tartalmaval 6sszemérhetd 1dOn at kezelnek a tesztvegytilettel (egereket 18, patkanyokat 24 honapig)?

* Megjelennek-e az oldoészerrel kezelt kontrollokban nem tapasztalt, 1j tipust daganatok?

Hatrdnya: Nagy id6-, munka-, és kisérleti allat igény, amit pl. az alabbi kdvetelmények indokolnak.
« Allatigény: legalabb két faj; mindkét nem; legalabb 50 allat dozis és ivarcsoportonként; koziiliik legaldbb
25 érje meg a kezelési idOszak végére tervezett boncolast és korszovettani kiértékelést.
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e Munkaigény: A vizsgélatot a testsuly €s tapfogyasztas, klinikai tiinetek, szemészeti elvaltozasok és a
tapinthaté daganatok folyamatos megfigyelése mellett kell lefolytatni. Minden allatot — fiiggetleniil attol,
hogy megérte-e a vizsgalat végét — részletes korbonctani és korszovettani vizsgalatnak kell alavetni,
amelynek sordn kiilonds figyelmet kell forditani a neoplasztikus és pre-neoplasztikus elvaltozasok
azonositasara. A tesztanyaggal tortént terhelést toxikokinetikai (szérumszint) méréssel kell bizonyitani.

(2) Alternativ karcinogenitasi tesztek transzgénikus egereken

Az alternativ teszteket olyan transzgénikus egereken végzik, amelyekben egy proto-onkogén fehérje (pl. ras,
Id. a 20. oldalon) expresszidja fokozott mértékii, vagy egy tumor szuppresszor gén dltal kédolt fehérje (pl.
p53, Id. a 21. oldalon) expresszidja csokkent mértékii. Ezért ezek az egerek mar fél éves karcinogén-
expozicié hatasara is fokozott daganatképzddéssel reagalnak. A hatdsagi eldiratok megengedik, hogy az
egyik klasszikus bioassay (pl. az egereken végzett) kivalthatd legyen egy alternativ karcinogenitasi teszttel.

* Karcinogenitasi teszt Tg-rasH?2 egéren

A Tg-rasH2 egérben a normalis (nem mutans, vagyis vad tipusi) human H-Ras gén sejtenként 3 kdpiaban
fordul elé promoterével egyiitt, ezért az ilyen egér sejtjeiben a H-Ras fehérje nagy mennyiségben van jelen.
Ezen tulmenden karcinogének képesek a H-ras fehérje expressziojat fokozni.

A ras fehérje a plazmamembran belsé felszinén elhelyezkedd 21 kDa méreti G protein. Jelatviteli
kapcsoloként viselkedik a sejtfelszini novekedési faktor (pl. EGF) receptor (HER, egy receptor-tirozin kinaz)
¢s az intracellularis MAPK-kaszkad kozott, igy kulcs szerepe van az un. proliferativ jelatvitelben. A Ras
génnek tobb valtozata van; pl. H-Ras, K-Ras, N-Ras.

A Tg-rasH2 egerekben a genotoxikus karcinogének (pl. MNU = N-methyl-N-nitrosourea, ciklofoszfamid),
¢s a nem-genotoxikus karcinogének (pl. TPA = tetradecanoylphorbol-13-acetét, krotonolajbdl szdrmazo
forbol-észter, ill. TCDD = dioxin; Id. a 23-24. oldalon) is jelentdsen novelik a spontan tumorok
gyakorisdgat. — Megjegyzés: Hat honapos korig a spontan tumorok frekvencidja alacsony a Tg-rasH2
egerekben, 18 honapos korra azonban a kezeletlen allatok 50%-aban is daganatok fejlédnek ki.

* Karcinogenitdsi teszt P53*"- haploinszufficiens egéren
A P53*" haploinszufficiens egérben csak a gén egyik allélje miikodik, a masik nem; ezért a p53 fehérje
expresszioja a normalis 50%-a, igy ezek az egerek csokkent p53 funkcidval birnak.

A p53 fehérje a ,,genom Orangyala”, mert DNS-karosodas hatdsara stabilizalodik, ezért intracellularis szintje

crer

valthat ki (igy elpusztitja a kdrosodott DNS-t hordozo, potencialisan daganatsejtté atalakulni képes sejteket).

A P53*" haploinszufficiens egerekben a genotoxikus karcinogének mar 6 hénap alatt daganatot indukélnak,
de a nem-genotoxikus karcinogének nem. A P53* haploinszufficiens egerekben a spontin tumorok
gyakorisidga minimalis hat hénapos korig, késébb azonban emelkedik. Emlékezteté: A homozigéta P53
knock-out egerek tobbsége mar 6 honapos korban daganatos lesz. — Megjegyzés: A P53* haploinszufficiens
egerekben a kialakult tumorok felében a heterozigozitas elveszik, vagyis a miikodé P53 kopia eltiinik.

2. In vitro karcinogenitasi _vizsgalatok, pl. SHE (Syrian hamster embryo) sejt transzformdcios assay
Hattér: Karcinogén vegyiiletek (nem teljesen tisztazott modon) valtozasokat — Gn. transzformaciot — idéznek
eld tenyésztett sejtek fenotipusdban. Ezeket az aldbbi tablazat sorolja fel és a kovetkezd oldalon 1évd képek
szemléltetik (Maire et al., Mutation Research 744: 97-110, 2012 — az Elsevier kiad6é engedélyével).

Jellemzok Normalis sejttelep Transzformalt sejttelep

A sejtek novekedési mintazata szabalyos, tovafoly6 novekedés novekedés ,,keresztiil-kasul”

A sejtek rétegzodése egyrétegli tenyészet tobbrétegli tenyészet

A sejtmag/citoplazma ardnya normalis megnott (erdsen bazofil festddés)
A sejtek ,,kontaktgdtlisa” Van: a sejtek nem novekednek a | Nincs: a sejtek a feeder sejtek folott
az un. feeder sejtek dltal feeder sejtek folott. is novekednek, azokat igy elfedik.
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SHE sejttranszformacios assay — fényképek kisebb és nagyobb nagyitassal

-m . —— y

1 S J ) 4wa - N

TRANSZFORMALT sejtek telepe TRANSZFORMALT sejtek telepe
40x nagyitas 100x nagyitas

Kivitelezése: Az assayt sziriai aranyhorcsdg embriokbol izolalt sejteken végzik. Ezek szuszpenzidjat a
felhasznalasig fagyasztva taroljak (krioprezervacio). Az SHE sejtek normalis diploid sejtek, amelyek
expresszaljak a xenobiotikumokat biotranszformal6 enzimeket és a p53 fehérjét is.

* Az SHE sejtek egy részét nem letalis dézisu rontgensugarzassal osztodasra képtelenné teszik. A sejt-
tenyésztd edényekbe eldszor ezeket az un. feeder (taplald) sejteket telepitik, majd a feeder sejtek letapadasa
utan viszik az edénybe a Rtg-sugarzassal nem kezelt, osztodni képes un. célsejteket (target cells). A feeder
sejtek a célsejteknek tapanyagot biztositanak és a metabolikus aktivitasukat is tamogatjak.

* Miutan a célsejtek is letapadtak, a tenyésztdedényekbe beviszik a pozitiv kontroll-vegyiilet (pl. benzpirén;
lasd a 7. oldalon), ill. a tesztelenddé vegyiilet oldatat (legalabb 10 koncentracidban). A sejteket a
vegyiiletekkel 7 napig inkubaljak. Ekdzben a célsejtek az edény falan telepeket (colony) képeznek.

* Hét nap mulva az edényhez tapadt sejteket mossak, etanollal fixaljak és Giemsa oldattal (metilénkék, eozin
¢és azur B keveréke) festik. A sejtmag kékre, a citoplazma rozsaszinre festddik. A megfestett célsejt-telepeket
sztereomikroszkop alatt vizsgaljak és értékelik. Megadjak a transzformalt sejttelepek %-os aranyat az osszes
értékelhetd sejttelep szamahoz viszonyitva. A vegyiilet karcinogenitdsa ezzel aranyos.

A transzformalt sejtek fogékony dllatba oltva képesek tumort kelteni; ezt azonban rutinszerlien nem
vizsgaljak.

Hatosagi alldsfoglalas: A hatosagok (pl. FDA, EMA) jelenleg az SHE sejttranszformacios assayt kiegészit
(nem egyediili) vizsgdlatként értékelik, amely tdmogathatja a genotoxikus karcinogének karcinogén
potencialjat. Az SHE sejttranszformacios assay értéke a nem-genotoxikus karcinogének kimutatasaban még
bizonytalan.
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F. FUGGELEK

1. Miért végezziik el posztmitokondrialis szupernatans (PMSN) és NADPH képzé rendszer jelen-
létében is az in vitro genotoxicitasi teszteket — pl. a kromoszoma aberrdcios tesztet CHO sejteken, az in
vitro mikronukleusz tesztet limfocitakon és az Ames tesztet mutans Salmonella baktériumokon?

A majhomogenatum 10 000 g-s centrifugalasaval nyert in. posztmitokondrialis feliiliszoja tartalmazza a
simafelszinii endoplazmas retikulumot (SER, amit 100 000 g-s centrifugéalassal torténd kitilepités utan
mikroszomalis frakcionak neveznek). A SER membranjaba agyazva miikodnek a citokrom P450 enzimek
(CYP), amelyeket egyetlen NADPH-CY P-reduktaz enzim tamogat.

A CYP-NADPH-CYP-reduktaz enzim-rendszer szamos reaktiv metabolitot képez, C-hidroxilaciot (1d.
DMNA, NNK), N-hidroxilaciot (1d. 2-AAF, 2-naftilamin), ill. epoxid-képzddést (1d. vinil-klorid, AFTB1,
benzpirén, butadién) katalizalva. Ha a fent emlitett tesztekben olyan vegyiiletet vizsgalunk, amelyet
kizarolag a CYP alakit at genotoxikus metabolitta, akkor a teszt csak akkor lesz pozitiv, ha a CYP ¢és
miikodésének feltétele adott (vagyis PMSN és NADPH képz6 rendszer jelenlétében). Ezzel szemben a teszt
negativ lesz a CYP miik6désének hidnyaban, vagy akkor is, ha a genotoxikus metabolit képzéséért nem a
CYP, hanem olyan enzim felelés, amelynek mitkodését PMSN és NADPH képz6 rendszer nem biztositja (pl.
a SULT, amely PAPS koszubsztratot igényel — 1d. pl. a DMBA 4talakulasat a 9. oldalon). Ha viszont a
tesztvegylilet pozitiv PMSN és NADPH képzd rendszer hidnydban is és jelenlétében is, akkor arra kdvetkez-
tetiink, hogy az egy direkt hat6 (enzimatikus atalakitast nem igényld) genotoxikus vegytilet.

A CYP és a NADPH-CYP-reduktaz enzimrendszer miikodéséhez NADPH, pontosabban (NADPH + H)*
kell. Vedd észre: a molekularis Oz-nek csak az egyik atomja épiil be a hidroxilalt metabolitba, vagy az
epoxidba, a masik O atom vizzé redukalédik NADPH felhasznalasa aran. A NADPH ellatas biztosithato
NADP?*, glukéz-6-P és gluk6z-6-P-dehidrogenaz hozzaadasaval (NADPH képz6 rendszer).

CYP
Hidroxilacio: RH + 02 + (NADPH + H)* R-OH + HOH + NADP*
NADPH - CYP- reduktaz

(0]

CYP
Epoxidacié: R=R + 0O, + (NADPH + H)* R—R + HOH + NADP*

‘\ NADPH - CYP-reduktaz J
/ Gluk6z-6-P-dehidrogenéaz \

6-P-glukonéat gluk6z-6-P

Megjegyzés: A CYP dehidrogenalast is katalizalhat (pl. paracetamol — NAPBQI, vagy etanol —
acetaldehid). Ebben az esetben az Oz-nek az az O atomja, amely hidroxilaci6 vagy epoxidacio soran a
vegyiiletbe épiil, dehidrogenalas soran 2 H atomot elvon a vegyiiletb6l (a paracetamolbol, ill. az etanolbol),
¢s igy egy masodik molekula HOH is képzddik a dehidrogenalt metabolit (NAPBQI, acetaldehid) mellett.

2. A colchicin gyogyszer is! — Motto: A toxikologiabol sokat tanulhatsz — még farmakologiat is! |

A colchicin a Colchicum autumnale (6szi kikerics, mezei safrany, krokusz) alkaloidaja. A colchicin kotodik
a tubulinhoz, igy gatolja a tubulin polimerizacidjat mikrotubulusokka. Ezen alapul (1) kisérletes célra
felhasznalhato hatasa, amelyet a kromoszomak vizsgalataban alkalmazunk (pl. az SCE vizsgalatban, és a
kromoszoma aberracios tesztben), ill. (2) az akut koszvényes rohamban kihasznalhato terapias hatésa is.

Ad 1: A colchicin — gatolva a tubulin polimerizaciojat — blokkolja mikrotubulusokbdl szervez6dé osztodasi
orsd képzddését a sejtosztddas metafazisaban. Ezért a kromoszomak képtelenek kettévalni és az Gn. testvér-
kromatidok a leanysejetekbe szegregalodni. A colchicinnel kezelt sejtekben tehat a kromatidok kromo-
szomakat képezve egyiitt maradnak, azok metilénkék-festés utan mikroszkop alatt lathatok (ld. 34. old.).

crer

crcr

granulocitak glikolizise soran (amely elésegitené a higysav kicsapodasat), valamint egy gyulladaskeltd
fehérje exocitozisat e sejtekbdl. A terdpia esetleges karos hatasai viszont a sejtosztddas gatlasabol adodnak
(pl. a vékonybél-mukodza karosodasa, csontveldkarosodas-okozta leukopénia), valamint a szintén
mikrotubulusokat igényl6 axonalis transzport zavarabol (periférias neuropatia, silyos esetben bénulassal).
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Meég egy érdekesség. Az akut colchicin (ill. krokusz) mérgezés tiinetei szamos hasonlosdagot mutamnak az

akut arzénmérgezésben észlelhetd tiinetekhez! Az elsé jelek 2-5 oraval a bevétel utan a tapcsatorna
karosodasara utalnak: ég6 érzés a szajban, nyeldécsOben, hanyas, hasmenés, hasi fajdalom (haemorrhagias
gastroenteritis), laz. Késobb hipovolémias sokk Iéphet fel a gasztrointesztinalis folyadékvesztés és a
kapillaris-permeabilitds fokozoddsa miatt. Végiil, 24-72 oran belill “multi-organ failure” alakulhat ki
vesekarosodassal (oliguria, véres vizelet), csontvelé depresszioval (leukopénia, anemia), izomgyengeséggel
(neuropatia); az utobbi 1égzési elégtelenséget is okozhat. A felépiilés 1 hetet igényelhet. A kezelés tamogato.

‘ 3. Mutagenitasi teszt Big Blue egéren — illusztraciok

FELTETELEZETT MUTAGEN

B IG Transzgén egér, amelynek
B L U E sejtjei bakterialis
Lacl (Lac represszor)
eg éer gént tartalmaznak

DNS izolalas
barmely szovetbdl

Vektor DNS &5 o A vektor izolalasa a
- Benne DNS-bdl és beillesztése
alacl gén . - lambda fagba

AKTIV vagy l

INAK TiV?

e A fagot E. coli
tenyészethez adjak.

e Ezutan az E. colit olyan
taptalajra szélesztik,
amely X-Gal
szubsztratot tartalmaz.

¢ Az X-Galt a B-galaktozidaz
kék szinii vegyiiletté
képes alakitani.

l }

A nem mutalt Lacl gént A mutalt Lacl gént

hordoz¢6 sejtek hordoz¢ sejtek

aktiv represszort termelnek, inaktiv represszort termelnek,
ezért a B-galaktozidaz ezért a p-galaktozidaz

nem szintetizalddik. szintetizalddik.

| |

A tesztet a 34-35. oldalakon irtuk le. Itt a kovetkezdket
illusztraljuk:

(1) A teszt kivitelezésének sémajat (balra).

(2) Az E. coli telepekben a 3-galaktozidaz aktivitasanak
kimutatasara szolgalé enzimreakciot, vagyis az X-gal
hidrolizisét (balra, lent).

(3) Az E. coli telepeket a taptalajon (lent). Ezek koziil a
szintelenek  olyan  baktériumokat  tartalmaznak,
amelyekben a kezelt egérbdl szarmazo Lacl nem volt
mutans. Az egyetlen kék telep pedig olyan bakté-
riumokat tartalmaz, amelyekben a kezelt egérbdl a bak-
tériumba atvitt Lacl gén inaktiv volt mutacié miatt.

(4) A benzpirén (BP) tesztelésének eredményét: a BP-
nel kezelt Big Blue egér 1épében 7,5-szer gyakoribb
volt a Lacl gén mutacidja, mint a vivoanyaggal kezelt
egér 1épében (jobbra, lent).

SZINTELEN telepek KEK telepek
s . . Kék telepek szama
Mutaci6 gyakorisaga = — pe
Osszes telep szama W
o
, . . ,, . —
Vedd észre: A teszt elnevezése megtéveszté — nem az egerek kékek, hanem a x
mutans (inaktiv) Lacl gént hordozo6 E. coli telepek! o
\©
. e |
N De a mutalt Lacl, nem gatolja o
Lacl . o
\ a béta-galaktozidaz expresszidjat! i
HO Br Cl o g
H H o
0 0 B
HO ¢ B-galaktozidaz dimerizacié ' o N Ne)
OH 7T> \ — 5
HOH Gal o I Bl 8
OH 2 OH ¢ o cl 3
X-Gal 5-bromo-4-kloro-3-hidroxi- 5,5'-dibromo-4,4'-dikloro- =
a taptalajhoz adva indol indigo

Kontroll Benzpirén
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4. A posztreplikacios (rekombinacids) reparacio, a sister chromatid exchange (SCE) jelenség alapja

Ha egy DNS hiba a DNS replikéacioig (vagyis még a G1 fazisban) nem reparalddik, akkor a replikacié soran
a hibat hordozo6 sziil6i lanc mellé szintetizalddo leany-lancban egy hossza (akar 1000 nukleotid méretii) Gn.
posztreplikacios hiany képzodik. Ez a hiany a replikacié utan a DNS lancok rekombinaciojaval potlodik
be. A rekombinacios reparacio eredményeként a sziiléi lancba ujonnan szintetizalodott (leany-lanc) szakasz,
a leany-lancba pedig korabban szintetizalodott (sziildi lanc) szakasz keriil. Ez magyardzza a SCE jelenségét
(Id. a 31. oldalon). — Figyelem: Az dbra szines, csak igy kévethetdk jol a valtozasok.

DNS-hiba az A, lancban fa\ A,
pl. nagy addukt, vagy UV hataséra B
képz6doétt pirimidin dimer. 0
L, A, és B, szlil6-lancok mellé
DNS replikacié B g s A, leany-lancok épiilnek
/ % ; \ Ao
Hosszu posztreplikaciés hiany B,
képzédik a B, leany-lancban
az A, lanc hibaja miatt. A,
BO
Posztreplikacios
reparacio - 1.
/ E ; \ A
A B, lanc hianyat atkeresztezédés B,
révén a B lanc tolti ki, ezért hiany
képzGdik a B, lancban. A
BO
Posztreplikacios
reparacio - 2.
/ E 5 \ Ay
A B, lanc hianyat atkeresztezédes B,
révén a B, lanc t4lti ki. A,
BO
Posztreplikacios
reparacio - 3.
/ E ; \ A
A posztreplikaciés reparacio B,
megszintette a B, lanc hianyat. A
1
BO
Exciziés
reparacioé
—_— A
Az excizios reparacio kivagta az A, B,
lanc hibajat, majd a DNS polimeraz A
és ligaz betoltdtte a lanchianyt. 1
BO
A posztreplikacios (rekombinacids) reparacié eredménye:
+ Uj DNS szakasz (piros) a szllé-lancban (B)
+ eredeti DNS szakasz (kék) a leany-lancban (B,).
Ez az alapja a sister chromatid exchange jelenségnek.

A rekombinacio a DNS kettés lanc torés javitasanak is az egyik modja.
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5. Miért rezisztensek a MGMT-t expresszalo daganatsejtek a DNS-metilalo daganatgatlokra — példaul
a temozolomidra és dacarbazinra?

2, O 1
]/ L hidroli P \
H;C . hidrolizis H,C N-demetilalas H,C CH,
\rf)kN/\\N 2. spontan hasadas \r‘m HN\ CYP1A2, CYP2E1 \»‘1/ NN
NQN)X oH> 7\\ N\N)\éﬁ Ve N\N =~
NH, HOH CO, y, NH, NADP* NADPH, NH,
° ° HCHO 0, o
Temozolomid HY H20 Dacarbazin
spontan hidrolizis aktivalja M CYP aktivalja
minden szévetben pH<7 fdleg a majban
HN/\\N
[~ ~ FIGYELEM: A diazometan a szerves vegylletek
H2N NH, Szintézisében gyakran hasznalt reagens, metilaloszer.
o) Hasznalata dvatossagot igényel, mert igen mérgezo,
karcinogén, allergén, illékony (bp -23C) és
H.C—N=N"di ta robb’anélfony. Ig’en reaktiv, ezértnn)_ér az expozicio
3 fazometan helyén karosodast okozhat, a b6ron és a szemben
gyulladast és nekroézist, belélegezve Iéguti karosodast
N~ N, és bronhuskonstrukciot, sulyos esetben tid66démat.
Hic* GHs
HO Nﬁ 3\ 0 Nﬁ
2 4
N%\&N\ TN N NN
—N DNA reparacié —N DNA
. MGMT-CH, MGMT . .
H2N  guanin H2N - Ob-metil-guanin
(DNS) (DNS)
MGMT = O8-metilguanin
l metiltranszferaz
a daganatsejt a daganatseijt HC* = metilkarbnium
TULELESE APOPTOZISA kation

A metil-guaninin metiltranszferaz, MGMT (ld. a 16. oldalon) miikddése rezisztenssé teszi a daganatsejtet
metilezé kemoterapias gyogyszerekkel (pl. temolozomiddal, dacarbazinnal) szemben. Az MGMT ugyanis
eltavolitja a metil (vagy mas alkil) csoportot a DNS guaninjarol, vagyis kijavitja azt a DNS karosodast,
amelyet az alkilaloé gyogyszer okoz, és amely a daganatsejt apoptotikus halalahoz vezetne, p53-as fehérje
altal kozvetitett modon (Id. a 17-18 oldalon). A dacarbazinnal vagy temozolomiddal kezelt daganatos
betegben tehat e szerek altal kivaltott DNS karosodés reparacidja nem kivant, mert hatastalanné teszi a
kezelést! Tehat a MGMT gén expresszidjanak hianya (,,epigenetikus silencing”, amit a gén promoter
elott érdemes megvizsgalni az MGMT promoter metilaltsagi statuszat a daganatban: ha metilalt, akkor a
MGMT gén nem miikddik, igy az MGMT enzim — amely a dacarbazin vagy temozolomid kezelés DNS-
karosito hatasat visszaforditana — nem expresszalodik. Ekkor érdemes e szerekkel kezelni a beteget!

Fontos, figyelmet érdemlo megjegyzés:
A metilezok-0kozta DNS-bdzis metilezés és a DNS enzimatikus metilezése két teljesen eltéré folyamat!

(1) A metilezd tipusu genotoxikus vegyiiletekbdl képz6dé metil-karbonium ion — annak spontdn kémiai
reaktivitasa miatt — metilalja a guanin 6-0s C-atomjdhoz kétott O atomot (lasd a 13-14. oldalon is). Ez tehat
egy kémiai DNS karosodas! Ez a kémiai DNS karosodas az ép sejtet daganatsejtté teheti (ha a DNS
karosodas nem valt ki apoptozist) — ekkor a DNS kdrosodas nem kivant, karos hatas. Ezzel szemben a
kémiai DNS karosodas a daganatsejtet eliminalhatja (ha a DNS karosodas a daganatsejt apoptozisat okozza)
— ekkor a DNS kadrosodas (pl. dacarbazin ill. temozolomid hatdsdara) kivant, terapias, daganatellenes hatas.

(2) Ezzel szemben a DNS metilacioja (amely bizonyos citozinek 5-6s C-atomjan torténik) normalis
enzimatikus folyamat, amelyet DNS-metiltranszferazok (DNMT) katalizalnak, S-adenozil-metiononint
hasznalva metil-donorként. Amennyiben DNMT-0ok egy gén promoter régidjaban 1év6 citozineket
metilaljak, a metilalt promoter régiohoz nem tudnak transzkripcioés faktorok kapcsolodni, ezért errdl a génrol
nem torténhet mRNS transzkripcid (gene silencing). — Koztudott, hogy minden sejtiinkben mindegyik
géniink jelen van, mégsem expresszalodik mindegyik fehérje barmely sejtiinkben. Az alvadasi faktorok pl. a
majsejtekben expresszalodnak, mert a hepatocitakban génjiik promotere nem metilalt. Ezzel szemben az
alvadasi faktorok nem expresszalodnak a bélhdmsejtekben, mert az enterocitdkban génjiikk promotere
metilalt, ezért ,.,néma”. — Még egy fontos adalék a DNS metilaciohoz: A DNS-nek a G2 fazisban torténd
metilacioja soran a metilacidés mintazat éppugy lemasolodik a templat lancrol, mint a DNS bazis-sorrendje.
Ha tehat egyedfejlodésiink alatt a metilaciés mintdzatot exogén vagy endogén hatdsok (pl. taplalkozas,
dohanyzas, betegség) modositjak, akkor a modositott mintazat fennmarad. Intrauterin hatasok tehat igy is
befolyasolhatjak génjeink expresszidjat és ezen keresztiil hajlamunkat betegségekre (pl. diabetes, daganat).
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6. A nikotin metabolizmusa kotininné — kézben az aldehid-oxidaz (AOX) hidrogén peroxidot termel.

crer

crer

vevo aldehid-oxidaz (AOX) hidrogén peroxidot (HOOH) termel; ebbdl Fenton reakcio révén HO' képzddhet.

Nikotin nikotin AY®) iminium ion PTP = Protein-

Tyrosine
Phosphatase
AN N CYP2A6, CYP2B6 AN ﬁ/
| Dehidrogenalas |
_— CHs _— CHs
N N

/"REDOX SIGNALING"\
Az aldehid oxidaz (AOX) 2 lépésben HOH PTP-S-OH
oxidalja a szubsztratjat:
(1) vizet épit be, ezutan AOX
(2) FAD, majd O, kézvetitesevel 1
2H atomot von el, igy HOOH-t képez. .
HOOH —>2 HO
kotinin
] AOX | A N OH
- ~ |
N HOOH 0, N CHs \ DNS KAROSODAS

Az ébra azt is mutatja, hogy a nikotin metabolizmusanak végterméke a kotinin. A kotinin tehat a nikotin-
expozicidé biomarkere. A kotinin jelenléte a vizeletben, a vérplazmdban, vagy a nyalban arra utal, hogy az
illetd6 dohanyzik (még mindig!). — Emlékeztet: A monoamino-oxidaz (MAO) is igy termel HOOH-t. A
MAO és az AOX rokon enzimek, mindketté molibdént és flavint tartalmazo6 oxidaz.

7. Adaptacié tiol-reaktiv vegyiiletekhez — az ,elektrofil stressz-valasz”, amelyben az Nrf2
transzkripcios faktor elszabadul fogva tartojatol, a Keapl fehérjétol, és fokozza detoxikalé enzimek,
export-transzporterek és reparalé enzimek expresszidjat. Megoldodik az arzénevik rejtélye?

A szervezet képes adaptalodni a fehérjék -SH
Il <eaplKeapl ey csoportjat tamado tiol-reaktiv vegyiiletekhez.
FHECTROPHILES -’HSSH 4 oxANTS Ilyenek pl. (1) a lagy elektrofilek, amelyek

kovalensen kotédnek az -SH csoporthoz, (2) a
tiol-oxidansok, mint a HOOH (az oxidativ
stressz egyik terméke), amely az -SH
HS S csoportot -S-OH (szulfénsav) csoportta, majd
s L diszulfidda oxidalhatja, és (3) a diszulfid

vegyiiletek, amely egy tiol csoporttal reagalva

M kevert diszulfidot képezhetnek. A tiol-reaktiv

vegylileteket a citoszolban 1évé Keapl-Nrf2

= protein komplex (ld. az abrat) ,érzékeli”.
pPRE [
Ebben a komplexben a Keapl fehérje — egy
ciszteinben gazdag homodimér — ,fogva
| ! ! ! ! } tartja” az Nrf2 transzkripcios faktort (Id. az
NQO1,NQO2  SOD1 HO-1 GCL Mrp2 Trx Thrdt) & ST
R Cotalase frritin oot M3 TR abrat) és ubiquitinalja is, mert a Keapl egy

proteosome | UDIQUitin-ligdz. — Az ubiquitinrél 1d. 12.
Fejezet 19. oldalat.

Tiol-reaktiv vegyiiletek (pl. a trivalens
arzénvegyiiletek, a paracetamol kinonimin
metabolitja (az NAPBQI), az ao,p-telitetlen
aldehidek, az epoxidok, az izotiocianatok, és
az oxidativ stressz soran képz6dé HOOH)

EH1 Gpx2
CESlel, CES2a6  Srxl

kovalensen kotédhetnek a Keapl -SH csoportjaihoz, vagy azokat oxidalhatjak pl. diszulfidda (1d. az abrat).
Ennek hatasara a Keapl disszocial az Nrf2-t6l, és az igy szabadda valt (és az ubiquitinalodastol
megmenekiilt, ezzel stabilizalodott) Nrf2 transzkripcios faktor a sejtmagba transzlokalodhat. Itt

crer

crer
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Sok olyan gén tartalmaz EpRE szekvenciét amelyek termékei az elektroﬁl és/vagy oxidans Vegyﬁletek
(GST), a glutatlon szintézis elsé 1épését katalizaldé gamma-glutamil- Clszteln hgaz (GCL), a glutation-
diszulfidot redukald glutation reduktaz (GR), az epoxid hidrolaz (EH1), a HOOH-t eliminalé glutation
peroxidaz (Gpx), a Fenton-reakciot katalizalé vasat megkot6 ferritin, szerves xenobiotikumokat a sejtbdl
kiszallito Mrp exporterek (pl. Mrp2, Mrp3, Mrp4), az oxidansok altal diszulfidda oxidalt proteineket
redukalo (reparald) tioredoxin (Trx) és tioredoxin reduktaz (TrxR), valamint a denaturalodott fehérjéket
megemészt proteoszémak fehérje-komponensei (1d. az abrat). Ez az adaptiv valasz noveli a sejtek ellenalld
képességét az elektrofil és oxidans vegyliletek citotoxikus, esetleg karcinogén hatdsaval szemben.

Kiserleti megfigyelés az Alzheimer-kor egér-modelljén: Amennyiben az ilyen egerek agyaban az
astrocytakban 1évé Nrf2 gén kifejez6dését génmanipulacié révén fokoztak, az agyi neuronokban az
Alzheimer-korra jellemz6 koros fehérjék (pl. tau és az amyloid-béta) mennyisége igen jelentdsen csokkent,
és az egerek memoriaja és mozgaskoordinacioja javult (Jiwaji et al., Nature Communications 13:135, 2022).
Lehetséges, hogy a kedvezd hatds annak a kdvetkezménye, hogy az Nrf2 transzkripcids faktor ndvelte a
denaturalt tau és amyloid-béta fehérjék eliminalddasat a fenti médokon?

Erdekesség: Legendak szerint az 1800-as években egyes tiroliak rendszeresen arzén-trioxidot (As;Os)
fogyasztottak, mert allitolag novelte a fizikai teljesitoképességiiket. Az arzénevok fokozatosan emelték a
dozist, végiil az atlagember szamara halalos adagnal is tobbet elviseltek mérgezési tiinetek nélkiil. Mivel az
arzenit kisérleti dallatban kivaltja a fent leirt adaptiv elektrofil stressz-valaszt, felvethetd, hogy a tiroli
arzénevOk arzén-toleranciaja — ha igaz — ezen a mechanizmuson (is) alapulhat. Az elektrofil stressz-
valaszban bekovetkezd glutation-szintézis fokozddas, Mrp-transzporter indukcio (és bizonyara egyéb
véltozasok is) fokozndk a Ill-vegyértékii arzén detoxikdldsat (glutationnal) és az As''(GSH)s; komplex
cellularis exportjat (Mrp exporterek segitségével), igy hozzajarulhatnak a jelenséget magyarazo
toleranciahoz a toxikus (és karcinogén) arzén-trioxiddal szemben (amely vizzel 2 mol As(OH)z-t képez).

8. Egyes kemopreventiv vegyiiletek az n. elektrofil stressz-valasz kivaltéi.

AZ Nrf2-AKTIVALO KEMOPREVENTIV SZEREK 3 CSOPORTJA: A 7. Figgelékben leirt modon szamos
I. Hidrokinon vegyiiletek, amelyek a szervezetben kinonna oxidalédhatnak alacson}_/ toxicitasu tl‘OI'reakUV Vegyulet (lagy
A kinonok elektrofil C-atomot tartalmaznak. Hidrokinon vegyiilet és Nrf2-aktivald elektl’ofll vagy OXIdénS) képes az Nrf2

@ szllbinin s, & sziimarin hatoanyaga. on | transzkripcios faktor aktivalsara és — az un.
Nrf2 “cél-gének” transzkripcidjanak foko-
zasaval — az adaptiv elektrofil stressz-valasz

o oa i,
—(CHa)s @»c (CHy)s O rox , . ,
terc-butil- terc-butil- rezveratrol eléidézésére. Az ilyen vegyiletek (Id. az

OH hidrokinon OCHs_hidroxianizol OH avssszéiébenvan | 4brat balra) kemopreventiv szerek kozé

tartoznak, mert a velik torténd elGkezelés

II. Elektrofil C-atomot tartalmazé vegyiiletek fokozza a toleranciat a kifejezetten toxikus

o o ¢és/vagy  karcinogén hatasa  xenobioti-

HaCO L A OCH, g kumokkal szemben. Egy igen potens Nrf2-
SN oy . . )

O O oH HaC” N=Cos aktivator szintetikus kemopreventiv szer a

e o CDDO (nincs az dbran; Id. az Internetet)

példaul allatkisérletben véd a paracetamol
majkarositd és az aflatoxin madjtumor-keltd
hatasa ellen (Klaassen and Reisman, Toxicol.

il Appl. Pharmacol. 244: 57-65, 2010). A
[ &ELZZ?Z.SMM CDDO-t klinikailag tesztelik kronikus maéj-

képezhet a Keapl-el és vesebetegségek kezelésére.

lll. Kevert diszulfid -képz6 vegyiilet

Megjegyzés: A fenti kemopreventiv szerek némelyike (pl. a t-butil-hidrokinon, a t-butil-hidroxianizol, és a
rezveratrol) antioxidans. Ezért az altaluk indukalt Nrf2-medialt adaptiv valaszt valaha ‘“antioxidans
valasznak™, az Nrf2 transzkripcios faktor DNS-kotohelyét pedig antioxidant-response element-nek (ARE)
nevezték el. Csak késObb valt nyilvanvalova, hogy e vegyiiletek elektrofil kinon-metabolitja — és nem az
antioxidans anyavegyiiletek — indukaljak a valaszt. Ezért megtévesztd és kerlilendd az “antioxidans vélasz”
¢és az ARE megnevezés; helyettiik jobb az elektrofil stressz-valasz és az EpRE!
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9. Az arzén Kiszorithatja a Zn-iont a cinkujjakbol — szerepet jatszhat ez az As'" karcinogén hatasaban
és az akut promielocitas leukémiat (APL) gyogyité hatasaban is?

CINKUJJ MOTIVUMOK

Cys2-His2 Cys3-Hisl
pl. aprataxin

pedig hisztidin(ek) imidazol-nitrogénje is komplexalja. Az aprataxin, a PARP-1 (poli(ADP-
rib6z)polimeraz-1) és az XPA (xeroderma pigmentosum A) DNS hibak kijavitasaban kozremiik6dé fehérjék
(lasd a 16. oldalon). — Egy kiilonleges cinkujj motivum a RING finger, amelyben 7 Cys és 1 His komplexal
két Zn-iont. RING finger elemet tartalmaz pl. a promielocitas leukémia gén (PML) terméke is (I1d. lejjebb).

Interakcié cinkujj-fehérjékkel mint az As''' karcinogén hatasanak egyik lehetséges mechanizmusa.
Egyes haromvegyértéki tiol-reaktiv arzénvegyiiletek képesek a Zn-iont a cinkujjakbdl kiszoritani. Az arzenit
— As(OH)3 — csak a Cys3-Hisl és a Cys4 motivumokat tartalmazé cinkujjakban kotédik erésen a Zn-ion
helyére, a monometil-arzenit — Me-As(OH)2 — viszont a Cys2-His2 cinkujjakba is beko6tddik (Zhou et al.,
Chem. Res. Toxicol. 27: 690-698, 2014). A Zn?* helyettesitése deformélja a cinkujjakat, zavarja a cinkujj-

crer

jatszhat az arzén daganatkeltd hatdsaban.

Interakcio cinkujj-fehérjékkel mint az As'" terdpias hatasanak egyik lehetséges mechanizmusa. As;Os
(Trisenox®) infuzi6 alkalmazasaval (10 mg/nap 1-2 honapon at) egy ritka leukémia — az akut promielocitas
leukémia (APL) meggyogyithatd. Az APL-ban kromoszoma-transzlokacié torténik, melynek soran a 15.
kromoszéman taldlhaté promielocitds leukémia gén (PML) transzlokalodik a 17. kromoszoman 1évo
retinoinsav-receptor-o (RARa) gén mellé, ezaltal PML-RARa gén-fuzid jon létre. A fuzids gén a
granulocitak éretlen prekurzor-sejtjeiben (a promielocitakban) PML-RARa fazids proteineket kodol. A
normalis PML egy tumor szuppresszor fehérje, amely Zn-koté RING finger elemet tartalmaz. A PML-
RARa fuzids protein képzdédésével azonban a PML tumor szuppresszor szerepe megsziinik.

Az APL kezelhet6 (1) all-transz-retinoinsavval (ATRA) — amely a PML-RARa flziés proteinben
1év6 RARa fehérjéhez kotdédve a promielocitak differencialodasat indukalja érett granulocitakka — ill. (2)

crer

eredményezi. Az As2O3 hatasmechanizmusar6l feltételezik, hogy az arzenit a PML-RARa fuzids fehérjében
a PML protein RING finger elemének Zn-koté helyeire kotddve megvaltoztatia a PML-RARa
konjugalodik, és igy ,.halalos jelolést kapva” a proteoszomakban degragalodik. E degradativ folyamat
tulterhelése estén pedig a PML sejtek apoptézisa kovetkezik be. (Aki tajékozodni szeretne fehérjék
ubiquitinalodasarol és proteoszomalis degradaciojarol, az az Interneten megteheti!)
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10. Epigenetikus mechanizmusok a daganatképzodésben: DNS metildacio, hiszton acetildcio és metilacio,
a mikroRNS-ek szerepe.

Amint a 20-22. oldalakon targyaltuk, a kémiai karcinogenezishez vezeté genotoxikus mechanizmusok a

cres

crer

fékezni vagy az apoptozist serkenteni képtelen — fehérjét kodol).

A kémiai karcinogenezishez vezet6 nem-genotoxikus, mas néven epigenetikus mechanizmusok nem a
DNS bazissorrendjének megvaltoztatasaval (mutdcioval) idézik eld aktiv proto-onkogén-fehérjék és/vagy
inaktiv tumor-szuppresszor fehérjék képzodését, hanem a normalis proto-onkogén-fehérjék taltermelddését
és/vagy a normalis tumor-szuppresszor fehérjék csokkent képzddését valtjadk ki. Milyen molekularis
epigenetikus mechanizmusok segithetik elé a kémiai karcinogenezist?

1. DNS metilaci6é valtozéasa: proto-onkogének promoter szakaszanak csokkent metilacidja és/vagy tumor-
szuppresszor gének fokozott metilacidja. az alabbiakban az ilyen mechanizmusok két csoportjat taglaljuk.

Amint a 22. oldalon emlitettiik, a DNS promoter szakaszok bizonyos citozinjainak C°> atomjat DNS metil-
transzferdzok metilaljak. A metilalt DNS-hez nem képesek kotddni transzkripcids faktorok. Ez az in. gén-
silencing egyik modja. A DNS metilacidjanak fokozodasa masodlagosan is eldsegitheti a gén-silencing-et:

kivaltva a DNS-hez asszocialodott hiszton-fehérjék N-termindlis lizin-NH2 csoportjanak NH,
deacetilacigjat (hiszton-deacetilazok hatasara) és metilaciojat (hiszton-metiltranszferazok
hatasara). Ez a poszttranszlacios valtozas tomorebbé teszi a hiszton-DNS kapcsolatot, ezzel SN

5
nehezitve a transzkripcids faktorok hozzaférését a DNS-hez. Eddig nem tisztazott okok ‘
miatt, a proto-onkogének promoter szakasza hipometilaltta valik a daganatképz6dés soran, 0
ezzel nd a proto-onkogének aktivalhatdsaga transzkripcios faktorok altal. Ezzel szemben a |
tumor-szuppresszor gének promotere hipermetilalt lesz, ezért expresszidjuk csokken. _P-ribose-P-
Farmakologiai vonatkozas: Az 5-aza-2'-deoxycytidin (decitabine, készitménye DACOGEN) DNS-metiltranszferaz-
gatlé daganatellenes szer. (Vedd észre: az 5-aza-2'-deoxycytidin olyan citozin-analog vegyiilet, amelynek C® atomjat —
ahol DNS-be foglalt citozinon a metilacio megtorténne — egy N atom helyettesiti.) Tumor-szuppresszor gének

promoter szakaszanak metilaltsagat csokkentve ez a szer ,,felébreszti” e géneket, igy helyreallitja a tumor-Szuppresszor
proteinek expressziojat. Féleg mielodiszplazias szindroma kezelésére adjak.

2. Transzkripcios faktorok és mikroRNS-ek expresszidjanak valtozasa, amely noveli a proto-onkogén
fehérjék és csokkenti a tumor-szuppresszor fehérjék kifejez0dését — 1asd az alabbi abrat.

mRNS, fehérje LIGANDUM w MAPK, ATP miRNS Az abra illusztralja, hogy a
kedolo Vo kédolo genetikai  informécié  egy
GEN ’-P GEN fehérje-kodolo génrdl (piros

szakasz a DNS templat

_T lancban) a messenger RNS-re

(mRNS) irodik at (transz-

TRANSZKRIPCIO TRANSZKRIPCIO kripcio). A mRNS — miutan a

sejtmagbol exportalodik — a

riboszémakhoz kotédve

templatként  szolgéal, hogy
meghatarozza a fehérje
aminosav  (as)  sorrendjét

(transzlacio). A fehérje-kodolo

gének kozotti DNS

szekvenciak mikroRNS-eket

(miRNS, vagy miR) kodol-

FEHERJE a5-a5-a5-35-a5 hatnak. Ezek rovid, 21-25

nukleotidbdl 4ll6 RNS mole-

crer

DNS

templat lanc

mRNS TIT miRNS

TRANSZLACIO

crer

miRNS a cél-mRNS-hez rovid szakaszon ¢€s altaldban csak részleges komplementaritassal kotodik, egyféle
miRNS akar tébbszaz mRNS-t is célba vehet, ezért egyféle miRNS sok fehérje expresszidjat represszalhatja.
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Ligand-aktivalt és szignal-aktivalt transzkripcios faktorok (zold korrel, ill. négyzettel jelolve) a fehérje-
kodold gének és miRNS-kodold gének promoter szakaszaihoz (zO6ld szakasz a DNS templat lancban)
kotédnek, és igy szabalyozzak (fokozzék vagy gatoljadk) azok transzkripciodjat; ezzel kozvetlentil regulaljak
tobb mRNS ¢és/vagy a miRNS expressziodjat, végso soron pedig specifikus fehérjék szintézisét.

crer
crer

crer

de-represszidjahoz, vagyis specifikus fehérjék fokozott szintéziséhez vezet.

A 23. oldalon szamos példat adtunk olyan vegyiiletekre, amelyek epigenetikus mechanizmussal idéznek el
daganatképzodést: ligand-altal aktivalt transzkripcios faktorok (vagyis i.c. receptorok, pl. CAR, PXR,
AhR) aktivalasan at (3. pont), vagy mitogén intracellularis jelatviteli Gtvonalak résztvevéin hatva (pl. a PKC
aktivatorai, ill. a PP2A gatloi), végs6 soron az un. szignal-aktivalt transzkripciés faktorok aktivalasaval
(4. pont).

A kovetkezO példa azt mutatja, hogy a fibrat-észterek (triglicerid-szint csokkenté gyogyszerek, mint a
klofibrat ¢és fenofibrat) ragcsalokon megfigyelt daganatkelté hatdsa olyan komplex epigenetikus
mechanizmuson alapul, amelyben szerepet jatszik egy ligand-aktivalt transzkripcios faktor (a PPARa), egy
mikroRNS (a let-7), és egy szignal-aktivalt transzkripcids faktor (a c-Myc). Lassuk most, hogyan!

crer

(de nem emberben). A fibratok intracellularis receptoron keresztiil hatnak: aktivaljak a majban a
peroxiszoma-proliferator-aktivalt receptor-a-t (PPARca). A fibrat-aktivalt PPARa egérben nemcsak a
plazma-triglicerid-csokkenést kivaltdo géneket (pl. a lipoprotein lipaz génjét) aktivalja (mint emberben is),
hanem (az embertdl eltéréen) egy mikroRNS (a let-7) génjén is hat, mégpedig repressziv modon. A let-7
gént represszalva a fibratok csokkentik a let-7 mikroRNS képzodését. A let-7 mikroRNS egyik cél-mRNS-e

crer

crer

crer

képz6dést. — A humanizalt egérben, amelynek méajaban nem egér PPARa, hanem emberi PPARa
expresszalodik, a let-7 mikroRNS képz6dése nem valtozik, és nem kovetkezik be a peroxiszomak
proliferacidja, a hepatomegilia és majtumor-képzddés sem. Ezért nem relevansak ezek a fibrat-észter
keltette, ragcsalokon megfigyelt hatasok emberre nézve: a fibratok nem karcinogének emberben. Ezt
nemcsak mechanisztikus vizsgalatok sora, hanem tobb évtizedes klinikai tapasztalat is igazolja.

Még egy érdekes, toxikoldgiai vonatkozasu informdcio a mikroRNS-ekrdl: Bizonyos mikroRNS-ek jelen
vannak a vérplazmaban, ott stabilak, plazma-szintjiikk szovetkarosodaskor szovetspecifikus modon nd.
Paracetamol mérgezett egyének vérplazmajaban példaul tobb mikroRNS szintjének (pl. miR-122, miR-192)
nagyfoku novekedését talaltak (Krauskopf et al.: Application of high-throughput sequencing to circulating
microRNAs reveals novel biomarkers for drug-induced liver injury. Toxicol. Sci. 143: 268-276, 2015).
Lehetséges, hogy a jovoben kiilonbozé mikroRNS-ek toxikus szovetkarosodasok biomarkerei lesznek, pl.
majkarosodasban a klasszikusan hasznalt transzaminaz enzimek — AST és ALT— mellet vagy helyett.
Daganatos betegek szérumaban is egyes mikroRNS-ek magasabb koncentracioban fordulnak eld, igy ezek
daganat-markerek is lehetnek. A mikroRNS-ek plazma-koncentracidja kvantitativ polimerdz lancreakcio
(qPCR) segitségével viszonylag gyorsan és olcson mérhetd.

Es rdadasként még egy téma: Hogy keriilnek a mikroRNS-ek a sejtekbdl a vérplazmaba? Exosomakba
csomagolva, az exosomak exocitozisaval! Az exosomak gomb alakt, 40-100 nm atmérdji, foszfolipid
kettosréteggel hatarolt mikrovezikulumok, amelyek mikroRNS-t, mMRNS-t és fehérjéket is tartalmaznak. A
plazmaba jutott exosomakat mas sejtek endocitosissal felvehetik, tehat sejtek igy is kommunikéalhatnak
egymassal. Mar folynak a kisérletek arrdl is, hogyan lehetne az ilyen vezikulumokat — a természetes vagy
szintetikus eredetiieket — felhasznalni gyogyszerek (pl. makromolekulak) sejtekbe juttatasara. Ez lehet a
gyogyszerformulazas és az un. drug targeting tjjabb modszere?
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‘ 11. Vegyiiletek osztalyozasa karcinogén hatasuk alapjan az IARC szerint.

Az International Agency for Research on Cancer (IARC) 1965-ben alapitott, a WHO ala tartozo,
Lyonban miikod6 szervezet. Az IARC egyik 6 feladata, hogy vegyliletek (esetleg keverékek és anyagok —
pl. nanoanyagok) daganatkelté hatasat a szakirodalomban elérheté adatok és sajat kutatasi eredményeik
alapjan — nemzetk6zi szakértok bevonasaval — elemezze, értékelje, és ez alapjan azokat minésitse és
osztalyozza. Az IARC a részletes értékeléseit vegyliletenként vagy vegyliletcsoportonként az IARC
Monographs on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans c. sorozataban (roviden IARC Monographs)
teszi k6zzé, amelynek 2022 aprilisaig 131 kotete jelent meg.

Az IARC az alabbi csoportokba sorolja a vegyiileteket — elérhet6 az alabbi linken:
https://monographs.iarc.fr/agents-classified-by-the-iarc/

Csoport Minésités A mmoszlgezt; ?;g,.“{f;:?i;k szama
Group 1 Carcinogenic to humans 121
Group 2A Probably carcinogenic to humans 93
Group 2B Possibly carcinogenic to humans 320
Group 3 Not classifiable as to its carcinogenicity to humans 501

Részletes leiras az IARC vizsgalati modszertanardl, az IARC altal értékelendd vegyiiletek kivalasztdsanak
elveirél, az IARC Monographs felépitésérél €s a karcinogén osztilyok jellemzdirdl a kovetkezd linken
érhetd el: http://monographs.iarc.fr/ENG/Preamble/CurrentPreamble.pdf

Az alabbi linken talalhato tablazat felsorolja az IARC altal mindsitett vegyiileteket ABC sorrendben,
megadja mindsitésiiket, az utolsd6 mindsitésiik datumat, és azon IARC Monograph kotet(ek) szamat,
amely(ek)ben a vegyiilet karcinogenitasara vonatkozo részletes adatokat kozzétették:
http://monographs.iarc.fr/ENG/Classification/ClassificationsAlphaOrder.pdf
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