
13. Fejezet 

A TOXICITÁS-VIZSGÁLATOK ELVE és GYAKORLATA 
 

 

A. A TOXICITÁS-VIZSGÁLATOK CÉLJAI és ALAPELVEI 
 

  I. A TOXICITÁS-VIZSGÁLATOK CÉLJAI 
 

     1. A toxikus hatások jellemzése – Spektrumuk, reverzibilitásuk, előre jelezhetőségük. 

     2. A küszöbdózisok megállapítása – NOAEL, LOAEL és a benchmark dose. 
 

 II. A TOXICITÁS-VIZSGÁLATOK ALAPELVEI 
 

     1. Kísérleti állatok nagy dózisú expozíciója érvényes módszer a lehetséges humán toxicitás felderítésére. 

     2. Kísérleti állatokon megnyilvánuló toxikus hatások emberre érvényesnek tekintendők mindaddig, amíg 

         humán irrelevanciájuk bizonyítást nyer – példák és ellenpéldák. 
 

B. A TOXICITÁS-VIZSGÁLATOK GYAKORLATA 
 

  I. IRÁNYELVEK (előiratok, guidelines) – Szakmai és minőségbiztosítási előiratok. 
 

 II. A TOXICITÁS-VIZSGÁLATOK TÍPUSAI 
 

     1. Általános szűrővizsgálatok 
 

          a. Egy-dózisú (akut) toxicitási teszt 
 

          b. Ismételt dózisú toxicitási tesztek – Rövid távú, szubkrónikus, krónikus toxicitási tesztek. 
 

     2. Speciális szűrővizsgálatok 
 

          a. Irritatív hatás tesztelése – Dermális, oculáris és más helyi tolerancia tesztek nyúlon. 
 

          b. Szenzibilizáló hatás tesztelése – Tengerimalac teszt, local lymphnode assay (LLNA) egéren. 
 

          c. Genotoxicitás tesztelése – a genotoxicitási tesztek jelezhetnek: 
 

             (1) DNS károsodást közvetlenül: Comet assay. 

             (2) DNS károsodást közvetve (a károsított DNS reparációját): UDS és SCE kimutatása. 

             (3) Kromoszóma-károsodást: Mikronukleusz teszt; kromoszóma-aberrációs teszt CHO sejteken. 

             (4) Mutagén hatást: 

                   - Reverz mutációs teszt baktériumokon – Ames teszt. 

                   - Forward mutációs teszt emlős sejteken – Teszt TK+/-egér-limfóma sejteken (L5178Y). 

                   - Mutagenitási tesztek transzgénikus-egereken – MutaMouse teszt, Big Blue mouse teszt. 
 

          d. Karcinogenitás tesztelése 
 

             (1) In vivo karcinogenitási tesztek 

                   - Bioassay egéren (18 hónapos adagolással) és patkányon (24 hónapos adagolással). 

                   - Alternatív karcinogenitási tesztek: Tg-rasH2 egéren vagy p53+/- haploinszufficiens egéren. 

             (2) In vitro karcinogenitási teszt: SHE (Syrian hamster embryo) sejt transzformációs assay. 
. 

          e. A reprodukciót- és a magzatfejlődést érintő toxikus hatások tesztelése – „Reprotox” vizsgálatok. 
 

              (1) Fertilitási és korai embrionális fejlődési teszt. 

              (2) Pre- és posztnatális fejlődési teszt. 

              (3) Embrionális/fötális fejlődési teszt – „Teratogenitási teszt”. 
 

III. GYÓGYSZER-VEGYÜLETEK TOXICITÁS-VIZSGÁLATA és ANNAK VISZONYA A KLINIKAI 

      GYÓGYSZER-VIZSGÁLATOKHOZ – Ütemezés: a váltakozva haladás módszere. 
 

IV. NEM GYÓGYSZER-VEGYÜLETEK TOXICITÁS-VIZSGÁLATA 
 

C. FÜGGELÉK 1. Idézet a Helsinki deklarációból. 2. Minőségi követelmények toxicitási tesztekkel 

szemben: Relevance, Reliability, Specificity, Sensitivity. 3. A dóziscsoportok kiválasztása krónikus 

toxicitás-vizsgálathoz – az elv és a gyakorlat. 4. Benzokain: allergizáló helyi érzéstelenítő és pozitív 

kontroll-vegyület a tengerimalac tesztben. 5. Biztonsági farmakológiai vizsgálatok. 6. Farmako- és toxiko-

kinetikai vizsgálatok. 7. Újabb példa a fajfüggő toxicitásra: A tamoxifen DNS-reaktív hepato-karcinogén 

metabolitot képez patkányban, de emberben nem – mégis IARC 1. csoportbeli humán karcinogén. 
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A.  A TOXICITÁS-VIZSGÁLATOK CÉLJA és ALAPELVEI 
 

I. A toxicitás-vizsgálatok céljai 
 

A toxicitás-vizsgálatokat az emberi egészség védelmében – a Helsinki Deklaráció (lásd az 1. Függelékben) 

szellemében – kísérleti állatokon végzik. A vizsgálatoknak két fő célja van: 
 

1. A vegyület káros (toxikus) hatásainak jellemzése. Ennek során jellemzik a vegyület toxikus hatásainak 
 

    • Spektrumát – milyen káros hatásokat képes kiváltani, pl. máj-, vese-, csontvelő-károsodást, konvulziót, 
    • Reverzibilitását – vagyis megszűnik-e a károsodás az expozíció megszüntetésével, és 
    • Előre jelezhetőségét – pl. van-e korai tünete, laboratóriumi jele a később bekövetkező káros hatásnak. 
 

2. A vegyület küszöbdózisának (káros hatást nem, vagy alig kiváltó legnagyobb dózisának) meghatározása. 
 

Küszöbdózisok: NOAEL = No observed adverse effect level; LOAEL = Lowest observed adverse effect 

level; Benchmark dose, ld. a 14. Fejezetet. Ezek jelzik, hogy mely expozíciós szint alatt nem kell számolni 

káros következménnyel. A küszöbdózisokból becsülik a biztonságos emberi dózist – lásd a 14. Fejezetben. 
 

II. A toxicitás-vizsgálatok elvei – A toxicitás-vizsgálatoknak két fő elve van: 
 

 

1. Kísérleti állatok nagydózisú expozíciója a vegyülettel szükséges és érvényes módszer arra, hogy 
    feltárjuk a vegyület-okozta lehetséges emberi toxicitást. 
 

2. Egy vegyület kísérleti állatokon megnyilvánuló toxikus hatásai emberben is érvényesnek tekintendők, 
    kivéve, ha bizonyítható, hogy azok emberben irrelevánsok. 
 

 

Megjegyzések az 1. elvhez: 
 

A nagy dózis szükségességének két indoka van: 
 

(1) Csak különböző mértékű expozíció – beleértve a nagy dózisokat is – biztosíthatja azt, hogy megismerjük 

      a vegyület károsító hatásainak teljes spektrumát. 
 

(2) Statisztikai indoklás: A toxikus hatások gyakorisága az exponált populációban dózisfüggő; vagyis: 
 

 - Kis dózisok adása után a káros hatások gyakorisága alacsony, ezért nagyszámú állat szükséges ahhoz, 
   hogy a hatást statisztikailag szignifikánsnak ítélhessük. 
 

 - Nagy dózisok adása után a káros hatások gyakorisága magasabb, ezért kevesebb állat szükséges ahhoz, 
  hogy a hatást statisztikailag szignifikánsnak minősíthessük. 

 

Megjegyzések a 2. elvhez: 
 

(1) Általában vegyületek toxikus hatásai minőségileg hasonlóak kísérletes állatokban és emberben. Például 

      állatban és emberben is hasonló jellegű káros hatást okoznak – többek között – az alábbi vegyületek. 
 

 - Szén-tetraklorid – hepatikus nekrózist, 
 - HgCl2 – renális tubuláris nekrózist, 
 - CO – anémiás hipoxiát, 
 - HCN – hisztotoxikus hipoxiát, 
 - Szerves foszfát-észter típusú rovarölők és harci mérgek – kolinerg krízist, 
 - Vinil-klorid – hepaticus angiosarcomát. 

 

(2) De nem állítható, hogy bármely vegyület bármely állatban észlelt toxikus hatása hasonló az emberéhez. 
 

• Esetenként az állatban észlelt káros hatás nem következik be emberben – lássunk 4 példát ilyen esetre: 
 

- A fibrátok (pl. klofibrát és gemfibrozil) hepatomegáliát, a hepatikus peroxiszómák proliferációját és máj- 
   tumort indukálnak rágcsálóban, de emberben nem. Ennek hátterében két fajok közötti eltérés áll: 
 

   i. Emberi májban a fibrátok intracelluláris receptora (PPAR) alacsonyabb szinten fejeződik ki, és más szerkezetű. 
 

   ii. A receptort követő jelátviteli út is eltérő: A fibrát-aktivált humán PPAR főleg a plazma-triglicerid-csökkenést 

   kiváltó géneket (pl. lipoprotein-lipáz, LPL) aktiválja. Ezzel szemben a fibrát-aktivált egér PPAR egy mikroRNS 
   (let-7) génjén is hat: A let-7 gént represszálva fokozza a c-Myc (egy mitogén transzkripciós faktor) transzlációját, 
   ezzel a májsejtek osztódását serkenti, az apoptózisukat pedig gátolja. (Indok: A mikroRNS-ek a mRNS-ekhez kötőd- 
   ve gátolják az adott mRNS által kódolt fehérje transzlációját – lásd a 11. Fejezet 10. Függelékében.) Humanizált 

   egerekben, amelyek mája emberi (nem pedig egér) PPAR-t expresszál, a fibrátok nem idéznek elő sem hepatikus 
   peroxiszóma-proliferációt, sem hepatomegáliát, sem májtumort. Mindezek igazolják, hogy a fibrátok említett állati 
   hatásai – mechanisztikus alapon – emberben érvénytelenek. A sok évtizedes klinikai tapasztalat szerint sincs a 
   fibrátoknak a májtömeget növelő, peroxiszóma-proliferátor és daganatkeltő hatása emberben. 
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- A limonén (terpén a citromhéjban) és más elágazó láncú szénhidrogének (pl. trimetilpentán a benzinben) 
   tartós adagolás hatására tubulus-károsodást és vesetumort keltenek hím patkányban, de nőstényben nem, 
   és más fajokban sem. E faji különbség magyarázata a következő: 
 

   Az említett szénhidrogének kizárólag a hím patkányban telőforduló 2-mikroglobulinhoz kötődve 

   filtrálódnak a vesében, majd 2-mikroglobulinhoz kötött formában reabszorbeálódnak a vese tubulusok 

   sejtjeibe, és ott előidézik azok károsodását. Ezért az elágazó láncú szénhidrogének patkányban észlelt 

   nephrotoxikus hatásai – mechanisztikus alapon – emberben érvénytelenek – lásd még a 7. Fejezetben is. 
 

- A nátrium-szacharin (2 g/kg/nap 2 évig adagolva) hólyagtumort indukált, de kizárólag hím patkányban. 
 

   Oka: Szacharin-fehérje-szilikát összetételű mikrokristályok képződnek a hólyagban, ahol ezek krónikus 
   szövetirritációt idéznek elő. A kristályokban az 2-mikroglobulin köti a szacharint! A kristályok 
   képződését elősegíti a vizelet lúgos pH-ja, amit a Na-szacharin biztosít. Sem emberben, sem más állatban 
   nem figyeltek meg szacharin-indukált hólyagtumort. Sem a hím patkányban működő tumorkeltő mechaniz- 

   mus (amely a kizárólag a hím patkányokban termelődő 2-mikroglobulinhoz kötött), sem az expozíció 
   mértéke nem releváns emberben! Az 1 liter cukormentes üdítőt fogyasztó emberben a szacharin bevitele 
   csak 5 mg/kg (Whysner and Williams, Pharmacol. Ther. 71: 225-252, 1996) – lásd még a 7. Fejezetben is. 
 

- A tamoxifen (szelektív ösztrogén-receptor modulátor, SERM) esete komplexebb. Ez a szer DNS-reaktív 

   hepatokarcinogén metabolitot képez patkányban (az -hidroxilált tamoxifen szulfát észterét), de emberben 
   nem. A tamoxifen mégis humán karcinogén (az IARC szerint 1. csoportbeli): endometriális karcinómát 
   indukálhat, mert a méh ösztrogén-receptorain (ER) parciális agonistaként hatva proliferatív hatást kelt 
   (epigenetikus módon). Tudvalevő azonban, hogy a tamoxifen (pontosabban a CYP által képzett aktív 
   metabolitja, a 4-hidroxi-tamoxifen) az emlőben ER antagonista, ezért védő hatású az ER-pozitív emlőrák 
   ellen. További részletek a 7. Függelékben olvashatók. 

 
• Más esetekben az emberben megnyilvánuló toxikus hatás nem észlelhető egyes állatfajokban. Példák: 
 

- A talidomid – ismeretlen okból – nem teratogén patkányban, de emberben és nyúlban magzatkárosító. 
   A talidomid teratogenitásának 3 lehetséges mechanizmusáról a 12. Fejezet függelékeiben olvashatnak. 
 

- Az ACE gátlók – ismert okból – nem teratogének patkányban, de emberben igen (lásd a 12. Fejezetet az 
   emberi magzatnak ACE gátló gyógyszerek iránti fokozott érzékenységének magyarázatát). 

 
(3) Rendszerint vegyületek toxikus hatásai mennyiségileg is hasonlóak kísérleti állatokban és emberben. 
 

Ha az adagokat testfelszínre számítják a vegyület toxikus/letális adagja állatban és emberben gyakran 
hasonló. A testsúlyra számított toxikus/letális emberi adag azonban általában kb. 1/10-ed része az állati 
adagnak. Ezek az empirikus szabályok azonban nem mindig érvényesek; ezt mutatják az alábbi példák: 
 

• A paracetamol legkisebb májkárosító dózisa emberben (150 mg/kg) valóban 1/10-ede a hepatotoxikus 
   adagnak patkányban (1500 mg/kg), de hasonló, mint a májkárosító adag hörcsögben (150 mg/kg). 
 

• Az aflatoxin B1 akut májkárosító hatásában is jelentős mennyiségi különbségek vannak fajok között 
   (pulyka >> egér >> patkány) – lásd a 11. Fejezet 6. oldalán. 
 

• A TCDD LD50 értéke tengerimalacban és patkányban 1, ill. 10 μg/kg, de emberben jóval nagyobb lehet 
  (vagyis az ember kevésbé érzékeny, mint az említett állatok) – lásd a 4. Fejezet 19. oldalán. 
 
 

Vegyületek toxicitásában megnyilvánuló mennyiségi eltéréseket fajok között leggyakrabban toxikokinetikai 
különbségek magyarázzák. 
 

A paracetamol esetében főleg a vegyület eltérő mértékű CYP-katalizált toxifikálása a reaktív elektrofil N-
acetil-p-benzokinoniminné (NAPBQI), az aflatoxin B1 esetében pedig főleg a toxikus metabolit (aflatoxin-
epoxid) glutation S-transzferáz által katalizált eltérő mértékű detoxifikálása glutation konjugátummá okozza 
a fajok eltérő érzékenységét (lásd a 11. Fejezet 6. oldalán). A 2,4-diklórfenoxiecetsav (2,4-D) eliminációja 
(renális tubuláris szekréció révén) fajonként eltérő sebességű. Ez magyarázza a species-különbségeket e 
gyomirtó akut toxicitásában – pl. a 2,4-D-t lassan elimináló kutyák fokozott érzékenységét (lásd a 4. Fejezet 
8. oldalán). 
 

A TCDD toxicitásában mutatkozó faji eltéréseket azonban bizonyára toxikodinámiás különbségek okozzák, 
mert nincs jelentős faji eltérés a TCDD kinetikájában – felszívódásában, megoszlásában és eliminációjában. 
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B.  A TOXICITÁS-VIZSGÁLATOK GYAKORLATA 
 

I. IRÁNYELVEK (előiratok, guidelines) – szakmai, valamint minőségbiztosítási előiratok 
 

• A vizsgálatok szakmai irányelvei. A toxikológiai vizsgálatokat az illetékes szakhatóságok által javasolt 

szakmai irányelvek szerint végzik. Az 1990-es évektől a nemzeti hatóságok saját irányelveiket harmonizálva 

alakították ki a gyógyszerek vizsgálatát szabályozó ICH irányelveket (International Conference on 

Harmonization), majd azokat sajátjukként adták ki. Például a gyógyszerek regisztrálásában és használatuk 

szabályozásában illetékes európai hatóság – a European Medicines Agency (EMA) – is „honosította” az ICH 

előiratokat és Eudralex (The Rules Governing Medicinal Products in the European Union) néven adta ki. 
 

Az előiratok hosszú fejlődés eredményei. Olykor tragédiák okozta erkölcsi kényszer motiválta létrejöttüket –

pl. a Sulfanilamide Elixir eset 1937-ben (lásd a 7. Fejezet 18. oldalán) és a talidomid tragédia 1959-61-ben 

(lásd a 12. Fejezet 3. oldalán). A harmonizált előiratok kialakítását gazdasági érdekek kényszerítették ki, 

mert hiszen, ha az egységesített szabályok betartásával végzik egy adott országban a vizsgálatokat, akkor 

azok elfogadhatók lesznek a régió más – a harmonizált előiratot elfogadó – országaiban is. Ezt a nemzeti 

előiratok gyakran nem tették lehetővé; az eltérő szabályozás a vizsgálatok részleges vagy teljes elvégzését 

követelte meg más módon, ha pl. egy gyógyszert egy másik országban is kívántak forgalmazni. Az 

előiratokat rendszeresen felülvizsgálják, ha szükséges módosítják. 
 

Linkek: http://ec.europa.eu/health/documents/eudralex/index_en.htm (Eudralex), 

http://www.ema.europa.eu/ema/index.jsp?curl=pages/regulation/general/general_content_000397.jsp&mid=

WC0b01ac058002956f (Toxikológiai vizsgálatok). 

 

• A vizsgálatok minőségbiztosítási irányelvei. Ezek célja az, hogy a vizsgálatok megfeleljenek az általános 

minőségi követelményeknek (így megbízható adatokat szolgáltassanak) és jól dokumentáltak legyenek, így 

lehetővé tegyék helytálló következtetések levonását a vizsgálati adatokból. Előiratok szabályozzák pl. a 

kísérleti állatok tartását, a kísérleti módszerek pontos leírását, az analitikai műszerek validálását és az 

eredmények archiválását. A minőségbiztosítás egységesítése céljából az OECD országok kidolgozták és 

1981-ben elfogadták a Good Laboratory Practice (GLP) című előiratot. Ez alapján készült hatályos hazai 

rendelet: 42/2014. (VIII. 19.) EMMI rendelet a helyes laboratóriumi gyakorlat alkalmazásáról és 

ellenőrzéséről. Ez a rendelet az alábbi linken át érhető el: 

http://www.kozlonyok.hu/nkonline/MKPDF/hiteles/MK14113.pdf 
 

 

II. A TOXIKOLÓGIAI SZŰRŐVIZSGÁLATOK TÍPUSAI 
 

A toxikológiai szűrővizsgálatoknak céljuk alapján két csoportjuk van. Az általános vizsgálatok egyik célja, 

hogy megismerjük a kérdéses vegyületek káros hatásainak teljes spektrumát – vagyis azt, hogy a vegyület 

mely toxikus hatásokat képes előidézni – egyszeri, valamint ismételt, több eltérő dózisban történt adagolását 

követően. A vizsgálatok másik fontos célja pedig az, hogy meghatározzuk a vegyület fentebb említett 

küszöbdózisait, vagyis a NOAEL és LOAEL, esetleg a 14. fejezetben tárgyalt benchmark dózis értékeit. 
 

TOXIKOLÓGIAI SZŰRŐVIZSGÁLATOK 

1. Általános szűrővizsgálatok 2. Speciális szűrővizsgálatok 
 

 a. Egydózisú (akut) toxicitási teszt 

 b. Ismételt dózisú toxicitási tesztek 

     - Rövid távú (valaha szubakut) toxicitási teszt 

     - Szubkrónikus toxicitási teszt 

     - Krónikus toxicitási teszt – „króntox” vizsgálat 

 

 a. Irritatív hatás tesztelése 

 b. Szenzibilizáló hatás tesztelése 

 c. Genotoxicitás tesztelése 

 d. Karcinogenitás tesztelése 

 e. A reprodukciót és a magzatfejlődést érintő káros 

     hatások tesztelése – „Reprotox” vizsgálatok 
 

 

Ezzel szemben a speciális szűrővizsgálatokat azzal a céllal végezzük, hogy megismerjük, okoz-e a vegyület 

adagolása egy bizonyos káros hatást: kivált-e helyi irritatív hatást, szenzibilizáló hatást, genotoxikus vagy 

karcinogén a vegyület, illetve okoz-e a reprodukciót- és a magzatfejlődést érintő toxikus hatást. 

http://ec.europa.eu/health/documents/eudralex/index_en.htm
http://www.ema.europa.eu/ema/index.jsp?curl=pages/regulation/general/general_content_000397.jsp&mid=WC0b01ac058002956f
http://www.ema.europa.eu/ema/index.jsp?curl=pages/regulation/general/general_content_000397.jsp&mid=WC0b01ac058002956f
http://www.kozlonyok.hu/nkonline/MKPDF/hiteles/MK14113.pdf
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1. Általános szűrővizsgálatok 
 

a. Egydózisú (akut) toxicitási teszt 
 

Megválaszolandó kérdések 
• A vegyület egy dózisának adása után milyen káros hatásra utaló tünetek észlelhetők és ezek mely szerv- 
   rendszerek érintettségét jelezhetik? 
 

• Mekkora az MTD és az ALD? 
 

   MTD = Maximális tolerálható dózis, vagyis az az adag, amely nem okoz elfogadhatatlan káros hatást. 
   ALD = Approximate LD (megközelítő letális dózis). Az LD50 meghatározása nem követelmény. 
 

 

Technikai követelmények 
 

• Állatok: - Egér, patkány és nem-rágcsáló emlős – az a faj, amelyen a króntox vizsgálatot tervezik.
 - Mindkét nem. 
• Adagolás: - Egyszer (vagy 24 órán belül többször). 
 - Lehetőleg i.v. és per os (gyógyszerjelölt esetén a tervezett alkalmazási úton). 
 - Legalább 3 dózisban. Valójában annyi dózis kell, amelyekkel az MTD és ALT becsülhető. 
• Megfigyelés:   Tárgya: tünetek, elhullás, makroszkópos kórbonctani lelet.  Tartama: 14 nap. 

 
b. Ismételt dózisú toxicitási tesztek 
 

Megválaszolandó kérdések 
• Milyen káros hatásokat vált ki a vegyület adagolása és melyek a toxikus hatás célszervei az adagolás során 
  észlelt tünetekből és kórjelzőkből és az adagolás végén nyert kórbonctani és szövettani leletekből ítélve? 
 

• Mekkorák a küszöbdózisok: NOAEL, LOAEL, vagy benchmark dózis? 
 

• Mekkorák a küszöbdózishoz tartozó, a szisztémás expozíciót jelző plazmakoncentrációk a steady state 
   beállása után (Cmaxss, AUC0-24), és melyek a vegyület fő metabolitjai? 
 

 

Technikai követelmények 
 

• Állatok: Rágcsáló és nem-rágcsáló emlős, mk. nemű. Gyógyszerjelölt vizsgálatához választott faj mutassa 
   a farmakológiai hatást, és benne a vegyület metabolizmusa és klírensze hasonló legyen az emberéhez. 
 

• Adagolás 
  - Legalább 3, azonban rendszerint 5 eltérő adagban. A farmakológiai ED50 kétszerese (vagy ennél nagyobb) 
    lehet a legkisebb dózis, a minimális elhullást okozó pedig a legnagyobb dózis. A köztes dózisokat azonos 
    log-dózis-különbséggel számítják ki a legalacsonyabb és a legmagasabb dózisból (ld. a 3. Függelékben). A 
    kezelt állatok mellett, kezeletlen és vivőanyaggal kezelt kontroll-csoportokat is vizsgálnak. 
 

  - Általában per os (gyógyszerjelölt esetén a tervezett alkalmazási úton) és naponta egyszer. 
 

• Megfigyelés – az adagolás során 

  - Kórtünetek, elhullás 

  - Testi fejlődés és tápanyagforgalom (testtömeg-növekedés, táp- és folyadékfogyasztás) 

  - Idegrendszeri alapműködések (viselkedés, izomerő és -tónus, tartási és kiváltott reflexek) 

  - Szemészeti vizsgálat, EKG vizsgálat (csak nagy állaton) 
  - Labor: Hematológiai, klinikai kémiai és vizelet-analitikai vizsgálatok: a máj- és veseműködés, fehérje-, 
    cukor- és zsíranyagcsere; az immunrendszer és a véralvadás állapotának felmérésére időszakonként. 
 

  - Toxikokinetika: a szisztémás expozíciót jelző plazmakoncentrációk (Cmaxss és AUC0-24) meghatározása 
     az adagolás elején és végén (rendszerint ún. szatellita csoporton végzik – bővebben a 6. Függelékben). 
     A szisztémás expozíció fontos információ, ha egy gyógyszerjelöltből gyógyszer lesz! Megnyugtató, ha 
     a toxicitás-vizsgálatokban mért, a küszöbdózisokhoz tartozó szisztémás expozíció sokszorta nagyobb az 
     állatokban, mint az emberben mért terápiás expozíció. 
 

• Megfigyelés – az adagolás végén 
  - Kórboncolás: a látható elváltozások dokumentálása, a szervek tömegének mérése. 
  - Szövettani vizsgálat: mintegy 40 szövetből – lásd a táblázatot a következő oldalon. 
 

• A vizsgálat idő tartama – tartamuk szerint az ismételt dózisú toxicitási tesztek lehetnek: 
  - Rövid távú: tartamuk 1 hét – 1 hónap (gyakran hosszabb távú tesztek előtt végzik dóziskeresési céllal). 
  - Szubkrónikus: általában 3 hónap. 
  - Krónikus: 6 hónap, vagy hosszabb – a dózisválasztás módját lásd a 3. Függelékben. 
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  Gyógyszerjelöltek esetén az ismételt dózisú toxicitási tesztek időtartamát a várható humán expozíció idő- 
  tartamától függően választják meg. Az ICH előirat által javasolt időtartamokat lásd a 21. oldalon. 
 

A SZUBKRÓNIKUS és a KRÓNIKUS TOXICITÁS-VIZSGÁLATOKBAN ÉRTÉKELT KÓRJELZŐK 

A kezelés alatt  naponta 

Testsúly 

Táplálékfogyasztás 

A táplálék-hasznosulás (g növekedés/kg táplálék) 

 

Fizikális vizsgálat és klinikai megfigyelés 

Szemészeti megfigyelés 

EKG (nagy állaton) 

Hematológia  3x a kezelés alatt 

Erythrocyta szám, PCV, MCV 

Hemoglobin koncentráció, MCHb,  

 

Leukocyta szám 

Leukocyták megoszlása (kenet) 

 

Thrombocyta szám 

Prothrombin idő, APTT 

Klinikai kémia (vér)   3x a  

Glükóz 

Karbamid-N 

Kreatinin 

Össz-bilirubin 

kezelés alatt 

AP 

ALT, AST 

GGT 

CK 

 

Na+, K+, Ca2+ 

Cl-, foszfát 

 

Koleszterin, trigliceridek 

Össz-fehérje 

Albumin, Globulin 

A/G arány 

Vizelet-analízis  3x a kezelés alatt 

Szín 

Tisztaság 

Fajsúly 

 

Fehérje 

Glükóz 

Vér 

 

Ketonok 

Bilirubin 

Urobilinogén 

Szervsúlyok – a boncolás után 

Máj 

Szív 

Tüdő 

Méh 

Ováriumok 

Herék 

Prosztata 

Vese 

Mellékvese 

Pajzsmirigy 

Agy 

Hisztopatológia 

Máj 

Epehólyag 

Vese 

Húgyhólyag 

Szív 

Aorta 

Trachea 

Tüdő 

 

Lép 

Nyirokcsomó 

Thymus 

Nyálmirigy 

Pancreas 

Nyelv 

Oesophagus 

Gyomor 

 

Duodenum 

Jejunum 

Ileum 

Coecum 

Colon 

Rectum 

Ovarium  

Uterus 

 

Cervix 

Vagina 

Testis 

Epididimis 

Prostata 

Emlőmirigy 

Bőr 

Vázizom 

 

Csont 

Csontvelő 

Mellékvese 

Pajzsmirigy 

Mellékpajzsmirigy 

Hypophysis 

Nagyagy 

Kisagy 

 

Agytörzs 

Gerincvelő 

N. ischiadicus 

Szem 

Belső hallójárat 

Harder-mirigy 

  (a szem mellett, 

  csak állatokban) 

Egyéb, pl.:  Az anyavegyület és a metabolitok vérszintje 

                    Szöveti foszfolipid-foszfát koncentráció 

Máj-mikroszómális enzimaktivitások/CYP tartalom 

Hepatikus -oxidáció: in vitro inkubáció C14-palmitáttal 

 

 

2. Speciális szűrővizsgálatok 
 

a. Helyi irritatív hatás tesztelése (lokális tolerancia-vizsgálat) 
 

Azok a vegyületek, melyek a testfelszínre juthatnak (pl. a külsőleg és a parenterálisan alkalmazott ható-

anyagok) tesztelendők helyi irritatív hatásra. A teszteket rendszerint nyúlon végzik. A vizsgálandó vegyület 

alkalmazási helye a lehetséges/tervezett expozíció helyétől függ: pl. bőr, szem, végbél, az injekció helye. 
 

• Dermális tolerancia teszt 
  Nyulak leborotvált hátbőrére viszik fel a vegyületet (0,5 ml folyadékot, vagy 0,5 g szilárd vegyületet), 
  gézlappal fedik, majd 4 óra múlva eltávolítják. Ezután több időpontban szemikvantitatív módon értékelik 
  (pontozzák) az esetleges helyi reakció intenzitását (bőrpír, ödéma, ulceratív hatás) és kiterjedését, továbbá 
  összehasonlítják az ellenoldali (oldószerrel, vivőanyaggal kezelt) kontroll területen észlelt változásokkal. 
 

• Oculáris tolerancia teszt (Draize teszt) 
  A vegyületet (0,1 ml oldat, vagy 0,1 g szilárd) nyulak egyik szemébe juttatják, majd a hatást időszakonként 
  értékelik, összehasonlítva a kezelt szemet az ellenoldali kontrollal. Az állatkísérlet helyettesítésére in vitro 
  cornea tesztet (pl. Bovine Corneal Opacity and Permeability assay) és nyálkahártya irritációs tesztet 
  is bevezettek (pl. az embrionálódott tyúktojás chorioallantois membránján végzett „HET-CAM teszt”). 
 

• Gyógyszerjelöltek esetén alkalmazott más tesztek 
  - A parenteralis tolerancia tesztekben a vegyület véna-, artéria-, izom-, és szubkután szövet-irritatív hatását 
    nyúlon értékelik oldatának fülvénába, fül artériába, combizmába, vagy bőre alá történő injektálása után. 
  - Rectális és vaginális tolerancia teszt  a vegyületet tartalmazó kúppal végzik. 
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b. Szenzibilizáló hatás tesztelése – két típusú teszt elfogadott az allergizáló hatás in vivo kiértékelésére: 
 

(1) Tengerimalac teszt: Az állat leborotvált hátbőrére az egyik oldalon a vegyületet adagolják külsőleg, vagy 

intradermális injekcióval, 2-4 héten át (szenzitizációs periódus). Ezután 2 hetes szünet tartanak, majd ismét 

alkalmazzák a vegyületet nem szövet-izgató koncentrációban, az ellenoldali bőrterületen pedig a 

vivőanyagot. Vizsgálják, hogy a vegyület kivált-e helyi gyulladásos reakciót. A reakció súlyosságát 

szemikvantitatív módon értékelik, a kiterjedését pedig megmérik. 
 

A teszt két változata validált. Az egyikben a szenzitizációt Freund-adjuváns injekciójával fokozzák – ez a 

Guinea Pig Maximisation Test. A Freund adjuváns egy ún. immunpotenciáló szer, amely inaktivált, szárított 

Mycobacterium tuberculosis baktériumok szuszpenzióját tartalmazza. A másik próba során adjuvánst nem 

adnak – ez a Buehler teszt. 
 

Pozitív kontroll-vegyületek pl. 
hexil-cinnamaldehid (HCA), 2-
merkaptobenztiazol (MBT), és 
benzokain. Az utóbbi a p-
amino (-NH2) csoportjának 
oxidálódásával metabolikusan 
aktiválódik előbb hidroxilamin 
(-NH-OH), majd reaktív 
elektrofil nitrozo (-N=O) 
vegyületté – lásd a folyamatot a 
4. Függelékben. 

 

(2) Local lymphnode assay (LLNA) egéren 
 

A vizsgálat mechanisztikus háttere: A teszt olyan vegyületeket képes kimutatni, amelyek kontakt 

dermatitiszt váltanak ki. Ezek kovalensen kötődnek szöveti fehérjékhez, azokat haptenizálják ill. 

neoantigénné alakítják. A neoantigéneket a bőr antigén-prezentáló sejtjei (APC), az ún. dendrit-sejtek 

„észlelik”, felveszik, feldolgozzák, és elszállítják a regionális nyirokcsomóba, ahol a dendrit-sejtek T-

limfocitákat aktiválnak és proliferációra késztetnek. A T-limfociták aktiválásáról részletek az 5. Fejezet 8. 

oldalán olvashatók a fémek-okozta immunreakciók (pl. kontakt dermatitisz) ismertetése kapcsán. 
 

A vizsgálat kivitelezésének fő lépései: 
 

• A tesztvegyületet (25 l oldatban) az egér fülére juttatják naponta egyszer, 3 napon át. Ha a vegyület 

szenzitizáló hatású, akkor az auricularis (a fül melletti) nyirokcsomóban limfocita-proliferációt indukál. 
  

• A limfocita-proliferációt a 6. napon mérik az i.v. adott 3H-deoxitimidin (vagy 125I-deoxiuridin) felvételével 

az auricularis nyirokcsomóba. A tesztvegyülettel kezelt egér kimetszett nyirokcsomójának radioaktivitását 5 

órával a jelzett dezoxinukleozid i.v. adása után mérik, és összehasonlítják egy nem-szenzitizáló vegyülettel 

kezelt egérből (negatív kontroll), valamint egy ismert szenzitizáló vegyülettel – pl. HCA, vagy MBT – kezelt 

egérből (pozitív kontroll) származó nyirokcsomó radioaktivitásával. A HCA és a MBT kovalensen kötődnek 

a bőr szöveti fehérjéihez (lásd a fenti ábrát), és így hapténként viselkedve kiváltják a T-sejtes immunválaszt. 
 

 

A 2-merkaptobenztiazolból sok ezer tonnát gyártanak világszerte, mert gumi- és műanyagadalék. Ilyen 
termékekből (teniszcipő, alsónemű, kondom) kiszivárogva a 2-merkaptobenztiazol kontakt-allergiát okozhat. 
 

A hexil-cinnamaldehid (hexil-cinnamal) kozmetikumokban, dezodorokban, szappanokban, háztartási 
detergensekben használt illatanyag. Bőrtesztben az egyének 1 ezrelékében váltott ki kontakt-allergiát. 
 

 

(3) In vitro teszteket is kidolgoztak a kísérleti állatok felhasználásának csökkentése érdekében. Ezekben a T-

sejtes immunválaszban szerepet játszó sejteket teszik ki a tesztvegyület hatásának. Ilyen pl. a GARDTM skin 

assay, amelyben humán bőr dendrit-sejtjeinek tenyészetét inkubálják a kérdéses vegyülettel, majd pedig 

génexpresszós vizsgálatokkal (azaz messenger-RNS-ek analízise útján) mérik a dendrit-sejtekben kiváltott 

választ. Mérhetik pl. az ún. ko-stimuláló molekulák génjeinek fokozott expresszóját, vagy az Nrf2 

transzkripciós faktor részvételével elindított ún. elektrofil stressz-válasz génjeinek fokozott expresszóját. 

Megjegyzés: A dendrit-sejtek ko-stimuláló molekulái is részt vesznek a T-sejtek aktiválásában (lásd még a 5. 

Fejezet 8. oldalán). Az elektrofil stressz választ és az Nrf2 szerepét a 11. Fejezet 7. Függeléke ismerteti. 

Hexil-cinnamaldehid, HCA HCA-protein addukt (neoantigén)

2-merkaptobenztiazol, MBT MBT-protein kevert diszulfid

neoantigén
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c. A genotoxicitás tesztelése – lásd a 11. Fejezet 30-37. oldalain is. 
 

Ezek a tesztek csak a genotoxikus karcinogének kimutatására alkalmasak; nem genotoxikus (epigenetikus) 

karcinogéneket nem jeleznek. 
 

Egyes genotoxicitási vizsgálatokat in vitro végeznek baktériumokon (pl. Ames teszt), vagy tenyésztett emlős 

sejteken (pl. kromoszóma aberrációs teszt CHO sejteken, TK+/- egér limfóma-sejt assay). Más tesztek csak in 

vivo végezhetők (pl. MutaMouse teszt, Big Blue Mouse test), és vannak olyanok is, amelyek in vitro és in 

vivo is kivitelezhetők (pl. Comet assay, UDS-vizsgálat, SCE-vizsgálat, mikronukleusz teszt). 

 
 

Szabályok 
 

• Gyógyszerjelölt vegyület esetén az első humán vizsgálatok (Fázis-I) előtt genotoxicitási vizsgálatot kell 

végezni, legalább egy in vitro tesztet. A Fázis-II vizsgálatok megkezdése előtt pedig egy in vivo 

genotoxicitási teszt eredményét is ismerni kell. 
 

• Ha a genotoxicitási teszt eredménye pozitív, a humán vizsgálatok csak akkor folytathatók, ha kizárható, 

hogy a genotoxikus hatás emberben releváns, vagy ha a genotoxicitás a terápiás hatás elkerülhetetlen 

velejárója – pl. ha a gyógyszerjelölt alkiláló típusú DNS-reaktív daganatgátló. 
 

 

 

A genotoxicitási tesztek típusai – osztályozásuk a genotoxicitási teszt által jelzett változás szerint történt az 

alábbi táblázatban. A felsorolt tesztek részletes, de az elvi szempontokat kiemelő ismertetése a következő 

oldalakon található. 
 

GENOTOXICITÁSI 

TESZTEK jelezhetnek 
In vitro In vivo 

1. DNS KÁROSODÁST 

    KÖZVETLENÜL 

 

 Comet assay (egy sejt gél- 

   elektroforézis assay) 
 

 

 Comet assay* (egy sejt gél- 

   elektroforézis assay) 
 

2. DNS KÁROSODÁST 

    KÖZVETVE – vagyis a 

    DNS reparációját jelzik. 

 UDS (unscheduled DNS szintézis) 
 

 SCE (sister chromatid exchange) 

 UDS (unscheduled DNS szintézis) 
 

 SCE (sister chromatid exchange) 

3. KROMOSZÓMA- 

    KÁROSODÁST 

 Mikronukleusz teszt 
 

 Kromoszóma aberrációs teszt 

   CHO sejteken 

 

 

 Mikronukleusz teszt* 
 

 

 
 

4. MUTÁCIÓT 

 

 Ames teszt (bakteriális reverz 

   mutációs teszt)# 
 

 TK+/- egér-lymphoma-sejt assay# 

   (emlős-sejt forward mutációs teszt) 
 

 

 MutaMouse teszt 
 

 

 Big Blue mouse teszt 

 
 

 

 

* Célszerű a comet assay-t és a mikronukleusz tesztet együtt végezni, azonos állaton. 
 

# Forward mutáció esetén a normális (wild type) gén mutáns génné alakul, reverz mutáció esetén pedig az 
   eleve mutáns gén visszaalakul normális (wild type) génné. 
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1. A DNS károsodását közvetlenül jelző tesztek 
 

Comet assay in vitro és in vivo – más név: egy sejt gél-elektroforézis; single cell gel electrophoresis, SCGE 
 

 

Kérdés: Okoz-e a tesztvegyület olyan DNS károsodást, amelynek következtében a sejtmagban foglalt DNS 

állományból kisebb-nagyobb töredékek képződnek? Ha igen, akkor elektroforézis hatására a töredékek – 

méretüktől függően – hosszabb-rövidebb távolságra elvándorolnak, ezért egy sejt nukleáris DNS állománya 

elektroforézis után nem kompakt kerek formát, hanem üstökös-szerű formát vesz fel. 
 

DNS károsodások, amelyeket a comet assay jelezhet: DNS egyes és kettős lánctörés, DNS-DNS és DNS-

fehérje keresztkötések létrejötte. 
 

 

Kivitelezése: 

1. Kezelés tesztvegyülettel. A comet assay elvégezhető in vitro (tesztvegyülettel kezelt sejtszuszpenzión, 

vagy sejttenyészeten), valamint in vivo (tesztvegyülettel kezelt kísérleti állaton) is. A tesztvegyület a 

sejtekben vagy a kísérleti állatban genotoxikus metabolittá is biotranszformálódhat, majd reagálhat DNS-el 

és károsíthatja azt, pl. kisebb-nagyobb DNS fragmentumokra „törheti”. 
 

2. Kezelés után sejtszuszpenziót készítenek a sejttenyészetből, illetve a kezelt állat bármely szövetéből (2-24 

órával a vegyület beadása után). – Fontos: EDTA hozzáadásával gátolják a Ca2+-függő endonukleázokat. 
 

3. A sejteket mikroszkóp-tárgylemezre felvitt agaróz gélbe ágyazzák. 
 

4. A beágyazott sejteket tartalmazó tárgylemezt két kezelésnek vetik alá. 
 

    - Először detergensben áztatják, hogy sejt plazmamembránja és intracelluláris membránjai feloldódjanak, 
      és a fehérjék kimosódjanak a sejtből. 
    - Ezután a beágyazott sejteket tartalmazó lemezt NaOH oldatban áztatják (pH >13); ezzel a DNS kettős- 
      lánc szétcsavarodását (unwinding) idézik elő. 
 

5. A lemezeken lévő, gélbe beágyazott, egyedi sejtmagokból származó, immár egyláncú DNS-állományt 

elektroforézisnek vetik alá. Ha a DNS állomány intakt (nem tartalmaz fragmenseket), akkor az egy magból 

származó DNS nagy mérete miatt nem képes a gélben vándorolni, ezért a helyén marad (ld. az A képet). Ha 

a DNS állomány fragmenseket tartalmaz, akkor a DNS töredékek vándorolni képesek a gélben, mégpedig 

annál gyorsabban minél kisebbek. Így képződik az intakt DNS-t jelző kerek folt helyett az üstökös forma, 

amelynek „feje” az ép DNS-t, a „csóvája” a DNS fragmenseket tartalmazza (ld. a B-D képeket). Figyelem: 

Az elektroforetikus vándorlás balról jobbra történt, vagyis ez az „üstökös” a csóvájával halad előre! 
 

6. A lemezt DNS-specifikus fluoreszcens festékkel festik (pl. a DNS-hez interkalálódó etídium-bromiddal, 

amelynek fluoreszcenciája a DNS-hez kötődve 20-szorosára nő), majd mikroszkóp alatt kiértékelik az 

„üstökös képződés” gyakoriságát, valamint az üstökösben a „csóva” arányát a fejhez képest; ezek arányosak 

a DNS károsító hatással. – Vigyázz az etídium-bromiddal, mivel mutagén – az interkaláció miatt! 
 

 
 

Megjegyzés: A kezelést tesztvegyület mellett a vivőanyaggal és pozitív kontroll-vegyülettel is elvégzik. 
Pozitív kontroll lehet pl. a direkt genotoxikus metil-metánszulfonát (MMS; ld. a 11. Fejezet 4. oldalán) és a 
CYP-katalizált metabolikus aktivációt igénylő dimetil-nitrózamin (DMNA; ld. a 11. Fejezet 8. oldalán). 
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2. A DNS károsodását közvetve jelző tesztek: ezek a károsított DNS reparációját jelzik 
 

2.1. Unscheduled DNS szintézis (UDS) kimutatása – in vitro és in vivo. 
 

 

Kérdés: Okoz-e a tesztvegyület excíziós vagy posztreplikációs reparációt igénylő (ezért unscheduled DNS 

szintézissel járó) DNS-károsodást? 
 

 

Kivitelezése: Az in vitro tesztet patkánymájból izolált, tenyésztett hepatocitákon végzik. A pozitív kontroll 

vegyület ismert hepatokarcinogén, pl. 7,12-dimetilbenzantracén (ld. a 11. Fejezet 8. oldalán), vagy 2-

acetilaminofluorén (ld. 11. Fejezet 9. oldalán). 

 

1. A sejteknek a DNS-replikációjukhoz kötött – vagyis az S fázisban „tervezett” (scheduled) – DNS 

szintézisét hidroxiureával blokkolják. Ezután a sejteket inkubálják a tesztvegyülettel (vagy vivőanyaggal, ill. 

a pozitív kontroll-vegyülettel) és bróm-deoxiuridinnal (BrdU), ami a timidin analógja (ld. lent). A 

tesztvegyület, vagy annak a májsejtek által képzett metabolitja olyan DNS-károsodást idézhet elő, amelynek 

javítása excíziós, vagy poszt-replikációs reparációt igényel. A reparáció során a kimetszett szakasz – vagy az 

ún. posztreplikációs hiány – „unscheduled” (nem ütemezett, azaz nem a DNS-replikációhoz kötött) DNS 

szintézissel pótlódik, amelynek során BrdU épül be ezekbe a DNS szakaszokba. (Az ábrában a pontozott T 

betűk jelzik a beépült timidin analóg BrdU-t.) 
 

Kitérő: A hidroxiurea a ribonukleotid reduktáz gátlója. A 

ribonukleotid reduktáz elengedhetetlen a DNS szintézishez az S 

fázisban, hiszen ez az enzim deoxiribonukleotidokat képez 

ribonukleotidokból. A hidroxiureát daganatok sugár-kezelése 

előtt adják a betegnek a daganatsejtek „szikronizálása” céljából. 

Hidroxiureával gátolva a tumorsejtek belépését az S fázisba, 

azok a sugárhatásra legérzékenyebb G1 fázisban gyűlnek össze. 

 

2. Az inkubált sejtek kenetén a timidin-analóg BrdU beépülését vizsgálják. A BrdU immun-fluoreszcens 

eljárással kimutatható. E célból egy BrdU-ellenes primer antitesttel inkubálják a kenetet, majd a primer 

antitest kötődését egy fluorofórral jelzett szekunder antitesttel detektálják. Ezután fluoreszcens mikroszkóp 

alatt vizsgálják a kenetet és megszámolják a BrdU–primer antitest–szekunder antitest komplexeket jelző 

fluoreszkáló szemcséket (lásd a képet lejjebb). 
 

Ha a szemcsék száma jelentősen magasabb a teszt-vegyülettel kezelt sejtekben, mint a vivőanyaggal kezelt 

májsejtekben látható szemcsék száma, akkor a tesztvegyület DNS-reaktívnak minősítendő. 

 

In vivo teszt: Patkányoknak adják a tesztvegyületet, majd májukból sejteket izolálnak, és azokat 

hidroxiureával és BrdU-nel inkubálják. A BrdU beépülés vizsgálata és értékelése a fent leírtak szerint 

történik. 

 

Timidin Bróm-deoxi-

uridin (BrdU)

A BrdU a timidin analógja, 
amely BrdU-PPP-vé foszforilálódva

a timidin-PPP (dTTP) helyett beépül a DNS-be, 
és ott immunfluoreszcens eljárással detektálható.     

 

http://www.cockayne-syndrome.org/English/US_CS%20Lab%20Tests.htm#Unscheduled DNA Synthesis Test
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2.2. Sister chromatid exchange (SCE) kimutatása – in vitro és in vivo. 
 

 

Kérdés: Okoz-e a tesztvegyület posztreplikációs (más néven rekombinációs) reparációt igénylő (ezért sister 
chromatid exchange jelenséggel járó) DNS-károsodást? – a rekombinációt ld. a 11. Fejezet 4. Függelékében. 
 

Kivitelezése: 

1. Az in vitro tesztet phytohemagglutininnel osztódásra bírt humán limfocitákon végzik, amelyeket a 

tesztvegyülettel (vagy vivőanyaggal, ill. pozitív kontroll-vegyülettel) és BrdU-val inkubálnak. A BrdU (egy 

timidin-analóg, lásd feljebb), amely csak az újonnan szintetizálódó DNS-láncba épül be a timidin helyett. 
 

Pozitív kontroll-vegyületek, pl.: 
• Etil-metánszulfonát: Direkt ható genotoxikus vegyület, a metil-metánszulfonát analógja (ld. a 11. Fejezet 4. oldalán). 
• Ciklofoszfamid: Indirekt ható, CYP-katalizált metabolikus aktivációt (hidroxilációt) igénylő genotoxikus vegyület; 
   mustárnitrogén típusú daganatellenes gyógyszer (prodrug, aktív metabolitja a foszforamid-mustár). 
• Mitomycin C: Redukció révén aktiválódó indirekt genotoxikus vegyület, daganatellenes szer (prodrug). Aktiváló 
   enzim a DT-diaforáz (= NAD(P)H : quinon-oxidoreduktáz, NQO1 – lásd a 7. Fejezet 4-5. oldalán). 
 

2. A sejtosztódást 72 óra múlva (a 2. mitózis folyamán) colchicinnel leállítják metafázisban, hogy a 

kromoszómákat alkotó két kromatid ne váljon szét. – A colchicin gyógyszer is; ld. 11. Fejezet, 2. Függelék. 
 

3. A BrdU beépülés láthatóvá tételére leggyakrabban egy speciális fluoreszcens festéket (Hoechst 33258) 

használnak, amely a sejtbe permeálva kötődik a DNS-hez. E festék fluoreszcenciája kioltódik, amikor olyan 

DNS szakaszhoz kötődik, amelyben mindkét DNS láncban található BrdU (bifilamentális BrdU-jelölt 

szakasz), de nem oltódik ki, ha olyan DNS szakaszhoz kötődik, amelyen belül csak az egyik lánc hordoz 

BrdU-t (monofilamentális BrdU-jelölt szakasz). 
 

4. Fluoreszcens mikroszkóppal vizsgálják a 2. mitózis metafázisában képződött kromoszómákban a BrdU 
beépülést, a SCE jelenséget keresve. A SCE-t az jellemzi, hogy mind a két kromatidban lévő DNS-
duplexben előfordulnak szülői (BrdU-mentes) és leány (BrdU-tartalmú) szakaszok, a jelenséget ugyanis 
olyan DNS-károsodás okozza, ami rekombinációs módon reparálódik (ld. a 11. Fejezet, 4. Függelékét). Ezek 
a szakaszok azonban úgy helyezkednek el, hogy ha a kromoszóma egyik kromatidjában lévő DNS-
duplexben egy adott helyen bifilamentális BrdU-jelölt szakasz fordul elő (ahol a Hoechst festék 
fluoreszcenciája kioltódik), akkor e szakasszal „szemben” a kromoszóma másik kromatidjában lévő DNS-
duplexben monofilamentális BrdU-jelölt szakasz helyezkedik el (ahol a Hoechst festék fluoreszcenciája 
megmarad); továbbá, a két fajta szakaszok reciprok módon helyezkednek el a két kromatidban. Vagyis a 
SCE-t olyan kromoszómák jelzik, amelyek egyik kromatidja szakaszosan nem fluoreszkál, a másik 
kromatidja viszont éppen ezeken a szakaszokon fluoreszkál (és fordítva). Az ilyen kromoszómát nevezik 
„harlequin” kromoszómának (ld. az ábrát). Ha a SCE-t mutató sejtek száma a tesztvegyülettel kezelt sejtek 
között jelentősen nagyobb, mint a vivőanyaggal kezelt sejtek között, akkor a tesztvegyület DNS-reaktív. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

BAL: Normális kromoszómák. A 2. mitózist közvetlenül megelőzően az egyik kromatidban lévő DNS-duplexnek 

csak az egyik lánca tartalmaz BrdU-t; ez fluoreszkál, míg a másikban lévő duplexnek mindkét DNS-lánca tartalmaz 

BrdU-t, amely kioltja a Hoechst festék fluoreszcenciáját. JOBB: SCE-t mutató kromoszómák. Mindkét kromatidban 

vannak monofilamentális BrdU-val jelölt DNS-duplex szakaszok – ezek fluoreszkálnak – és bifilamentális BrdU-val 

jelölt DNS-duplex szakaszok – ezek nem fluoreszkálnak. Az ilyen kromoszómát nevezik „harlequin” kromoszómának. 
 

Az in vivo tesztet patkányokon végzik. Az állatokat a tesztvegyülettel (vagy vivőanyaggal, ill. pozitív 

kontroll-vegyülettel) kezelik, majd májukból hepatocitákat izolálnak, azokat tenyésztik, osztódásukat EGF-

fel stimulálva. Ezen a sejttenyészeten végzik az SCE kimutatását a fent leírtak szerint. 
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3. Kromoszóma-károsodást jelző tesztek 
 

3.1. Kromoszóma aberrációs teszt CHO sejteken 
 

 

Kérdés: Okoz-e a tesztvegyület kromoszóma aberrációt tenyésztett CHO sejtekben (pl. kromoszómán ill. 

kromatidon hézagot, törést, a törött részek egyesülését jelző módosulást, a kromoszóma-szám változását)? 
 

 

CHO sejtek = Chinese hamster ovary eredetű emlős sejtek; amelyek sejtciklus-ideje 10-12 óra. 
 

Kivitelezése: 

1. A CHO sejteket a tesztvegyülettel (vagy vivőanyaggal, ill. pozitív kontroll-vegyülettel) 2 óráig inkubálják. 

2. A tesztvegyületet a sejtek mosásával eltávolítják. 

3. A sejteket 20 órán át (~2 sejtcikluson át) tápoldatban inkubálják, az inkubációs periódus utolsó 3 órájában 

    colchicin jelenlétében. – A colchicin gyógyszer is; lásd a 11. Fejezet 2. Függelékében. 
 
 

    A colchicin gátolja a tubulin polimerizációját mikrotubulusokká és az utóbbiakból szerveződő osztódási orsó létre- 

    jöttét a sejtosztódás metafázisában. Ezért a kromoszómák képtelenek kettéválni, és az un. sister-kromatidok a leány- 

    sejetekbe szegregálódni. A colchicinnel kezelt sejtekben tehát a kromatidok kromoszómákat képezve együtt marad- 

    nak, azok festés után mikroszkóp alatt megfigyelhetők. 
 

 

4. A sejteket hipotóniás sóoldatban duzzasztják, tárgylemezre  

    fixálják, majd Giemsával festik. A Giemsa metilénkék és eozin 

    keveréke; a kationos metilénkék a DNS foszfát-csoportjaihoz 

    kötődik, ezért megfesti a kromoszómákat. – Emlékeztető: A 

    metilénkék a methemoglobinémia gyógyszere is (ld. 8. Fejezet). 
 

5. Mikroszkóp alatt 50-100 sejtet vizsgálnak. Kérdések: Milyen 

    kromoszóma aberrációk fordulnak elő, nőtt-e az aberrált kromo- 

    szómákat hordozó sejtek aránya a tesztvegyülettel történt 

    inkubáció hatására a vivőanyaggal inkubált sejtekhez képest? 
 

A teszt elvégzendő úgy is, hogy a tesztvegyületet a CHO sejtekkel patkány-máj posztmitokondriális 
szupernatáns (ez tartalmazza a SER-hez kötött CYP enzimeket) és NADPH-képző rendszer (ld. a 11. Fejezet 
1. Függelékét) jelenlétében inkubálják. Ha a tesztvegyület csak így okoz kromoszóma aberrációt, akkor arra 
következtethetünk, hogy a vegyület CYP által képzett metabolitja (és nem az anyavegyület) genotoxikus. 
 

3.2. Mikronukleusz teszt 
 

 

Kérdés: Okoz-e a tesztvegyület „mikronukleusz képződésben” megnyilvánuló kromoszóma aberrációt 
(törést) a tesztvegyülettel kezelt rágcsáló (egér vagy patkány) csontvelő sejtjeiben (in vivo teszt) vagy pl. 
osztódásra késztetett emberi limfocitákban (in vitro teszt)? 
 

 

A mikronukleusz a sejtmagon kívül maradt kromoszóma vagy kromoszóma töredék. Az a kromoszóma, ill. 

töredék, amely nem tartalmaz centromért, ugyanis nem képes kapcsolódni az osztódási orsót képező mikro-

tubulusokhoz, így a sejtosztódás után nem „húzódik be” a leánysejt magjába. 
 

In vivo mikronukleusz (MN) teszt egéren vagy patkányon: 
1. Az állatokat a tesztvegyülettel (vagy a vivőanyaggal, vagy a pozitív kontroll-vegyülettel) kezelik. 
 

2. 24 és 48 óra múlva csontvelőt vesznek a femurból, a kenetet Giemsával festik, mikroszkóp alatt 
megszámolják, hogy az éretlen, még maggal bíró vörösvérsejtek között milyen arányban vannak 
mikronukleusz-hordozó sejtek. Ha ezek aránya magasabb a tesztvegyülettel kezelt állatok csontvelőjében, 
mint a vivőanyaggal kezeltekében, akkor a tesztvegyület kromoszóma-károsító, „klasztogén hatású”. 
 

Megjegyzés: Mikronukleusz-képződés vizsgálható az állatok perifériás vérében is. A mikronukleusz-hordozó 
vörösvérsejtek a vérben flow cytometriával is megszámlálhatók. 
 

In vitro mikronukleusz teszt phytohemagglutininnel osztódásra bírt humán limfocitákon: 
1. A limfocitákat 20 órán át inkubálják a tesztvegyülettel (vagy vivőanyaggal, ill. + kontroll-vegyülettel). 
 

2. Cytochalasin B-t adnak a sejtekhez. A CB egy mikotoxin, amely gátolja mikrofilamentumok képződését, 
így megakadályozza citoplazma osztódását a sejtosztódás során; ezért kétmagvú sejtek képződnek. 
 

3. Újabb 24 óra múlva a sejteket kinyerik, tárgylemezen fixálják, Giemsával festik, és mikroszkópos 
vizsgálattal meghatározzák a kétmagvú limfociták között a mikronukleuszt tartalmazók arányát. 
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Megjegyzések: 
1. A kétmagvú limfociták képzése cytochalasin B-vel egy kísérleti manipuláció, amely megnöveli a teszt 
érzékenységét és specificitását. A kétmagvú limfociták ugyanis a tesztvegyülettel történt expozíció után 
képződnek, ezért döntően a tesztvegyület hatására képződő mikronukleuszokat tartalmazzák. Az egymagvú 
sejtekben a már korábban – nem a tesztvegyület hatására – képződött mikronukleuszok találhatók. 
 

2. A CHO sejteken végzett kromoszóma aberrációs teszthez hasonlóan, a limfocitákon végzett in vitro 
mikronukleusz teszt is elvégzendő úgy is, hogy a tesztvegyületet a humán limfocitákkal patkány-máj 
posztmitokondriális szupernatáns (CYP) és NADPH-képző rendszer (ld. a 11. Fejezet 1. Függelékében) 
jelenlétében inkubálják. Ha a tesztvegyület csak ekkor vált ki mikronukleusz képződést, akkor arra 
következtethetünk, hogy a CYP által képzett metabolitja genotoxikus – ez esetben kromoszómatörést okozó, 
vagyis klasztogén hatású. 
 

3. Pozitív kontroll-vegyületek lehetnek: 
    - Direkt (aktivációt nem igénylő) klasztogén: pl. bleomycin – daganatellenes kemoterápiás szer! 
    - Indirekt (aktivációt igénylő) klasztogének: pl. ciklofoszfamid (a CYP aktiválja), mitomycin C (az NQO1 
      aktiválja) – kemoterápiás szerek; dimetil-nitrózamin (a CYP aktiválja; ld. a 11. Fejezet 8. oldalán). 
 

4. Mutagén hatást jelző tesztek 
 

4.1. Ames teszt – reverz mutáció vizsgálata eleve mutáns Salmonella typhimurium baktériumokon. 
 

Olyan mutáns Salmonella typhimurium törzseken végzik, melyek elvesztették azt a képességüket, hogy 

hisztidint szintetizáljanak, ezért nem képesek szaporodni hisztidin hiányában (hisztidin-mentes táptalajon). 
 

Kérdés: Okoz-e a tesztvegyület vagy CYP által képzett metabolitja „reverz mutációt” mutáns baktériumok-

ban, amelynek következtében visszanyerik képességüket arra, hogy hisztidin hiányában szaporodjanak? 
 

 

Kivitelezése – két fő lépésben: 
 

1. A következő összetevőket keverik össze, majd elő-inkubálják: 

    • Mutáns baktériumok – hisztidint képtelenek szintetizálni, ezért hisztidin hiányában nem szaporodnak. 

    • A tesztelendő vegyület (v. vivőanyag, ill. + kontroll, pl. metil-metán-szulfonát, ld. 11. Fejezet 4. oldal). 

    • Patkány-máj posztmitokondriális szupernatáns (PMSN) – tartalmazza a SER-t, benne CYP enzimeket. 

    • NADPH-képző rendszer (NADP + glukóz-6P + glukóz-6P-DHáz) – támogatja a CYP működését. 
 
 

 A 11. Fejezet 1. Függelé- 
 kében olvasható magyará- 
 zat a CYP és a 
 NADPH-képző rendszer 
 szerepéről. 
 

 Az elő-inkubálás alatt a 

 tesztvegyületet a CYP 

 (NADPH jelenlétében) 

 átalakíthatja (metaboliku- 

 san aktiválhatja) végső 

 mutagénné (pl. egy 

 epoxiddá). 
 

 

2. A tesztvegyülettel  PMSN-el elő-inkubált S. typhimurium baktériumokat hisztidin-mentes agaron 
szélesztik, majd még 2 napig inkubálják. Kérdés: Szaporodnak-e a baktériumok, azaz képeznek-e telepeket? 
Ha igen, akkor a tesztvegyület mutagén, mert ún. reverz mutációt idézett elő: az eleve mutáns (hisztidin 
nélkül nem szaporodó) baktérium „visszamutálódott” normális (hozzáadott hisztidin nélkül is szaporodó) 
baktériummá. A mutagén hatás annál erősebb, minél több telep képződött, mint az alsó Petri-csészében. 

Teszt vegyület

24 h 48 h 72 h

Limfocita (LC)

Mononukleáris
LC

Binukleáris
LC

CB Fixálás

mikronukleusz 
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4.2. Forward mutáció vizsgálata a timidin-kináz génre nézve heterozigóta (TK+/-) egér-limfóma-

sejteken (L5178Y) – a sejtek jelölése arra utal, hogy a TK génjében lévő egyik allél úgy mutálódott, hogy 

az ezen allél által kódolt TK enzim 5178-adik aminosavja leucin (L) helyett tirozin (Y); ezért a TK inaktív. 
 

 

Kérdés: Okoz-e a tesztvegyület inaktiváló mutációt a timidin-kináz génre nézve heterozigóta (TK+/-) egér-

limfóma-sejteken (L5178Y); vagyis átalakítja-e ezeket a sejteket TK+/- genotípusúból TK-/- genotípusúba? 
 

 

Elméleti háttér: A timidin-kináz (TK) foszforilálja a timidin nukleozidot, így beépíthetővé teszi a DNS-be. 
A TK képes foszforilálni a timidin analógjait is, mint amilyen az 5-trifluor-timidin (5-TFT). A foszforilált 5-
TFT (5-TFT-P) tovább foszforilálódik 5-TFT-PPP-vé, és mint hamis szubsztrát, beépül a DNS-be, de ott a 
DNS-lánc terminációját okozza, ezáltal a sejt pusztulását idézi elő. Ha azonban a sejtben nincs működőképes 
TK (mint a TK-/- genotípusú sejtekben), akkor az 5-TFT monofoszfátja nem képződhet, ezért az nem 
foszforilálódhat tovább di- és trifoszfáttá, és az 5-TFT-PPP nem épülhet be a DNS-be. Ezért az ilyen egér-
limfóma-sejtet az 5-TFT nem pusztítja el. Vagyis míg a TK+/- (haploinszufficiens) sejtek képesek 
„öngyilkosságot elkövetni” 5-TFT-vel, addig a TK-/- (teljesen inszufficiens) sejtek nem képesek erre. 
 

O
OH

OH

N

O

C
NH

O

F
3

O
O

OH

N

O

C
NH

O

F
3

P

O

O

OHTK

ATP ADP

5-trifluor-timidin
(5-TFT)

5-TFT-monofoszfát
(5-TFT-P)

5-TFT-P

5-TFT-PP

5-TFT-PPP

DNS-5-TFT-P
lácterminálás

SEJTHALÁL

 
 

Kivitelezése: 

1. Az L5178Y TK+/- sejteket a tesztvegyülettel (vagy vivőanyaggal, ill. + kontroll-vegyülettel) inkubálják. 

    Megj.: A jelölésben L = leucin, Y = tirozin; azaz a mutáns gén kodonja L helyett Y aminosavat kódol. 
 

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

3. Ha a tesztvegyülettel kezelt sejtek képesek telepeket képezni, akkor arra következtetnek, hogy a sejtek 

    nem képesek az 5-TFT-t foszforilálni citotoxikus nukleotiddá, mert bennük bekövetkezett a TK+/-  TK-/- 
    mutáció, vagyis a tesztvegyület mutagén. Ha telepek nem képződnek, az jelzi, hogy a TK+/- genotípus nem 
    változott, a TK enzim expresszálódik, ezért a sejtekben a toxikus 5-TFT-PPP képződik, amely a sejtek 
    elpusztulását okozza. – Megj.: A normális sejtekhez (TK+/+) képest a heterozigóta TK+/- sejtek csak 50%- 
    nyi aktív TK enzimet expresszálnak, míg a homozigóta TK-/- sejtek semmit sem. 

 

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

Kérdés: Okoz-e a tesztvegyület inaktiváló mutációt a transzgénikus egérbe (MutaMouse, illetve Big Blue 

mouse) bevitt bakteriális génben (a LacZ génben, illetve a LacI génben)? 
 

Elméleti háttér: A MutaMouse és a Big Blue mouse transzgénikus egértörzsek. Mindkét egér minden sejtje 

tartalmaz egy bakteriális gént: a MutaMouse a LacZ gént (amely a -galaktozidáz enzimet kódolja), a Big 
Blue mouse pedig a LacI gént (amely a LacZ gént represszáló fehérjét kódolja). Ezeket az egértörzseket úgy 
állították elő, hogy a LacZ, ill. a LacI gént egy virális (bakteriofág) DNS-be építették, majd az így nyert 
LacZ, ill. a LacI gént tartalmazó virális DNS-t (vektort) egy egér megtermékenyített petesejtjébe injektálták, 
majd ezt a petesejtet egy nőstény egér petevezetékébe helyezték. Ezért a született egerek minden sejtje 

hordozza a virális DNS-t, és abban a LacZ, ill. a LacI gént. Megjegyzés: A -galaktozidáz a galaktozidokat 
(galaktóz tartalmú glikozidokat) hidrolizálja; pl. a laktózt galaktózra és glükózra. 
 

Kivitelezése: 
1. A MutaMouse vagy a Big Blue egereket kezelik a tesztvegyülettel (vagy vivőanyaggal, ill. pozitív 
kontroll-vegyülettel). A beadott tesztvegyületet az egér DNS-reaktív metabolittá metabolizálhatja, az 
károsíthatja a DNS-t, beleértve a LacZ ill. LacI gént képviselő bakteriális DNS szakaszt is, ezáltal a 
bakteriális gén inaktiváló mutációját idézheti elő. 
 

2. DNS-t izolálnak a kezelt egér bármely szövetéből és kinyerik a LacZ gént ill. LacI gént hordozó virális 
DNS-t (vektor). 
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3/a. MutaMouse teszt: A következő lépésben azt vizsgálják, hogy vajon az egérből izolált LacZ gén intakt 

maradt, és így képes aktív -galaktozidázt kódolni, vagy pedig mutálódott, és ezért inaktív -galaktozidáz 

enzimet kódol. E célból az egérből izolált LacZ gént hordozó virális gént (vektort) bakteriofággal gén-

manipulált baktériumokba transzfektálják. (Ezekből a baktériumokból hiányzik a LacZ gén és a galaktóz-

epimeráz gén; az epimeráz az UDP-galaktózt alakítja UDP-glükózzá.) Ezután a baktériumokat P-Gal 

(phenyl-galactose glikozid) tartalmú táptalajon tenyésztik. 
 

A -galaktozidáz aktivitás meglétét, ill. hiányát (=mutáció) a baktériumok pusztulása, ill. növekedése jelzi: 

A -galaktozidáz aktivitást mutató, nem mutáns baktériumok elpusztulnak, mert bennük a P-Galból előbb 

galaktóz, majd UDP-galaktóz képződik, az UDP-galaktóz pedig az epimeráz-hiány miatt felszaporodva 

toxikus koncentrációt ér el. Ezzel szemben a -galaktozidáz aktivitást nem mutató, mutáns baktériumok 

szaporodnak, mert bennük nem képződik toxikus koncentrációban UDP-galaktóz. Ezért a telepek száma a 

mutagén hatással arányos. 
 

3/b. Big Blue mouse teszt: A következő lépésben azt vizsgálják, hogy vajon az egérből izolált LacI gén 

intakt maradt, és így a LacZ gént represszáló aktív LacI fehérjét képes kódolni, vagy pedig mutálódott és 

ezért nem képes a LacZ gént represszáló aktív fehérjét kódolni. E célból az izolált LacI gént hordozó virális 

gént (vektort) bakteriofággal normális (vagyis -galaktozidázt termelő) baktériumokba transzfektálják, majd 

a baktériumokat olyan táptalajon tenyésztik, amely tartalmaz egy X-Gal nevű galaktóz-tartalmú glikozidot, 

amelyet a -galaktozidáz hidrolizál. A hidrolízis egyik terméke a galaktóz, a másik egy indolvegyület (X), 

amely egy kék színű indigó származékká dimerizálódik (ld. 11. Fejezet, 3. Függelék). 
 

A telepek -galaktozidáz aktivitását azok kék elszíneződése jelzi. Ha a LacI gén (a -galaktozidáz-gént 

represszáló LacI fehérje génje) nem inaktiválódott mutáció következtében, akkor a LacI fehérje képes a -

galaktozidáz gént represszálni, emiatt a -galaktozidáz nem fejeződik ki a baktériumokban, azok az X-Gal 

glikozidot nem hidrolizálják, így a baktérium-telepek nem színeződnek kékre. Ha viszont a -galaktozidáz-

gént represszáló fehérje génjének (LacI) mutációja bekövetkezik, akkor az aktív LacI fehérje hiányában a 

baktériumok képesek -galaktozidázt expresszálni, az X-Gal-t hidrolizálják, ezért kék színűek lesznek. Tehát 

a kék telepek száma a mutagén hatással arányos. 
 

 

A transzgénikus egértörzsekben végzett mutagenitási tesztek jelentősége 
 

A MutaMouse ill. a Big Blue mouse tesztnek számos előnye van, mint például a következők: 
 

• A tesztvegyület az egérbe elvileg bármely adagolási móddal bevihető. 
• A vegyület az egér bármely szövetébe eljuthat, ott metabolizálódhat, és a metabolitok is különböző szöve- 
   tekhez juthatnak el. Ezekben az anyavegyület vagy a metabolitja mutációt idézhet elő. 
• Bármely szövetben vizsgálható a genotoxikus hatás (mutáció), szemben pl. az in vivo mikronukleusz 
   teszttel, amelyben a genotoxikus hatást (kromoszóma-károsodás) a csontvelőben detektálják. 
 

A transzgénikus egértörzsekben végzett mutagenitási tesztek hátránya a jelentős munka-, idő- és költség-

igény. Ezért ezeket inkább mechanisztikus vizsgálatokban alkalmazzák, mintsem rutin szűrővizsgálatokban. 
 

 
 

d. A karcinogenitás tesztelése 
 

E tesztek némelyike a genotoxikus és a nem genotoxikus karcinogének kimutatására is alkalmas – ilyenek 

pl. a klasszikus bioassay és a Tg-rasH2 egéren végzett vizsgálat. 
 

 

Szabályok 
 

1. Gyógyszerjelölt vegyületet általában csak akkor szükséges a karcinogén hatásra tesztelni, ha várhatóan a 
 beteg a szert majd összesen több mint 6 hónapig szedi élete során. 
 

2. A gyógyszerjelölt vegyület akkor is vizsgálandó karcinogén hatásra, ha gyanúsítható azzal, hogy 
 karcinogén lehet, mert a következők közül egy vagy több megállapítás vonatkozik rá: 
 

 • Terápiás csoportjában előfordul daganatkeltő szer. 
 • Szerkezeti hasonlóságot mutat valamely daganatkeltő vegyülethez. 
 • Ismételt adagolású toxicitási tesztben preneoplasztikus elváltozást okozott. 
 • A vegyület, vagy metabolitja valamely szövetben tartósan tárolódik és ott léziót vált ki. 
 

3. Nem vizsgálandó karcinogén hatásra az egyértelműen DNS-kárósító vegyület, mint pl. a DNS-reaktív 
 citosztatikum (pl. egy mustár-nitrogén származék). 
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1. In vivo karcinogenitási vizsgálatok 
 

(1) Klasszikus bioassay egéren vagy patkányon 
 

Lényegében ez egy krónikus toxicitási teszt, amelyben a következő kérdésekre is keresik a választ: 
 

• Nő-e a daganatok száma a tesztállatokban (egér és patkány), amelyeket elválasztásuktól az állatok élet-
tartalmával összemérhető időn át kezelnek a tesztvegyülettel (az egereket 18, a patkányokat 24 hónapig)? 
• Megjelennek-e az oldószerrel kezelt kontrollokban nem tapasztalt, új típusú daganatok? 
 

Hátránya: Nagy idő-, munka-, és kísérleti állat igény. Például: 
 

• Állatigény: legalább két faj; mindkét nem; legalább 50 állat dózis és ivarcsoportonként; közülük legalább 
25 érje meg a kezelési időszak végére tervezett boncolást és kórszövettani kiértékelést. 
 

• Munkaigény: A vizsgálatot a testsúly és tápfogyasztás, klinikai tünetek, szemészeti elváltozások és tapint-
ható daganatok folyamatos megfigyelése mellett kell lefolytatni. Minden állatot – függetlenül attól, hogy 
megérte-e a vizsgálat végét – részletes kórbonctani és kórszövettani vizsgálatnak kell alávetni, amelynek 
során különös figyelmet kell fordítani a neoplasztikus és pre-neoplasztikus elváltozások azonosítására. A 
tesztanyaggal történt terhelést toxikokinetikai (szérumszint) méréssel kell bizonyítani. 
 

 

(2) Alternatív karcinogenitási tesztek transzgénikus egereken  
 

Az alternatív teszteket olyan transzgénikus egereken végzik, amelyekben egy proto-onkogén fehérje (pl. ras, 
ld. a 11. Fejezet 20. oldalán) expressziója fokozott mértékű, vagy egy tumor szuppresszor gén által kódolt 
fehérje (pl. p53, ld. 11. Fejezet 21. oldalán) expressziója csökkent mértékű. Ezért ezek az egerek már fél 
éves karcinogén-expozíció hatására is fokozott daganatképződéssel reagálnak. A hatósági előiratok meg-
engedik, hogy az egyik klasszikus bioassay (pl. az egereken végzett) kiváltható legyen egy alternatív 
karcinogenitási teszttel. 

 

• Karcinogenitási teszt Tg-rasH2 egéren 
 

A Tg-rasH2 egérben a normális (nem mutáns) humán H-Ras gén (proto-onkogén) sejtenként 3 kópiában 

fordul elő promoterével együtt, ezért a H-ras fehérje mennyisége az ilyen egér sejtjeiben emelkedett. Ezen 

túlmenően, a karcinogének képesek a H-ras fehérje expresszióját fokozni. 
 

 

A ras fehérje a plazmamembrán belső felszínén elhelyezkedő 21 kDa méretű G protein. Jelátviteli 
kapcsolóként viselkedik a sejtfelszíni növekedési faktor (pl. EGF) receptor (HER, egy receptor-tirozin kináz) 
és az intracelluláris MAPK-kaszkád között, így kulcs szerepe van az ún. proliferatív jelátvitelben (lásd a 11. 
Fejezet 21. oldalán). A Ras génnek több változata van, pl. H-Ras, K-Ras, N-Ras. 
 

 

A Tg-rasH2 egerekben a genotoxikus karcinogének (pl. MNU = N-methyl-N-nitrosourea, ciklofoszfamid), 

és a nem-genotoxikus karcinogének (pl. TPA = tetradecanoylphorbol-13-acetát, krotonolajból származó 

forbol-észter, ill. TCDD = dioxin – lásd a 11. Fejezet 23-24. oldalán) is jelentősen növelik a spontán 

tumorok gyakoriságát. – Megjegyzés: Hat hónapos korig a spontán tumorok frekvenciája alacsony, 18 

hónapos korra azonban a kezeletlen állatok 50%-ában is daganatok fejlődnek ki. 

 

• Karcinogenitási teszt P53+/- haploinszufficiens egéren 
 

A P53+/- haploinszufficiens egérben a P53 génnek (tumor-szuppresszor gén) csak az egyik allélja aktív, a 

másik inaktív. Az ilyen egérben a p53 fehérje expressziója a normális 50%-a, ezért ezek az egerek csökkent 

p53 funkcióval bírnak. 
 

 

A p53 fehérje a „genom őrangyala”, mert DNS-károsodás hatására stabilizálódik, ezért intracelluláris szintje 
megnő és leállítja a sejtciklust G1 fázisban (lehetővé téve ez idő alatt a DNS reparációját), vagy apoptózist 
válthat ki (így elpusztítva a károsodott DNS-t hordozó, potenciálisan daganatsejtté átalakulni képes sejteket). 
– lásd a 11. Fejezet 22. oldalán. 
 

 

A P53+/- haploinszufficiens egerekben a genotoxikus karcinogének már 6 hónap alatt daganatot indukálnak, 
de a nem-genotoxikus karcinogének nem. Hat hónapos korig a P53+/- haploinszufficiens egerekben a spontán 
tumorok gyakorisága minimális, később emelkedik. Emlékeztető: A homozigóta P53-/- knock-out egerek 
többsége már 6 hónapos korban daganatos lesz. – Megjegyzés: A P53+/- haploinszufficiens egerekben a 
kialakult tumorok felében a heterozigozitás elveszik, vagyis a működő P53 kópia eltűnik. 
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2. In vitro karcinogenitási vizsgálatok – pl. SHE (Syrian hamster embryo) sejt transzformációs assay 
 

Háttér: Tapasztalat szerint a karcinogén vegyületek (nem teljesen tisztázott módon) változásokat – ún. 

transzformációt – idéznek elő tenyésztett sejtek fenotípusában. Ezeket az alábbi táblázat sorolja fel és a 

táblázat alatti képek szemléltetik (Forrás: Maire et al., Mutation Research 744: 97-110, 2012). 
 

Jellemzők Normális sejttelep Transzformált sejttelep 

A sejtek növekedési mintázata szabályos, tovafolyó növekedés növekedés „keresztül-kasul” 

A sejtek rétegződése egyrétegű tenyészet többrétegű tenyészet 

A sejtmag/citoplazma aránya normális megnőtt (erősen bazofil festődés) 

A sejtek „kontaktgátlása” 
az ún. feeder sejtek által 

Van: a sejtek nem növekednek a 
feeder sejtek fölött. 

Nincs: a sejtek a feeder sejtek fölött 
is növekednek, azokat így elfedik. 

 
 

SHE sejttranszformációs assay  fényképek kisebb és nagyobb nagyítással 
 

 
 

NORMÁLIS sejtek telepe: 40x nagyítás NORMÁLIS sejtek telepe: 100x nagyítás 

 

 
 

TRANSZFORMÁLT sejtek telepe 

40x nagyítás 

TRANSZFORMÁLT sejtek telepe 

100x nagyítás 

 

Kivitelezése: Az assayt szíriai aranyhörcsög embriókból izolált sejteken végzik. Ezek szuszpenzióját 

fagyasztva tárolják a felhasználásig (krioprezerváció). Az SHE sejtek normális diploid sejtek, amelyek 

expresszálják a xenobiotikumokat biotranszformáló enzimeket és a p53 fehérjét is. 
 

• Az SHE sejtek egy részét nem letális dózisú röntgensugárzással osztódásra képtelenné teszik. A 

sejttenyésztő edényekbe először ezeket az ún. feeder (tápláló) sejteket telepítik, majd a feeder sejtek 

letapadása után viszik az edénybe a Rtg-sugárzással nem kezelt, osztódni képes ún. célsejteket (target cells). 

A feeder sejtek a célsejteknek tápanyagot biztosítanak és metabolikus aktivitásukat is támogatják. 
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• Miután a célsejtek is letapadtak, a tenyésztőedényekbe beviszik a pozitív kontroll-vegyület (pl. benzpirén, 

ld. 11. Fejezet), ill. a tesztelendő vegyület oldatát (legalább 10 koncentrációban). A sejteket a vegyületekkel 

7 napig inkubálják. Eközben a célsejtek az edény falán telepeket (colony) képeznek. 
 

• Hét nap múlva az edényhez tapadt sejteket mossák, etanollal fixálják és Giemsa oldattal (metilénkék, eozin 

és azúr B keveréke) festik. A sejtmag kékre, a citoplazma rózsaszínre festődik. A megfestett célsejt-telepeket 

sztereomikroszkóp alatt vizsgálják és értékelik. Megadják a transzformált sejttelepek %-os arányát az összes 

értékelhető sejttelep számához viszonyítva. A vegyület karcinogenitása ezzel arányos. 

 

A transzformált sejtek fogékony állatba oltva képesek tumort kelteni, ezt azonban rutinszerűen nem 

vizsgálják. 

 

Hatósági állásfoglalás: A hatóságok jelenleg az SHE sejttranszformációs assayt kiegészítő (nem egyedüli) 

vizsgálatként értékelik, amely támogathatja a genotoxikus karcinogének karcinogén potenciálját. Az SHE 

sejttranszformációs assay értéke a nem-genotoxikus karcinogének kimutatásában még bizonytalan. 

 
Megjegyzés: Az előző oldalon látható fényképeket az Elsevier kiadó engedélyével mutatjuk be. A képek 
a következő közleményből származnak: Marie-Aline Maire, Claudine Rast and Paule Vasseur: Photo 
catalogue for the classification of cell colonies in the Syrian hamster embryo (SHE) cell transformation 
assay at pH 7.0. Mutation Research 744: 97– 110, 2012. (Copyright: Elsevier) 

 
 
e. A reprodukciót- és a magzatfejlődést érintő toxikus hatások tesztelése – bővebben lásd a 12. Fejezet 10-
11 oldalán. 
 

Kérdés: A vegyület adagolása károsan érinti-e a reprodukciós folyamatot, e folyamat bármely szakaszában? 
 

Az alábbi három tesztben a vegyülettel történő expozíció a reprodukció más-más szakaszában történik. 
 

A teszt 
megnevezése 

A kezelés időtartama Vizsgálandó 

Fertilitási és 
korai embrionális 

fejlődési teszt 

 A szülő állatok kezelése 
a pároztatás (P) előtt, 

a spermio- ill. oogenezis alatt: 
Hím: 4 hétig, nőstény: 2 hétig, 

 

majd 
 

 A terhes állat kezelése az implantációig (I) 

 

 Hím: a here súlya, szövettana; 
a spermiumok száma, motilitása 

 

 Nőstény (a terhesség félidejében): 
- Ovarium: a sárgatestek száma* 

- Méh: implantációk száma* 
 

 Embrió életképessége 
 

Pre- és 
posztnatális 

fejlődési teszt 

A terhes, majd a laktáló állat kezelése 

 a pete beágyazódásától (I) 

 a laktáció végéig (E) 
 

A született állatok életképessége, 
növekedése, fejlődése, 

funkciózavarai 
(viselkedési, érési, reprodukciós) 

Embrionális/fötális 
fejlődési teszt 

(„teratogenitási 
teszt”) 

 

A terhes állat kezelése 

 a pete beágyazódásától (I) 
(egér, patkány, nyúl: 6. nap) 

 a szervfejlődés végéig (F) 
(egér, patkány: 15. nap; nyúl: 18. nap) 

Két fajon végzendő: rágcsáló és nem rágcsáló 
 

 
A terhesség végén feltárt újszülöttek 

életképessége és morfológiája 
(külső, zsigeri, csontrendszeri; 

zsiger-festés pikrinsavval, 
csont-festés alizarin vörössel) 

 
 

*A sárgatestek száma megadja az ovulációk számát. Az ovulációk és implantációk számának különbsége 
pedig jelzi a preimplantációs veszteséget. 
 

Az EMA által kiadott, a reprotox-vizsgálatokra vonatkozó guideline az alábbi linken érhető el: 

http://www.ema.europa.eu/ema/index.jsp?curl=pages/regulation/general/general_content_000397.jsp&mid=

WC0b01ac058002956f#Reproductive/developmental%20and%20juvenile%20toxicity 

http://www.ema.europa.eu/ema/index.jsp?curl=pages/regulation/general/general_content_000397.jsp&mid=WC0b01ac058002956f#Reproductive/developmental%20and%20juvenile%20toxicity
http://www.ema.europa.eu/ema/index.jsp?curl=pages/regulation/general/general_content_000397.jsp&mid=WC0b01ac058002956f#Reproductive/developmental%20and%20juvenile%20toxicity
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Adagolás: 
 

Három különböző dózisban (a legnagyobb minimális anyai toxicitást okozzon), egyszer naponta, a várható 
emberi beviteli úton 
. 

 

Fertilitási és korai embrionális fejlődési teszt 
 

 
 

 

Pre- és posztnatális fejlődési teszt 
 

 
 

 

Embrionális/fötális fejlődési teszt vagy „teratogenitási teszt” 
 

 
 
 

P = pároztatás,  I = implantáció (egér, patkány, nyúl: 6. nap), 

F = fötogenezis kezdete (a kemény szájpad záródása;  egér, patkány: 15. nap;  nyúl: 18. nap), 

SZ = szülés (egér, patkány: 21. nap;  nyúl: 31. nap);  E = elválasztás 
 

 

Az ábrában a vastag vonal jelzi azt az időszakot, amelyben a tesztvegyületet adagolják. 

 
 

Gyógyszerjelöltek „reprotox” vizsgálatai közül elsőként a két állatfajon elvégzendő embrionális/fötális 
fejlődési tesztet követelik meg, de csak a fázis-II klinikai vizsgálatok előtt (hiszen a fázis-I vizsgálatokba 
nők nem is vonhatók be). A fázis-III előtt a fertilitási és korai embrionális fejlődési teszt, a regisztráció előtt 
pedig a pre- és posztnatális fejlődési teszt eredményét is ismerni kell a hatóságnak – lásd a 21. oldalon lévő 
táblázatban. 
 

 
Pre- 

implantáció 
Organo- 
genezis 

Föto- 
genezis 

LAKTÁCIÓ 

P SZ I F E 

HÍM 

NŐSTÉNY 

GAMETOGENESIS TERHESSÉG 

 
Pre- 

implantáció 
Organo- 
genezis 

Föto- 
genezis 

LAKTÁCIÓ 

P SZ I F E 

HÍM 

NŐSTÉNY 

GAMETOGENESIS TERHESSÉG 

 
Pre- 

implantáció 
Organo- 
genezis 

Föto- 
genezis 

LAKTÁCIÓ 

P SZ I F E 

HÍM 

NŐSTÉNY 

GAMETOGENESIS TERHESSÉG 
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II. GYÓGYSZERJELÖLT-VEGYÜLETEK TOXICITÁS-VIZSGÁLATA és VISZONYA A HUMÁN 
GYÓGYSZERVIZSGÁLATOKHOZ 
 

A toxicitás-vizsgálatok ütemezését a gyógyszerfejlesztés folyamatában két megfontolás befolyásolja: 
 

1. A gyógyszerbiztonsági vizsgálatok elvégzése a farmakológiailag hatékony vegyületekkel elengedhetetlen 

a humán alkalmazásuk előtt. A gyógyszerbiztonsági vizsgálatok felölelik (1) a biztonsági farmakológiai 

vizsgálatokat (ld. az 5. Függelékben), (2) a toxikokinetikai vizsgálatokat (ld. a 6. Függelékben), és (3) a 

feljebb tárgyalt toxicitás-vizsgálatokat. 
 

2. A gyógyszerfejlesztés rendkívül költség- és időigényes, továbbá igen kevéssé hatékony folyamat: 

100 000 gyógyszerré fejlesztés céljából szintetizált vegyület közül csak 10 lesz gyógyszer! A vegyület 

fejlesztésére fordított költségek a fejlesztés előre haladásával egyre halmozódnak. A fejlesztőt ezért annál 

nagyobb kár éri, minél későbbi fázisban derül ki egy gyógyszerjelöltről, hogy alkalmatlan gyógyszernek. 
 

TESZT 
Ár 2000-ben* 

USD   

Egy-dózisú (akut) toxicitási tesztek 
Akut toxicitás – patkány 

Akut dermalis toxicitás – nyúl 

Akut inhalációs toxicitás – patkány 

Akut dermalis irritáció – nyúl 

Akut szem-irritáció – nyúl 

 

6 500 

3 500 

10 000 

2 000 

1 500 

Ismételt dózisú toxicitási tesztek 

Dermális szenzitizáció – tengerimalac 

2 hetes kezelés – patkány 

3 hónapos kezelés – patkány 

1 éves kezelés – patkány (tápban) 

1 éves kezelés – patkány (gyomor-szondával) 

2 éves kezelés – patkány (tápban) 

2 éves kezelés – patkány (gyomor-szondával) 

 

5 000 

45 000 

110 000 

250 000 

300 000 

685 000 

860 000 

Genotoxicitási tesztek 

Bakteriális reverz mutáció (Ames teszt) 

Egér-lymphoma sejt forward mutáció 

Micronucleus test – egér 

Domináns letális teszt – egér 

 

7 000 

25 000 

11 000 

85 000 

Reprodukciós- és a magzatfejlődési tesztek 

Fertilitási teszt 

Pre- és posztnatális fejlődési teszt 

Embrionális/fetális fejl teszt (teratogenitás) – patkány 

Embrionális/fetális fejl teszt (teratogenitás) – nyúl  

 

90 000 

160 000 

63 000 

72 000 
 

 

* Természetesen a táblázatban feltüntetett árak 2000 óta jelentősen emelkedtek. A 2 éves karcinogenitási 
teszt („bioassay”) patkányokon 2015-ben 1,5 millió dollárba került. 

 

A fentiek miatt a fejlesztők érdeke, hogy mielőbb dőljön el, hogy a vegyületnek van-e jó esélye arra, hogy az 

első humán kipróbálás után szélesebb körű emberi vizsgálatra kerüljön. 

 

Ennek szellemében szervezik és ütemezik a toxikológiai vizsgálatokat: 
 

Az első humán vizsgálatok (fázis-I) előtt csak azokat végzik el, amelyek feltétlenül szükségesnek látszanak a 

viszonylag kisszámú egészséges önkéntes férfi ésszerű biztonságához (ld. a következő oldalon lévő táblázat 

első sorában). 
 

Később – ahogy a kezdeti humán (klinikai) vizsgálatok a vegyület emberi hatékonyságát és biztonságosságát 

igazolni látszanak – további toxikológia vizsgálatokat végeznek, hogy a növekvő számú egyénre kiterjedő 

klinikai vizsgálatokban (fázis-II és -III) a résztvevők biztonságát még magasabb szinten biztosítsák. 

 

Mindezek a szempontok indokolják, hogy a gyógyszerfejlesztés egyes nem-klinikai biztonsági vizsgálatai és 

klinikai vizsgálatai cikk-cakk szerűen kövessék egymást, az alábbi táblázat szerint. A cikk-cakk eljárás azt is 

lehetővé teszi, hogy a humán vizsgálatokból származó adatokat (pl. a hatékony vérszintet, a vegyület fő 

humán metabolitjait) a nem-klinikai biztonsági vizsgálatok tervezésében felhasználhassák. 

A
100 000 vegyület

100 vegyület

10 gyógyszer

2 nyereséges
gyógyszer

Preklinikai vizsgálatok

Klinikai

vizsgálatok

A gyógyszerfejlesztés és hatékonysága
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NEM-KLINIKAI 

BIZTONSÁGI VIZSGÁLATOK 

KLINIKAI 

VIZSGÁLATOK 

 Biztonsági farmakológiai vizsgálatok  keringés, légzés, KIR* 

 Farmako-toxikokinetikai vizsgálatok  lásd a 6. Függelékben 

 Általános toxicitási vizsgálatok 

  - Egy-dózisú (akut) toxicitási teszt  patkányon vagy egéren 

  - Ismételt dózisú toxicitási teszt**  egy rágcsálón és nem rágcsálón*** 

 Speciális toxicitási vizsgálatok 
  - Helyi irritációs vizsgálatok 

  - In vitro genotoxicitási vizsgálatok  pl. comet assay, mikronukleusz teszt 

     humán limfocitákon, Ames teszt, mutagenitási teszt egér-limfóma sejteken 

 

INVESTIGATIONAL NEW DRUG (IND) applikáció – engedély kérése a humán vizsgálatokra 

 FÁZIS I 

 In vivo genotoxicitási vizsgálatok  pl. Comet assay és mikronukleusz teszt  egéren 

 Embrionális/fetális fejlődési teszt = “teratogenitási teszt” 
 

 FÁZIS II 

 Fertilitási és korai embrionális fejlődési teszt  

    FÁZIS III 

 Pre- és posztnatális fejlődési teszt 

 Karcinogenitási teszt  ha >6 havi szedés várható egész életen át, vagy 

  bizonyos szempontok karcigogenitásának gyanúját keltik 

 

REGISZTRÁCIÓS applikáció – engedély kérése a forgalomba hozatalra 

 
FÁZIS IV 

postmarketing 
 

     * A biztonsági farmakológiai vizsgálatokban azt elemzik, hogy van-e a gyógyszerjelölt vegyületnek a kívánt  

        farmakológiai hatása mellett nem-kívánt farmakológiai hatása az életműködésekre, különösen a vitális 

        funkciókra (keringés, légzés, KIR), esetleg más működésekre (pl. veseműködés, bélműködés) terápiás és 

        nagyobb dózisokban. Ezeket a vizsgálatokat lehetőleg éber állaton, az élettani működések telemetrikus 

        regisztrálásával végzik. Bővebben lásd az 5. Függelékben! 
 

   ** Időtartamát a majdani humán alkalmazás tartama szabja meg (lásd az alábbi táblázatot). 
 

 *** Követelmény, hogy a vizsgálathoz választott faj mutassa a farmakológiás hatást, valamint lehetőleg a vegyület 

        metabolizmusa és klírensze hasonló legyen az emberéhez. 

 

A tervezett 
emberi alkalmazás 

időtartama 

Az ismételt adagolású toxicitás-vizsgálat 
legrövidebb időtartama, hónap 

Rágcsáló Nem rágcsáló 

2 hétnél nem hosszabb 1 1 

2–4 hét 3 3 

1–3 hónap 6 3-6 

3 hónapnál hosszabb 6 6-9 
 

 

Gyógyszerek toxicitás-vizsgálata tehát a gyógyszerbiztonsági vizsgálatok részét képezi. 
 

A gyógyszerbiztonsági vizsgálatoknak formailag három része van: 
 

    I. Biztonsági farmakológiai vizsgálatok – lásd az 5. Függelékben. 

  II. Toxikokinetikai vizsgálatok – lásd a 6. Függelékben. 

 III. Toxicitás-vizsgálatok – ezeket részletesen tárgyaltuk a 4-18. oldalakon. 
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III. NEM-GYÓGYSZERVEGYÜLETEK TOXIKOLÓGIAI VIZSGÁLATA 
 

A fenti tesztek nagy részét alkalmazzák a nem gyógyszernek szánt vegyületek vizsgálatában is. Mellettük 

azonban más vizsgálatok is szükségesek az ilyen vegyületek ártalmasságának felméréséhez, alkalmazásuktól 

függően. A vizsgálatokat az OECD keretén belül harmonizálják, ill. adják ki az irányelveket (OECD 

Guidelines for Testing of Chemicals). 
 

• Peszticidek toxicitásának vizsgálata tartalmazhat speciális, egyszeri és ismételt adagolással is elvégzett 

   teszteket, mint például: 

    - Toxicitási teszteket madáron (pl. fürjön), halakon (pl. pisztrángon), méheken (permetezőszerek), 

    - Fejlődéstoxicitási vizsgálatokat tojásokon (fürj- és/vagy tyúktojáson), 

    - Késői neurotoxicitás kiváltását felmérő tesztet csirkén (pl. szerves foszfát-észter rovarirtó szerek). 

 

• Olyan vegyületek esetében, amelyekkel sem emberi, sem környezeti expozíció nem tervezett, csak akut 

   toxicitási tesztet végeznek rágcsálókon a megközelítő LD50 érték meghatározása céljából. Ennek 

   függvényében minősítik a vegyületek mérgező hatékonyságát. 
 

A Globálisan Harmonizált Rendszer (GHS) az alábbi 5 minősítési kategóriát állapít meg a patkányokon 

meghatározott akut orális LD50 érték (mg/kg) alapján – lásd még az 1. Fejezet 5. oldalát is. 
 

   

   • Category I <5 mg/kg 

   • Category II   5-50 mg/kg 

   • Category III       50-300 mg/kg 

   • Category IV             300-2000 mg/kg 

   • Category V                     2000-5000 mg/kg 
 

 

Az illékony, ill. a bőrről felszívódó vegyületeket akut inhalációs ill. dermális toxicitásuk alapján is 

minősítik. A minősítések tájékoztató jellegűek, és a vegyület csomagolásán piktogrammal jelölendők – lásd 

az 1. Fejezet 5. oldalán. 

 

 

C.  FÜGGELÉK 
 

1. A Helsinki Deklaráció 
 

A Helsinki Deklaráció (Declaration of Helsinki) a World Medical Association (WMA) által megfogalmazott 

és 1964-ben Helsinkiben elfogadott dokumentum az emberen végzett vizsgálatok etikai irányelveiről. Azóta 

kilencszer revideálták, utoljára 2013-ban. Elérhető: https://www.wma.net/policies-post/wma-declaration-of-

helsinki-ethical-principles-for-medical-research-involving-human-subjects/ A dokumentum egy mondatot 

tartalmaz az állat-kísérletekről: The welfare of animals used for research must be respected. 

 

 

2. Új vizsgálómódszerek – Milyen kritériumokat támasszunk velük szemben? 
 

Folyamatos a törekvés arra, hogy vegyületek toxicitásának tesztelésére az alkalmazottaknál „jobb” 

módszereket vezessenek be. Lényeges azonban, hogy az új módszerek (pl. high-throughput screening) ne 

csak mennyiségi teljesítőképesség (idő, pénz) szempontjából múlják felül a régebbi eljárásokat, hanem 

megfeleljenek az alábbi négy fő minőségi követelménynek (R-R-S-S) is: 
 
 

  Relevance  =  Relevancia, érvényesség, fontosság, lényegiség (az emberre vonatkoztatva) 

  Reliability  =  Megbízhatóság 

  Specificity  =  Specificitás, azaz csak egy bizonyos toxikus hatást jelezzen. 

  Sensitivity  =  Érzékenység 
 

 

Forrás: Bus, J.S. and Becker, R.A.: Toxicity testing in the 21st century: a view from the chemical industry. 

Toxicol. Sci. 112: 297-302, 2009. 

https://www.wma.net/policies-post/wma-declaration-of-helsinki-ethical-principles-for-medical-research-involving-human-subjects/
https://www.wma.net/policies-post/wma-declaration-of-helsinki-ethical-principles-for-medical-research-involving-human-subjects/
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3. Dóziscsoportok kiválasztása a patkányokon végzendő krónikus toxicitás-vizsgálathoz – az elv és a 
gyakorlat 
 

Az elv: A krónikus toxicitás-vizsgálatban (amely 0,5-2 évig tarthat) a tesztvegyület 5 dózisának vizsgálata 
javasolt, dózisonként 20 hím és 20 nőstény patkánnyal. 
 

A gyakorlat – tisztázandó kérdés: Melyik 5 dózis alkalmas arra, hogy a krónikus toxicitás-vizsgálat végén 
megállapíthassuk a küszöbdózisokat (pl. NOAEL, LOAEL)? Nyilvánvalóan ezeket nem tudnánk 
meghatározni, ha a dózisok nem okoznának káros hatást, de akkor sem, ha minden dózis letális lenne! 
 

 

Az 5 dózis kiválasztására rövid távú (max. 4 hetes) vizsgálatot – előkísérletet – végeznek 8 dózis-csoporton: 
 

• 2 kontroll csoport 
   - Kezeletlen kontroll – csak akkor szükséges, ha a vivőanyag ismeretlen biológiai hatású 
   - Vivőanyaggal kezelt kontroll 
 

• 6 teszt-vegyülettel kezelt csoport 
   - Legalacsonyabb dózis: ED50 kétszerese (ED50 = félhatásos farmakológiai dózis); lehet ennél magasabb. 
   - Legmagasabb dózis: az akut LD50 fele (LD50 = félhalálos egyszeri dózis). 
   - 4 köztes dózis: azonos log-dózis-különbséggel számítva a legalacsonyabb és a legmagasabb dózisokból. 
 

 

Példa: Egy gyógyszerjelölt 4 köztes dózisának meghatározása ahhoz a rövid távú toxicitás-vizsgálathoz, 
amely a krónikus toxicitás-vizsgálathoz végzett dóziskereső előkísérlet. 

 

Tételezzük fel, hogy a gyógyszerjelölt ED50 értéke 50 mg/kg, az akut LD50 értéke pedig 2000 mg/kg. 
 

2 x ED50 
?? ?? ?? ?? 

0.5 x LD50 

=100 mg/kg =1000 mg/kg 

      

Log 100     Log 1000 

=     = 

2,0 2,2 2,4 2,6 2,8 3,0 

6 dózis (mg/kg) a rövid távú előkísérlethez: 

102,0 102,2 102,4 102,6 102,8 103,0 

100 158 251 398 631 1000 
 

A szürke hátterű sorban látható az azonos log-dózis-különbséggel számított négy köztes dózis kialakítása. A 
táblázat alsó, sárga hátterű sorában megállapított dózisokkal végzett előkísérlet alapján döntenek majd arról, 
hogy a króntox vizsgálatban a 6 dózis közül melyik 5-öt válasszák – az alsó 5 dózist, vagy a felső 5 dózist. 
 
 

4. Benzokain: Allergizáló helyi érzéstelenítő és pozitív kontroll-vegyület is a tengerimalac tesztben. 
 

 A benzokain felületi érzéstelenítőként allergiás bőrreakciókat válthat ki hajlamos 

 egyénekben, a szenzibilizáló hatást vizsgáló tengerimalac tesztben pedig

 pozitív kontroll-vegyületként használható. Immunogenitása azon alapul, hogy 

 CYP-katalizált N-hidroxilálás (1), majd dehidrogenálás (2) hatására elektrofil 

 nitrózó-metabolitot képez, amely fehérjék tiol-csoportjával kovalensen reagálva 

 azokat neoantigénné teszi. Más aril-amin szerkezetű vegyületek is indukálhatnak 

 így immunreakciót; ilyenek pl. a szulfonamidok (pl. a szulfametoxazol, amely a 

 cotrimoxazol kombinátum egyik komponense), a dapszon és a prokain. 
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5. Biztonsági farmakológiai vizsgálatok – Ezek időzítését a gyógyszerfejlesztés során a nem-klinikai és a 

klinikai vizsgálatok időbeli viszonyát bemutató táblázatban tüntettük fel, a 21. oldalon. 
 

A gyógyszerbiztonsági vizsgálatoknak formailag három része van: 
 

   I. Biztonsági farmakológiai vizsgálatok – lásd itt. 

  II. Toxikokinetikai vizsgálatok – lásd a 6. Függelékben. 

 III. Toxicitás-vizsgálatok – részletesen tárgyaltuk feljebb, a 4-19. oldalakon. 
 

 
 

A biztonsági farmakológiai vizsgálatok általános jellemzői 
 

 Megválaszolandó kérdés 
 

   Van-e a gyógyszerjelölt vegyületnek a kívánt farmakológiai hatása mellett nem-kívánt farmakológiai hatá- 

   sa az életműködésekre terápiás és nagyobb adagokban; 

   - különösen a vitális funkciókra (KIR, keringés, légzés), 

   - esetleg más működésekre – pl. a veseműködésre, a bélműködésre? 
 

 Tesztrendszer 
 

   In vivo kísérlet, lehetőleg éber állaton, az élettani működések telemetrikus regisztrálásával; esetleg in vitro 

   vizsgálatok is hatásmechanizmusok tisztázására. 
 

 Adagolás 
 

   - Egyszeri adás 

   - A klinikai vizsgálatokban tervezett alkalmazási úton. 

   - Legalább 3 különböző dózisban – a terápiás és magasabb adagok alkalmazásával. 
 

 
 

A biztonsági farmakológiai vizsgálatok típusai 
 

 Alapvizsgálatok („core battery”) – ezek mindig elvégzendők. 
 

  - A központi idegrendszeri alapműködések vizsgálata: 

    Motoros aktivitás, mozgáskoordináció, szenzoros és motoros reflexek, viselkedési változások, testhő- 

    mérséklet mérése. 
 

  - A keringés vizsgálata: Vérnyomás, pulzus, EKG, a QT idő és a korrigált QT idő (QTc) mérése*, in vitro 

    teszt: gátolja-e a vegyület a szarkolemmális (ún. hERG) K+ ion-csatornát (ami a repolarizációt biztosítja). 
 

  - A légzés vizsgálata: pl. a légzési frekvencia, légzési percvolumen, a Hb oxigén-szaturációjának mérése. 

 

 Kiegészítő vizsgálatok – ezek indokolt esetben végzendők el; ilyenek például: 
 

  - A veseműködés vizsgálata, pl.: 

       > Vizelet-analízis: vizelettérfogat, fajsúly, ozmolaritás, elektrolit-összetétel, pH, fehérje, sejtek. 

       > Vér-analízis: karbamid-nitrogén (BUN), kreatinin, plazmafehérje koncentrációk mérése. 
  

  - A gasztrointesztinális működés vizsgálata, pl.: 

       > Szekréciós: pl. gyomornedv pH, gyomor-nyálkahártya károsodás, az epe-termelés vizsgálata. 

       > Motoros: pl. gasztrointesztinális tranzit-idő (in vivo), ileum kontrakció (in vitro, izolált bélkacson). 
 

  - A vegetatív működés vizsgálata, pl.: 

    Válasz agonistákra, vegetatív idegingerlésre, vegetatív reflex-válaszok (pl. baroreflex). 
 

 

* A QT idő meghosszabbodását okozó (repolarizációt gátló) szerek emberben életveszélyes – könnyen 

kamrafibrillációba átalakuló – polimorf kamrai extraszisztolét (más néven torsades de pointes) válthatnak ki, 

jellemző módon a szívizom szarkolemmájában lévő hERG K+ ion-csatorna gátlásával. Számos gyógyszert 

vontak ki a klinikai használatból ilyen hatásuk miatt. Ilyenek pl. az astemizole (antihisztamin), a cisapride 

(prokinetikus szer), a grepafloxacin (fluorokinolon típusú antibiotikum), és a terfenadine (antihisztamin; 

helyette most a terfenadine aktív, de nem kardiotoxikus metabolitja – a fexofenadine – kapható). 
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6. Farmako- és toxikokinetikai vizsgálatok – Ezek időzítését a gyógyszerfejlesztés során a nem-klinikai és 
a klinikai vizsgálatok időbeli viszonyát bemutató táblázatban tüntettük fel, a 21. oldalon. 
 

A gyógyszerbiztonsági vizsgálatoknak formailag három része van: 
 

   I. Biztonsági farmakológiai vizsgálatok – lásd az 5. Függelékben. 
  II. Toxikokinetikai vizsgálatok – lásd itt. 
 III. Toxicitás-vizsgálatok – részletesen tárgyaltuk feljebb, a 4-19. oldalakon. 
 

 

 

Farmakokinetikai vizsgálatok – ezek előkészítői (nem részei) a biztonsági vizsgálatnak. 
 

 Cél: A gyógyszerjelölt vegyület szervezetben való sorsának célzott állatkísérletes vizsgálata. 
 

 Dózis: a farmakológiailag hatásos adag. 
 

 Faj: a farmakológiai és toxikológiai vizsgálatokban használt állatfaj. 
 

 Általában meghatározandók 
   - Abszorpció: vérszintek és AUC per os és i.v. adás után; oral bioavailability F = AUCp.os : AUCi.v. 
   - Disztribúció: radioaktív vegyület szöveti szintjei, kötődése plazmafehérjéhez. 
   - Metabolizmus: metabolitok és szintjeik a vérben és az exkrétumokban. 
   - Exkréció: az anyavegyület és metabolitok exkréciója a vizelettel és az epével. 
   - Elimináció: a vegyület plazma T½ értéke és más kinetikai értékei, pl. Vd, Cl. 
   - Ezek változása 2 hetes kezelés után – kérdés: van-e szöveti kumuláció és/vagy enzimindukciós hatás? 
 

 
 

Toxikokinetikai vizsgálatok – ezek a biztonsági vizsgálat részei. 
 

 Cél: A toxikokinetikai vizsgálatok a toxicitás-vizsgálatok során végzett farmakokinetikai vizsgálatok, 
amelyeknek az a fő célja, hogy meghatározzuk mekkora a vegyülettel történő szisztémás expozíció, 
különösen az ismételt küszöbdózisokkal (NOAEL, LOAEL, vagy benchmark dose)* végzett toxicitás-
vizsgálatok alatt. A toxikokinetikai vizsgálatokat a toxicitás-vizsgálatokba bevont állatokon, vagy (kis testű 
állatok esetében) szatellita állatcsoporton végzik. – Természetesen csak a vizsgálatok befejezése után 
állapíthatók meg, hogy melyek a küszöbdózisok; ezek azonban megbecsülhetők lehetnek a rövid távú 
vizsgálatokból. 
 

 A szisztémás expozíció mértéke: az anyavegyület és a metabolitok plazmakoncentrációja. 
 
 

   A szisztémás expozíció két fő számszerű mutatója van: 
 

      Cmaxss Az anyavegyület maximális plazmakoncentrációja a steady state beállása után. 

 Ismert, hogy a steady state az ismételt adagolás kezdete után 4-5 felezési idő után áll be. 
 

      AUC0-24 Az anyavegyület plazmakoncentrációja alatti terület a steady state beállása után az adag 

 beadását követő 24 óra alatt. 
 

 

 Megválaszolandó kérdések – megválaszolásuk a toxicitásvizsgálat eredményeinek értelmezését segíti. 
 

   - Hogyan viszonyul a szisztémás expozíció a dózishoz (lineáris-e)? 

   - Hogyan alakul a szisztémás expozíció az idővel (van-e kumuláció ismétel adagolás esetén)? 

   - Hogyan viszonyul a toxicitás a dózishoz és a szisztémás expozícióhoz? 

   - Hogyan viszonyulnak a toxicitásban és a szisztémás expozícióban talált faji különbségek egymáshoz? 
 

 Az egyik legfontosabb kérdés – megválaszolásával a toxicitás-vizsgálatok humán relevanciáját igazoljuk: 
 
 

   Mekkora a toxicitás-vizsgálatokban talált állati szisztémás expozíció (Cmaxss és AUC0-24) a humán 
   vizsgálatokban meghatározott maximális terápiás dózishoz tartozó emberi szisztémás expozícióhoz 
   viszonyítva? 
 

   Az a kívánatos, hogy a toxicitás-vizsgálatokban a küszöbdózisokhoz (pl. NOAEL, LOAEL, vagy 
   a benchmark dózis) tartozó ÁLLATI szisztémás expozíció mértéke többszöröse legyen az EMBERI  
   vizsgálatokban meghatározott maximális terápiás dózishoz tartozó szisztémás expozíciónak. 
   Ez ugyanis azt jelzi, hogy a szer emberi maximális terápiás vérszintje jóval alacsonyabb, mint az állatokon 
   mért még éppen nem toxikus, vagy csak minimálisan toxikus vérszint, ami azt valószínűsíti, hogy a  
   gyógyszernek szánt vegyület biztonságos lesz emberben. 
 

 

* A küszöbdózisok (NOAEL, LOAEL és a benchmark dózis) definícióját lásd a 14. Fejezet 4-5. oldalán. 
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7. A tamoxifen DNS-reaktív hepatokarcinogén metabolitot képez patkányban, de emberben nem – 

mégis IARC 1. csoportbeli humán karcinogén: posztmenopauzális nőkben endometriális karcinómát 

indukálhat, mert a méh ösztrogén-receptorain parciális agonistaként hatva proliferatív hatást kelt. 
 

A tamoxifen kemopreventív hatású szer emlőkarcinóma kezelésében – lásd lejjebb. 
 

A tamoxifen genotoxikus hepato-

karcinogén patkányban. Epidemiológiai 

vizsgálatok azonban nem igazolták, hogy 

emberben is májtumort keltene, viszont 

kimutatták, hogy endometriális karcinómát 

okozhat, különösen posztmenopauzális 

nőkben – lásd a 11. Fejezet 24. oldalán. 
 

A tamoxifen hepatokarcinogén hatásában 

észlelt faji különbség valószínűleg a 

tamoxifen eltérő biotranszformációjával 

magyarázható – lásd az ábrát. 
 

A patkány is, és az ember is hidroxilálja a 

tamoxifent az alifás oldallánc -C atomján. 

Ezután azonban a hidroxilált metabolit 

eltérően konjugálódik e két fajban. 
 

Emberben az -hidroxilált metabolit 

glükuronidálódik, majd a képződött 

tamoxifen-glükuronid gyorsan kiürül. 
 

Patkányban viszont a hidroxilált metabolit 

szulfáttal konjugálódik. Ez a szulfát-

konjugátum bomlékony, hasonlóan a 

hidroxilált dimetil-benzantracén (DMBA) 

benziles-hidroxilcsoportján képződő 

szulfát-konjugátumhoz és a 2-acetil-

aminofluorénből (2-AAF) képződő N-

hidroxi-arilamin metabolit szulfát-

konjugátumához (lásd a 11. Fejezet 9-11. 

oldalán). A patkány májában képződő 

tamoxifen-szulfát konjugátum spontán 

heterolitikus bomlásával DNS-reaktív 

(genotoxikus), kationos elektrofil metabolit 

keletkezik – ez kelt májtumort patkányban. 
 

A tamoxifen emberi endometriális karcinogén hatása valószínűleg nem-genotoxikus (epigenetikus) 
mechanizmusra vezethető vissza: a méh ösztrogén-receptorain ugyanis a tamoxifen parciális agonista, ezáltal 
proliferatív hatású. Az IARC 1. csoportbeli humán karcinogénnek nyilvánította klinikai vizsgálatok alapján. 
Az IARC osztályozását a 11. Fejezet 11. Függeléke ismerteti. 
 

A tamoxifen indikációjáról: A tamoxifent – mint az emlőben expresszálódó ösztrogén receptor (ER) 
antagonistáját – az inoperábilis emlőrák kezelésére használják (ha a rákos sejtek ER-t expresszálnak), ill. a 
mellrák megelőzésére (ha e daganat kockázata magas). A tamoxifen egyébként prodrug: CYP2D6 által 
képzett aktív – antiösztrogén hatású – metabolitja a 4-hidroxitamoxifen (lásd az ábrán). Ezért szüntethetik 
meg a CYP2D6 gátlók (pl. egyes SSRI szerek, mint a fluoxetin és paroxetin) a tamoxifen antiösztrogén 
hatását az emlőben, és ezért kerülendők az ilyen gyógyszerek az emlőrák tamoxifen-kezelése esetén. 
 

A tamoxifen kettős hatása – kemopreventív effektusa az emlőben (ahol ER antagonista) és karcinogén hatása 
a méhben (ahol ER agonista) – komoly előny – kockázat elemzést kíván a szer indikációja esetén. Ez a 
dilemma elvileg nem merül fel a raloxifen – egy másik szelektív ösztrogén-receptor modulátor (SERM) – 
alkalmazása kapcsán, amely ER antagonista az emlőben is és az uterusban is (de ER agonista a csontban). 
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