13. Fejezet
A TOXICITAS-VIZSGALATOK ELVE és GYAKORLATA

A. A TOXICITAS-VIZSGALATOK CELJAI és ALAPELVEI
I. A TOXICITAS-VIZSGALATOK CELJAI

1. A toxikus hatasok jellemzése — Spektrumuk, reverzibilitasuk, elére jelezhetéségiik.
2. A kiiszobdozisok megallapitasa — NOAEL, LOAEL ¢és a benchmark dose.

Il. A TOXICITAS-VIZSGALATOK ALAPELVEI
1. Kisérleti allatok nagy dozisu expozicidja érvényes modszer a lehetséges human toxicitas felderitésére.
2. Kisérleti allatokon megnyilvanul6 toxikus hatasok emberre érvényesnek tekintendok mindaddig, amig
human irrelevancidjuk bizonyitast nyer — példak és ellenpéldak.

B. A TOXICITAS-VIZSGALATOK GYAKORLATA
I. IRANYELVEK (eléiratok, guidelines) — Szakmai és mindségbiztositasi eliratok.

Il. A TOXICITAS-VIZSGALATOK TiPUSAI
1. Altalanos sziir6vizsgalatok
a. Egy-dozisu (akut) toxicitési teszt
b. Ismételt dozisu toxicitasi tesztek — Rovid tava, szubkronikus, kronikus toxicitasi tesztek.

2. Specidlis szlirdvizsgalatok
a. Irritativ hatas tesztelése — Dermalis, ocularis és mas helyi tolerancia tesztek nyulon.
b. Szenzibilizal6 hatas tesztelése — Tengerimalac teszt, local lymphnode assay (LLNA) egéren.

c. Genotoxicitas tesztelése — a genotoxicitasi tesztek jelezhetnek:
(1) DNS kdrosodast kozvetleniil: Comet assay.
(2) DNS karosodast kozvetve (a karositott DNS reparaciojat): UDS és SCE kimutatasa.
(3) Kromoszoma-kdrosodast: Mikronukleusz teszt; kromoszoma-aberracios teszt CHO sejteken.
(4) Mutagén hatdast:
- Reverz mutaciods teszt baktériumokon — Ames teszt.
- Forward mutécios teszt emlés sejteken — Teszt TK* egér-limfoma sejteken (L5178Y).
- Mutagenitasi tesztek transzgénikus-egereken — MutaMouse teszt, Big Blue mouse teszt.

d. Karcinogenitas tesztelése
(1) In vivo karcinogenitdasi tesztek
- Bioassay egéren (18 honapos adagolassal) és patkanyon (24 honapos adagolassal).
- Alternativ karcinogenitasi tesztek: Tg-rasH2 egéren vagy p53* haploinszufficiens egéren.
(2) In vitro karcinogenitasi teszt: SHE (Syrian hamster embryo) sejt transzformacios assay.

e. A reprodukciot- és a magzatfejlodést érintd toxikus hatasok tesztelése — ,,Reprotox” vizsgalatok.
(1) Fertilitasi és korai embrionalis fejlodesi teszt.
(2) Pre- és posztnatalis fejlddési teszt.
(3) Embrionalis/fotalis fejlodési teszt — ,, Teratogenitasi teszt™.

I1l. GYOGYSZER-VEGYULETEK TOXICITAS-VIZSGALATA és ANNAK VISZONYA A KLINIKAI
GYOGYSZER-VIZSGALATOKHOZ — Utemezés: a vdltakozva haladds médszere.

IV. NEM GYOGYSZER-VEGYULETEK TOXICITAS-VIZSGALATA

C. FUGGELEK 1. Idézet a Helsinki deklaraciobol. 2. Mindségi kovetelmények toxicitasi tesztekkel
szemben: Relevance, Reliability, Specificity, Sensitivity. 3. A doéziscsoportok kivalasztasa kronikus
toxicitas-vizsgalathoz — az elv €és a gyakorlat. 4. Benzokain: allergizald helyi érzéstelenitd és pozitiv
kontroll-vegyiilet a tengerimalac tesztben. 5. Biztonsagi farmakologiai vizsgalatok. 6. Farmako- és toxiko-
kinetikai vizsgalatok. 7. Ujabb példa a fajfiiggd toxicitasra: A tamoxifen DNS-reaktiv hepato-karcinogén
metabolitot képez patkanyban, de emberben nem — mégis IARC 1. csoportbeli human karcinogén.
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A. A TOXICITAS-VIZSGALATOK CELJA és ALAPELVEI

I. A toxicitas-vizsgalatok céljai
A toxicitas-vizsgalatokat az emberi egészség védelmében — a Helsinki Deklaracio (lasd az 1. Fliggelékben)
szellemében — kisérleti allatokon végzik. A vizsgalatoknak két f6 célja van:

1. A vegyiilet karos (toxikus) hatdsainak jellemzése. Ennek soran jellemzik a vegyiilet toxikus hatasainak
* Spektrumdr — milyen karos hatasokat képes kivaltani, pl. maj-, vese-, csontveld-karosodast, konvulziét,
* Reverzibilitasat — vagyis megsziinik-e a karosodas az expozicié megsziintetésével, és
e Eldre jelezhetdséget — pl. van-e korai tiinete, laboratoriumi jele a késébb bekovetkezd karos hatasnak.
2. A vegyiilet kiiszobdozisanak (kdaros hatast nem, vagy alig Kivalto legnagyobb dozisanak) meghatdarozdsa.
Kiiszobdozisok: NOAEL = No observed adverse effect level; LOAEL = Lowest observed adverse effect
level; Benchmark dose, Id. a 14. Fejezetet. Ezek jelzik, hogy mely expozicios szint alatt nem kell szamolni
karos kovetkezménnyel. A kiisz6bddzisokbdl becsiilik a biztonsagos emberi dozist — lasd a 14. Fejezetben.

Il. A toxicitas-vizsgalatok elvei — A toxicitas-vizsgalatoknak két f6 elve van:

1. Kisérleti dllatok nagydozisui expozicioja a vegyiilettel sziikséges és érvényes modszer arra, hogy
feltarjuk a vegyiilet-okozta lehetséges emberi toxicitdst.

2. Egy vegyiilet kisérleti dllatokon megnyilvanulé toxikus hatdsai emberben is érvényesnek tekintendok,
kivéve, ha bizonyithatoé, hogy azok emberben irrelevinsok.

Megjegyzések az 1. elvhez:
A nagy dozis sziikkségességének két indoka van:

(1) Csak kiilonboz6 mértékii expozicid — beleértve a nagy dozisokat is — biztosithatja azt, hogy megismerjiik
a vegylilet kérosit6 hatasainak teljes spektrumat.
(2) Statisztikai indoklas: A toxikus hatasok gyakorisaga az exponalt populacidban dozisfiiggd; vagyis:
- Kis dozisok adasa utan a karos hatasok gyakorisaga alacsony, ezért nagyszdamu dllat sziikséges ahhoz,
hogy a hatést statisztikailag szignifikdnsnak itélhesstik.

- Nagy dézisok adasa utan a karos hatasok gyakorisaga magasabb, ezért kevesebb dllat sziikséges ahhoz,
hogy a hatést statisztikailag szignifikdnsnak mindsithesstik.

Megjegyzések a 2. elvhez:

(1) Altaldban vegyiiletek toxikus hatisai minéségileg hasonloak kisérletes allatokban és emberben. Példdul
allatban és emberben is hasonlo jellegli karos hatast okoznak — tobbek kozott — az alabbi vegyliletek.
- Szén-tetraklorid — hepatikus nekrozist,
- HQCl, — renalis tubularis nekrozist,
- CO — anémias hipoxiat,
- HCN - hisztotoxikus hipoxiat,
- Szerves foszfat-€szter tipusu rovardlok €s harci mérgek — kolinerg krizist,
- Vinil-klorid — hepaticus angiosarcomat.

(2) De nem allithato, hogy barmely vegyiilet barmely allatban észlelt toxikus hatasa hasonlo az emberéhez.
* Esetenként az allatban észlelt karos hatas nem kovetkezik be emberben — lassunk 4 példat ilyen esetre:
tumort indukalnak ragcsaloban, de emberben nem. Ennek hatterében két fajok kozotti eltérés all:
i. Emberi majban a fibratok intracellularis receptora (PPARa) alacsonyabb szinten fejez6dik ki, és mas szerkezetii.

ii. A receptort kovetd jelatviteli ut is eltérd: A fibrat-aktivalt humdn PPARa f6leg a plazma-triglicerid-csokkenést
kivalté géneket (pl. lipoprotein-lipaz, LPL) aktivalja. Ezzel szemben a fibrat-aktivalt egér PPARa egy mikroRNS

crer

crer

egerekben, amelyek maja emberi (nem pedig egér) PPARa-t expresszal, a fibratok nem idéznek elé sem hepatikus
peroxiszéma-proliferaciot, sem hepatomegaliat, sem majtumort. Mindezek igazoljak, hogy a fibratok emlitett allati
hatasai — mechanisztikus alapon — emberben érvénytelenek. A sok évtizedes klinikai tapasztalat szerint sincs a
fibratoknak a majtomeget noveld, peroxiszoma-proliferator és daganatkelt6 hatasa emberben.
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- A limonén (terpén a citromhéjban) és mas eldgazo lancu szénhidrogének (pl. trimetilpentan a benzinben)
tartos adagolas hatasara tubulus-karosodast és vesetumort keltenek him patkanyban, de néstényben nem,
¢s mas fajokban sem. E faji kiilonbség magyarazata a kovetkezo:

Az emlitett szénhidrogének kizardlag a him patkanyban tel6fordulé a2-mikroglobulinhoz kétédve
filtralodnak a vesében, majd a2-mikroglobulinhoz kotott formaban reabszorbealédnak a vese tubulusok
sejtjeibe, és ott eldidézik azok karosodasat. Ezért az elagazd lanch szénhidrogének patkanyban észlelt
nephrotoxikus hatasai — mechanisztikus alapon — emberben érvénytelenek — lasd még a 7. Fejezetben is.

- A ndtrium-szacharin (2 g/kg/nap 2 évig adagolva) hdlyagtumort indukalt, de kizar6lag him patkanyban.
Oka: Szacharin-fehérje-szilikat dsszetételii mikrokristdalyok képzédnek a holyagban, ahol ezek kronikus
szovetirritaciot idéznek eld. A kristdlyokban az o2-mikroglobulin koéti a szacharint! A kristalyok
képzbdését elbsegiti a vizelet lagos pH-ja, amit a Na-szacharin biztosit. Sem emberben, sem mds dllatban
nem figyeltek meg szacharin-indukalt holyagtumort. Sem a him patkdanyban miikédé tumorkelté mechaniz-
mus (amely a kizarolag a him patkanyokban termel6dé a2-mikroglobulinhoz kotott), sem az expozicio

mértéke nem relevans emberben! Az 1 liter cukormentes iiditét fogyaszté emberben a szacharin bevitele
csak 5 mg/kg (Whysner and Williams, Pharmacol. Ther. 71: 225-252, 1996) — lasd még a 7. Fejezetben is.

- A tamoxifen (szelektiv 6sztrogén-receptor modulator, SERM) esete komplexebb. Ez a szer DNS-reaktiv
hepatokarcinogén metabolitot képez patkanyban (az a-hidroxilalt tamoxifen szulfat észterét), de emberben
nem. A tamoxifen mégis human karcinogén (az IARC szerint 1. csoportbeli): endometrialis karcinomat
indukalhat, mert a méh Gsztrogén-receptorain (ER) parcialis agonistaként hatva proliferativ hatast kelt
(epigenetikus modon). Tudvalevé azonban, hogy a tamoxifen (pontosabban a CYP altal képzett aktiv
metabolitja, a 4-hidroxi-tamoxifen) az emlében ER antagonista, ezért véd6 hatast az ER-pozitiv emlérak
ellen. Tovabbi részletek a 7. Fliggelékben olvashatok.

* Mas esetekben az emberben megnyilvanuld toxikus hatas nem észlelheto egyes allatfajokban. Példak:
- A talidomid — ismeretlen okbol — nem teratogén patkanyban, de emberben és nytlban magzatkarosito.
A talidomid teratogenitasanak 3 lehetséges mechanizmusarol a 12. Fejezet fliggelékeiben olvashatnak.

- Az ACE gatlok — ismert okbol — nem teratogének patkanyban, de emberben igen (lasd a 12. Fejezetet az
emberi magzatnak ACE gatlo gyogyszerek iranti fokozott érzékenységének magyarazatat).

(3) Rendszerint vegyiiletek toxikus hatdsai mennyiségileg is hasonloak kisérleti allatokban és emberben.

Ha az adagokat festfelszinre szamitjak a vegyiilet toxikus/letalis adagja allatban és emberben gyakran
hasonld. A testsulyra szamitott toxikus/letalis emberi adag azonban dltalaban kb. 1/10-ed része az allati
adagnak. Ezek az empirikus szabalyok azonban nem mindig érvényesek; ezt mutatjak az alabbi példak:

» A paracetamol legkisebb majkarositd6 dozisa emberben (150 mg/kg) valoban 1/10-ede a hepatotoxikus
adagnak patkanyban (1500 mg/kg), de hasonlo, mint a majkarosité adag idreségben (150 mg/kg).

» Az aflatoxin B1 akut majkarosito hatasaban is jelentds mennyiségi kiilonbségek vannak fajok kozott
(pulyka >> egér >> patkdny) — lasd a 11. Fejezet 6. oldalan.

* A TCDD LDsg értéke tengerimalachban és patkanyban 1, ill. 10 pug/kg, de emberben joval nagyobb lehet
(vagyis az ember kevésbé érzékeny, mint az emlitett allatok) — 1asd a 4. Fejezet 19. oldalan.

Vegyiiletek toxicitasaban megnyilvanulé mennyiségi eltéréseket fajok kozott leggyakrabban toxikokinetikai
kiilonbségek magyarazzak.

A paracetamol esetében féleg a vegyiilet eltéré mértékii CYP-katalizalt toxifikalasa a reaktiv elektrofil N-
acetil-p-benzokinoniminné (NAPBQI), az aflatoxin B1 esetében pedig féleg a toxikus metabolit (aflatoxin-
epoxid) glutation S-transzferaz altal katalizalt eltéré mértékii detoxifikalasa glutation konjugdtumma okozza
a fajok eltér6 érzékenységét (lasd a 11. Fejezet 6. oldalan). A 2,4-diklorfenoxiecetsav (2,4-D) eliminacidja
(renalis tubularis szekrécid révén) fajonként eltérd sebességli. Ez magyardzza a species-kiilonbségeket e
gyomirtd akut toxicitasaban — pl. a 2,4-D-t lassan eliminal6 kutyak fokozott érzékenységét (lasd a 4. Fejezet
8. oldalan).

A TCDD toxicitasaban mutatkoz6 faji eltéréseket azonban bizonyara toxikedinamids kiilonbségek okozzak,
mert nincs jelentds faji eltérés a TCDD kinetikajaban — felszivodasaban, megoszlasaban és eliminacidjaban.
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B. A TOXICITAS-VIZSGALATOK GYAKORLATA

I. IRANYELVEK (eléiratok, guidelines) — szakmai, valamint mingségbiztositasi elgiratok

* A vizsgdlatok szakmai irdanyelvei. A toxikologiai vizsgalatokat az illetékes szakhatosagok altal javasolt
szakmai irdnyelvek szerint végzik. Az 1990-es évektdl a nemzeti hatdsdgok sajat irdnyelveiket harmonizalva
alakitottak ki a gyogyszerek vizsgalatat szabalyozo ICH iranyelveket (International Conference on
Harmonization), majd azokat sajatjukként adtak ki. Példaul a gyogyszerek regisztralasaban és hasznalatuk
szabalyozasaban illetékes eurdpai hatosag — a European Medicines Agency (EMA) — is ,,honositotta” az ICH
eloiratokat és Eudralex (The Rules Governing Medicinal Products in the European Union) néven adta ki.

Az eléiratok hossza fejlédés eredményei. Olykor tragédiak okozta erkolcesi kényszer motivalta 1étrejottiiket —
pl. a Sulfanilamide Elixir eset 1937-ben (lasd a 7. Fejezet 18. oldalan) és a talidomid tragédia 1959-61-ben
(lasd a 12. Fejezet 3. oldalan). A harmonizalt elGiratok kialakitasat gazdasdagi érdekek kényszeritették ki,
mert hiszen, ha az egységesitett szabalyok betartdsaval végzik egy adott orszagban a vizsgalatokat, akkor
azok elfogadhatok lesznek a régié mas — a harmonizalt el6iratot elfogadd — orszagaiban is. Ezt a nemzeti
eldiratok gyakran nem tették lehet6vé; az eltérd szabalyozas a vizsgalatok részleges vagy teljes elvégzését
kovetelte meg mas moddon, ha pl. egy gyogyszert egy masik orszadgban is kivantak forgalmazni. Az
eldiratokat rendszeresen feliilvizsgaljak, ha sziikséges modositjak.

Linkek: http://ec.europa.eu/health/documents/eudralex/index_en.htm (Eudralex),
http://www.ema.europa.eu/ema/index.jsp?curl=pages/requlation/general/general content 000397.jsp&mid=
WCO0b01ac058002956f (Toxikologiai vizsgalatok).

* A vizsgalatok mindségbiztositasi irdnyelvei. Ezek célja az, hogy a vizsgalatok megfeleljenck az altalanos
mindségi kovetelményeknek (igy megbizhat6 adatokat szolgaltassanak) és jol dokumentaltak legyenek, igy
lehetové tegyék helytalld kovetkeztetések levonasat a vizsgalati adatokbol. Eldiratok szabalyozzak pl. a
kisérleti allatok tartasat, a kisérleti modszerek pontos leirasat, az analitikai miiszerek validalasat ¢és az
eredmények archivalasat. A mindségbiztositas egységesitése céljabol az OECD orszagok kidolgoztak és
1981-ben elfogadtdk a Good Laboratory Practice (GLP) cimi eldiratot. Ez alapjan késziilt hatalyos hazai
rendelet: 42/2014. (VIII. 19.) EMMI rendelet a helyes laboratoriumi gyakorlat alkalmazasarol és
ellenérzésérdl. Ez a rendelet az alabbi linken at érhet6 el:
http://www.kozlonyok.hu/nkonline/MKPDF/hiteles/MK14113.pdf

I1. A TOXIKOLOGIAI SZUROVIZSGALATOK TIiPUSAI

A toxikologiai sziirévizsgalatoknak céljuk alapjan két csoportjuk van. Az altalanos vizsgalatok egyik célja,
hogy megismerjiik a kérdéses vegyiiletek kéaros hatasainak teljes spektrumat — vagyis azt, hogy a vegyiilet
mely toxikus hatisokat képes eldidézni — egyszeri, valamint ismételt, tobb eltérd dozisban tortént adagolasat
kovetden. A vizsgalatok masik fontos célja pedig az, hogy meghatarozzuk a vegyiilet fentebb emlitett
kiiszobdozisait, vagyis a NOAEL ¢és LOAEL, esetleg a 14. fejezetben targyalt benchmark dozis értékeit.

TOXIKOLOGIAI SZUROVIZSGALATOK

1. Altalanos sziirévizsgalatok 2. Specialis sziirévizsgalatok
a. Egydozisu (akut) toxicitasi teszt a. Irritativ hatas tesztelése
b. Ismételt dozist toxicitasi tesztek b. Szenzibilizalo hatas tesztelése
- Rovid tava (valaha szubakut) toxicitasi teszt c. Genotoxicitas tesztelése
- Szubkrénikus toxicitasi teszt d. Karcinogenitas tesztelése
- Kronikus toxicitasi teszt — ,,krontox” vizsgalat | e. A reprodukciot €s a magzatfejlodést érintd karos
hatasok tesztelése — ,,Reprotox” vizsgalatok

Ezzel szemben a specialis sziirovizsgalatokat azzal a céllal végezziik, hogy megismerjiik, okoz-¢ a vegyiilet
adagolasa egy bizonyos karos hatast: kivalt-e helyi irritativ hatast, szenzibilizalo hatast, genotoxikus vagy
karcinogén a vegylilet, illetve okoz-e a reprodukciot- €s a magzatfejlodést érintd toxikus hatést.


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. Altalanos sziirvizsgalatok
a. Egydozisu (akut) toxicitdsi teszt

Megvdlaszolando kérdések

* A vegyiilet egy dozisanak adasa utan milyen karos hatasra utalé tiinetek észlelhetok és ezek mely szerv-
rendszerek érintettségét jelezhetik?

* Mekkora az MTD és az ALD?

MTD = Maximalis toleralhat6 dozis, vagyis az az adag, amely nem okoz elfogadhatatlan karos hatast.
ALD = Approximate LD (megkozelité letalis dozis). Az LD50 meghatarozasa nem kdvetelmény.

Technikai kovetelmeények

* Allatok: - Egér, patkany €s nem-ragcsalé emlds — az a faj, amelyen a krontox vizsgalatot tervezik.
- Mindkét nem.
* Adagolas: - Egyszer (vagy 24 6ran beliil t6bbszor).

- Lehet6leg i.v. és per os (gyogyszerjeldlt esetén a tervezett alkalmazasi aton).
- Legalabb 3 doézisban. Valdjaban annyi dozis kell, amelyekkel az MTD ¢és ALT becsiilhetd.
* Megfigyelés: Téargya: tiinetek, elhullas, makroszkopos korbonctani lelet. Tartama: 14 nap.

b. Ismételt dozisu toxicitasi tesztek

Megvalaszolando kérdések
» Milyen karos hatasokat valt ki a vegyiilet adagolasa és melyek a toxikus hatas célszervei az adagolas sordn
észlelt tiinetekbdl és korjelzokbol és az adagolas végeén nyert korbonctani és szdvettani leletekbdl itélve?

* Mekkorak a kiiszobdézisok: NOAEL, LOAEL, vagy benchmark dézis?

o Mekkorak a kiiszobddzishoz tartozo, a szisztémadas expoziciot jelzd plazmakoncentraciok a steady state
beallasa utan (Cmaxss, AUCo-24), és melyek a vegyiilet {6 metabolitjai?

Technikai kovetelmények

« Allatok: Ragcsald és nem-ragesald emlés, mK. nemii. Gyogyszerjeldlt vizsgalatahoz vélasztott faj mutassa
a farmakologiai hatast, és benne a vegyiilet metabolizmusa és klirensze hasonlo legyen az emberéhez.

» Adagolés
- Legalabb 3, azonban rendszerint 5 eltéré adagban. A farmakologiai EDso kétszerese (vagy ennél nagyobb)

lehet a legkisebb dozis, a minimalis elhullast okozo6 pedig a legnagyobb dozis. A koztes dozisokat azonos
log-dozis-kiilonbséggel szamitjak ki a legalacsonyabb és a legmagasabb dozisbol (Id. a 3. Fiiggelékben). A
kezelt allatok mellett, kezeletlen és vivoanyaggal kezelt kontroll-csoportokat is vizsgalnak.

- Altalaban per os (gyogyszerjeldlt esetén a tervezett alkalmazasi uton) és naponta egyszer.

* Megfigyelés — az adagolds soran

- Kortiinetek, elhullas

- Testi fejlodés és tapanyagforgalom (testtomeg-novekedés, tap- és folyadékfogyasztas)

- Idegrendszeri alapmiikodések (viselkedés, izomerd és -tonus, tartasi és kivaltott reflexek)

- Szemészeti vizsgalat, EKG vizsgalat (csak nagy allaton)

- Labor: Hematologiai, klinikai kémiai és vizelet-analitikai vizsgalatok: a maj- és vesemiikodés, fehérje-,
cukor- és zsiranyagcsere; az immunrendszer és a véralvadas allapotanak felmérésére idészakonként.

- Toxikokinetika: a szisztémas expozicidt jelzé plazmakoncentraciok (Cmaxss €és AUCo.24) meghatarozasa
az adagolas elején és végén (rendszerint un. szatellita csoporton végzik — bévebben a 6. Fliggelékben).
A szisztémas expozicidé fontos informacio, ha egy gyogyszerjeloltbdl gyogyszer lesz! Megnyugtatd, ha
a toxicitas-vizsgalatokban mért, a kiiszobddzisokhoz tartozé szisztémas expozicid sokszorta nagyobb az
allatokban, mint az emberben mért terapiis expozicio.

* Megfigyelés — az adagolas végén
- Koérboncolas: a lathato elvaltozasok dokumentalasa, a szervek tomegének mérése.
- Szovettani vizsgalat: mintegy 40 szovetbol — lasd a tablazatot a kdvetkezo oldalon.

* A vizsgalat idd tartama — tartamuk szerint az ismételt d6zisu toxicitasi tesztek lehetnek:
- Rovid tava: tartamuk 1 hét — 1 honap (gyakran hosszabb tavi tesztek el6tt végzik doziskeresési céllal).
- Szubkronikus: altalaban 3 honap.
- Kronikus: 6 honap, vagy hosszabb — a dozisvéalasztas modjat lasd a 3. Fliggelékben.




Gregus Zoltan: A TOXICITAS-VIZSGALATOK ELVE és GYAKORLATA

Gyobgyszerjeloltek esetén az ismételt dozisu toxicitasi tesztek idOtartamat a varhatd human expozicid 1d6-

tartamatol fliggéen valasztjak meg. Az ICH eldirat altal javasolt id6tartamokat /dsd a 21. oldalon.

A SZUBKRONIKUS és a KRONIKUS TOXICITAS-VIZSGALATOKBAN ERTEKELT KORJELZOK

A kezelés alatt — naponta
Testsuly
Taplalékfogyasztas

A taplalék-hasznosulas (g novekedés/kg taplalék)

Fizikalis vizsgalat és klinikai megfigyelés
Szemészeti megfigyelés

EKG (nagy allaton)

Hematolégia — 3x a kezelés alatt
Erythrocyta szam, PCV, MCV
Hemoglobin koncentracio, MCHb,

Leukocyta szam

Leukocytak megoszlasa (kenet)

Thrombocyta szdm
Prothrombin id6, APTT

Klinikai kémia (vér) — 3xa kezelés alatt

Gliikoz AP Na*, K*, Ca?* Koleszterin, trigliceridek
Karbamid-N ALT, AST Cl, foszfat Ossz-fehérje

Kreatinin GGT Albumin, Globulin
Ossz-bilirubin CK A/G arany
Vizelet-analizis — 3x a kezelés alatt

Szin Fehérje Ketonok

Tisztasag Gliikoz Bilirubin

Fajsuly Vér Urobilinogén

Szervsulyok — a boncolds utdan Méh Vese

M3jj Ovariumok Mellékvese

Sziv Herék Pajzsmirigy

Tdo Prosztata Agy

Hisztopatologia

Mgj Lép Duodenum Cervix Csont Agytorzs
Epeholyag Nyirokcsomd Jejunum Vagina Csontvel6 Gerincvel6
Vese Thymus Ileum Testis Mellékvese N. ischiadicus
Hugyholyag Nyalmirigy Coecum Epididimis Pajzsmirigy Szem

Sziv Pancreas Colon Prostata Mellékpajzsmirigy Belso hallgjarat
Aorta Nyelv Rectum Emlomirigy Hypophysis Harder-mirigy
Trachea Oesophagus Ovarium Bor Nagyagy (a szem mellett,
Tiid6 Gyomor Uterus Vazizom Kisagy csak allatokban)

Egyéb, pl.: Az anyavegyiilet és a metabolitok vérszintje
Szoveti foszfolipid-foszfat koncentracio

Maj-mikroszomalis enzimaktivitasok/CYP tartalom
Hepatikus B-oxidacid: in vitro inkubécié C'*-palmitattal

2. Specialis sziirdvizsgalatok
a. Helyi irritativ hatds tesztelése (lokalis tolerancia-vizsgalat)

Azok a vegyiiletek, melyek a testfelszinre juthatnak (pl. a kiilséleg és a parenteralisan alkalmazott hato-
anyagok) tesztelenddk helyi irritativ hatasra. A teszteket rendszerint nyalon végzik. A vizsgalandé vegyiilet
alkalmazasi helye a lehetséges/tervezett expozicid helyétdl fiigg: pl. bdr, szem, végbél, az injekcid helye.

* Dermalis tolerancia teszt
Nyulak leborotvalt hatbdrére viszik fel a vegyiiletet (0,5 ml folyadékot, vagy 0,5 g szilard vegyiiletet),
gézlappal fedik, majd 4 6ra mulva eltavolitjak. Ezutan tobb idépontban szemikvantitativ modon értékelik
(pontozzak) az esetleges helyi reakci6 intenzitasat (borpir, 6déma, ulcerativ hatas) és kiterjedését, tovabba
Osszehasonlitjak az ellenoldali (oldoszerrel, vivoanyaggal kezelt) kontroll teriileten észlelt valtozasokkal.

* Ocularis tolerancia teszt (Draize teszt)
A vegyliletet (0,1 ml oldat, vagy 0,1 g szilard) nyulak egyik szemébe juttatjak, majd a hatast idészakonként
értékelik, 0sszehasonlitva a kezelt szemet az ellenoldali kontrollal. Az allatkisérlet helyettesitésére in vitro
cornea tesztet (pl. Bovine Corneal Opacity and Permeability assay) és nyalkahartya irritacios tesztet
Is bevezettek (pl. az embrionalodott tyuktojas chorioallantois membranjan végzett ,,HET-CAM teszt”).

» Gyogyszerjeloltek esetén alkalmazott mas tesztek
- A parenteralis tolerancia tesztekben a vegyiilet véna-, artéria-, izom-, és Szubkutan szovet-irritativ hatasat
nyulon értékelik oldatanak fiilvénaba, fiil artériaba, combizméba, vagy bdre alad torténd injektalasa utan.
- Rectalis és vagindlis tolerancia teszt — a vegyiiletet tartalmazo kuppal végzik.




Gregus Zoltan: A TOXICITAS-VIZSGALATOK ELVE és GYAKORLATA 7

b. Szenzibilizdlo hatds tesztelése — két tipusu teszt elfogadott az allergizaldé hatds in Vivo kiértékelésére:
(1) Tengerimalac teszt: Az allat leborotvalt hatborére az egyik oldalon a vegyiiletet adagoljak kiilséleg, vagy
intradermalis injekcidval, 2-4 héten at (szenzitizacids periddus). Ezutan 2 hetes sziinet tartanak, majd ismét
alkalmazzdk a vegyiiletet nem szoOvet-izgatd koncentracioban, az ellenoldali borteriileten pedig a
vivoanyagot. Vizsgaljak, hogy a vegyiilet kivalt-e helyi gyulladasos reakciot. A reakcid sulyossagat
szemikvantitativ modon értékelik, a kiterjedését pedig megmérik.

A teszt két valtozata validalt. Az egyikben a szenzitizaciot Freund-adjuvans injekciojaval fokozzak — ez a
Guinea Pig Maximisation Test. A Freund adjuvans egy un. immunpotencial6 szer, amely inaktivalt, szaritott
Mycobacterium tuberculosis baktériumok szuszpenzidjat tartalmazza. A masik proba soran adjuvanst nem
adnak — ez a Buehler teszt.

& PROTENN
Pozitiv kontroll-vegyiiletek pl. ” Q Q
hexil-cinnamaldehid (HCA), 2- X H H
merkaptobenztiazol (MBT), és + HS-PROTEN H
benzokain. Az utobbi a p-
amino  (-NHz)  csoportjanak Hexil-cinnamaldehid, HCA HCA-protein addukt (neoantigén)

oxidalddasaval metabolikusan

aktivalodik elébb hidroxilamin N N
(-NH-OH),  majd  reaktiv @[ \>—SH + HS—PROTEIN — C[ \>—S—SfPROTEIN
elektrofil  nitrozo  (-N=0) s S

vegyiiletté — lasd a folyamatot a 2-merkaptobenztiazol, MBT MBT-protein kevert diszulfid
4. Fliggelékben. neoantigén

(2) Local lymphnode assay (LLNA) egéren

A vizsgalat mechanisztikus hattere: A teszt olyan vegyiileteket képes kimutatni, amelyek kontakt
dermatitiszt véltanak ki. Ezek kovalensen kotddnek szoveti fehérjékhez, azokat haptenizaljak ill.
neoantigénné alakitjak. A neoantigéneket a bor antigén-prezentald sejtjei (APC), az Gn. dendrit-sejtek
»eszlelik”, felveszik, feldolgozzak, és elszallitjak a regionalis nyirokcsoméba, ahol a dendrit-sejtek T-
limfocitakat aktivalnak €s proliferaciora késztetnek. A T-limfocitdk aktivalasarol részletek az 5. Fejezet 8.
oldalan olvashatok a fémek-okozta immunreakciok (pl. kontakt dermatitisz) ismertetése kapcsan.

A vizsgalat kivitelezésének fo lépései

* A tesztvegyiiletet (25 ul oldatban) az egér fiilére juttatjak naponta egyszer, 3 napon at. Ha a vegyiilet
szenzitizalo hatasu, akkor az auricularis (a fiil melletti) nyirokcsomoban limfocita-proliferaciot indukal.

« A limfocita-proliferaciot a 6. napon mérik az i.v. adott *H-deoxitimidin (vagy *2°I-deoxiuridin) felvételével
az auricularis nyirokcsomoba. A tesztvegyiilettel kezelt egér kimetszett nyirokcsomojanak radioaktivitasat 5
oraval a jelzett dezoxinukleozid i.v. adasa utan mérik, és Osszehasonlitjak egy nem-szenzitizald vegyiilettel
kezelt egérbol (negativ kontroll), valamint egy ismert szenzitizal6 vegyiilettel — pl. HCA, vagy MBT — kezelt
egérbdl (pozitiv kontroll) szarmazo nyirokcsomo radioaktivitasaval. A HCA ¢és a MBT kovalensen kétddnek
a bor szoveti fehérjéihez (lasd a fenti abrat), és igy hapténként viselkedve kivaltjak a T-sejtes immunvalaszt.

A 2-merkaptobenztiazolbol sok ezer tonnat gyartanak vilagszerte, mert gumi- és mianyagadalék. Ilyen
termékekbdl (teniszcipd, alsonemii, kondom) kiszivarogva a 2-merkaptobenztiazol kontakt-allergiat okozhat.
A hexil-cinnamaldehid (hexil-cinnamal) kozmetikumokban, dezodorokban, szappanokban, haztartasi
detergensekben hasznalt illatanyag. Bortesztben az egyének 1 ezrelékében valtott ki kontakt-allergiat.

(3) In vitro teszteket is kidolgoztak a kisérleti allatok felhasznalasanak csokkentése érdekében. Ezekben a T-
sejtes immunvalaszban szerepet jatszo sejteket teszik ki a tesztvegyiilet hatasanak. Ilyen pl. a GARD™ skin
assay, amelyben human bor dendrit-sejtjeinek tenyészetét inkubaljak a kérdéses vegyiilettel, majd pedig
génexpresszos vizsgalatokkal (azaz messenger-RNS-ek analizise utjan) mérik a dendrit-sejtekben kivaltott
valaszt. Mérhetik pl. az Un. ko-stimulalé molekulak génjeinek fokozott expresszojat, vagy az Nrf2
transzkripcids faktor részvételével elinditott un. elektrofil stressz-valasz génjeinek fokozott expresszojat.
Megjegyzés: A dendrit-sejtek ko-stimulalo molekulai is részt vesznek a T-sejtek aktivalasaban (lasd még a 5.
Fejezet 8. oldalan). Az elektrofil stressz valaszt és az Nrf2 szerepét a 11. Fejezet 7. Fliggeléke ismerteti.
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C. A genotoxicitds tesztelése —1asd a 11. Fejezet 30-37. oldalain is.

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

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

Szabalyok

» Gyogyszerjelolt vegyiilet esetén az elsé human vizsgadlatok (Fazis-1) eldtt genotoxicitdsi vizsgalatot kell
végezni, legalabb egy in vitro tesztet. A Fazis-II vizsgalatok megkezdése eldtt pedig egy in Vivo
genotoxicitdsi teszt eredményét is ismerni kell.

* Ha a genotoxicitasi teszt eredménye pozitiv, a human vizsgalatok csak akkor folytathatok, ha kizarhato,
hogy a genotoxikus hatds emberben relevans, vagy ha a genotoxicitas a terapids hatas elkeriilhetetlen
velejardja — pl. ha a gyogyszerjelolt alkilalo tipusu DNS-reaktiv daganatgatlo.

A genotoxicitasi tesztek tipusai — 0sztalyozasuk a genotoxicitasi teszt altal jelzett valtozas szerint tortént az
alabbi tablazatban. A felsorolt tesztek részletes, de az elvi szempontokat kiemeld ismertetése a kovetkezo
oldalakon talalhato.

GENOTOXICITASI I vitro N vivo

TESZTEK jelezhetnek

1. DNS KAROSODAST | e Comet assay (egy sejt gél- o Comet assay* (egy sejt gél-
KOZVETLENUL elektroforézis assay) elektroforézis assay)

2. DNS KAROSODAST | { ypS (unscheduled DNS szintézis) | » UDS (unscheduled DNS szintézis)
KOZVETVE — vagyis a

DNS reparaciojat jelzik. | ® SCE (sister chromatid exchange) e SCE (sister chromatid exchange)
. e Mikronukleusz teszt e Mikronukleusz teszt*
3. KROMOSZOMA- _
KAROSODAST e Kromoszoma aberracios teszt
CHO sejteken
o Ames teszt (bakterialis reverz e MutaMouse teszt

., mutacios teszt)”
4. MUTACIOT _ _
e TK*" egér-lymphoma-sejt assay” ¢ Big Blue mouse teszt

(eml6s-sejt forward mutacios teszt)

* Célszerli a comet assay-t és a mikronukleusz tesztet egyiitt végezni, azonos allaton.

# Forward mut4cid esetén a normalis (wild type) gén mutdns génné alakul, reverz mutacio esetén pedig az
eleve mutans gén visszaalakul normalis (wild type) génné.
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1. A DNS karosodasat kozvetleniil jelzo tesztek
Comet assay in vitro és in vivo — mas név: egy sejt gél-elektroforézis; single cell gel electrophoresis, SCGE

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

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

Kivitelezése:

1. Kezelés tesztvegyiilettel. A comet assay elvégezhet6 in Vitro (tesztvegyiilettel kezelt sejtszuszpenzion,
vagy sejttenyészeten), valamint in vivo (tesztvegyiilettel kezelt kisérleti allaton) is. A tesztvegyiilet a
sejtekben vagy a kisérleti allatban genotoxikus metabolitta is biotranszformalddhat, majd reagalhat DNS-el
¢s karosithatja azt, pl. kisebb-nagyobb DNS fragmentumokra ,,torheti”.

2. Kezelés utan sejtszuszpenziot készitenek a sejttenyészetbdl, illetve a kezelt allat barmely szovetébdl (2-24
oraval a vegyiilet beadasa utan). — Fontos: EDTA hozzaadasaval gatoljak a Ca?'-fiiggd endonukledzokat.

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

4. A beagyazott sejteket tartalmazo targylemezt két kezelésnek vetik ala.
- El16sz0r detergensben dztatjdk, hogy sejt plazmamembranja és intracellularis membrénjai feloldodjanak,
¢s a fehérjék kimosodjanak a sejtbol.
- Ezutan a beagyazott sejteket tartalmazo lemezt NaOH oldatban aztatjak (pH >13); ezzel a DNS kettds-
lanc szétcsavarodasat (unwinding) idézik el6.

5. A lemezeken 1év0, gélbe bedgyazott, egyedi sejtmagokbdl szdrmazo, immar egylanci DNS-alloményt
elektroforézisnek vetik ald. Ha a DNS allomany intakt (nem tartalmaz fragmenseket), akkor az egy magbol
szarmazd DNS nagy mérete miatt nem képes a gélben vandorolni, ezért a helyén marad (1d. az A képet). Ha
a DNS allomany fragmenseket tartalmaz, akkor a DNS toredékek vandorolni képesek a gélben, mégpedig
annal gyorsabban minél kisebbek. Igy képzddik az intakt DNS-t jelzd kerek folt helyett az iistokos forma,
amelynek ,,feje” az ép DNS-t, a ,,csévaja” a DNS fragmenseket tartalmazza (1d. a B-D képeket). Figyelem:
Az elektroforetikus vandorlds balr6l jobbra tortént, vagyis ez az ,,listokds” a csovdjaval halad eldre!

6. A lemezt DNS-specifikus fluoreszcens festékkel festik (pl. a DNS-hez interkalalodé etidium-bromiddal,
amelynek fluoreszcencidgja a DNS-hez ko6tddve 20-szorosara nd), majd mikroszkop alatt kiértékelik az
,,ustokos képzodés” gyakorisagat, valamint az iistokdsben a ,,csova” aranyat a fejhez képest; ezek aranyosak
a DNS karosito hatassal. — Vigyazz az etidium-bromiddal, mivel mutagén — az interkalacié miatt!

Comet Assay Overview

DNA damage

(Chemical, v

ar pirradistion)

\ — (@)~ ° ° S =
r

Cells with damaged Single cells are After electrophonesis
(relaxesd) OMA having  embedded on agarcse- and flusrescent
single-strand / double- coated slide and lysed  staining, the damaged
strand breaks DMA s separated

- from the intact DA
{the “head®) and
:‘m 'y e generates a comet

“1ail”,

Living cells frarm
culture media,
blood, or tissue

Megjegyzés: A kezelést tesztvegyiilet mellett a vivoanyaggal és pozitiv kontroll-vegyiilettel is elvégzik.
Pozitiv kontroll lehet pl. a direkt genotoxikus metil-metdanszulfonat (MMS; 1d. a 11. Fejezet 4. oldalan) és a
CYP-katalizalt metabolikus aktivaciot igényld dimetil-nitrozamin (DMNA; 1d. a 11. Fejezet 8. oldalan).
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2. A DNS karosodasat kozvetve jelzo tesztek: ezek a karositott DNS reparaciéjat jelzik
2.1. Unscheduled DNS szintézis (UDS) kimutatasa — in vitro és in vivo.

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

Kivitelezése: Az In Vitro tesztet patkanymajbol izolalt, tenyésztett hepatocitakon végzik. A pozitiv kontroll
vegyiilet ismert hepatokarcinogén, pl. 7,12-dimetilbenzantracén (ld. a 11. Fejezet 8. oldalan), vagy 2-
acetilaminofluorén (Id. 11. Fejezet 9. oldalan).

1. A sejteknek a DNS-replikaciojukhoz kotott — vagyis az S fazisban ,tervezett” (scheduled) — DNS
szintézisét hidroxiuredval blokkoljak. Ezutan a sejteket inkubaljak a tesztvegyiilettel (vagy vivoanyaggal, ill.
a pozitiv kontroll-vegyiilettel) és brém-deoxiuridinnal (BrdU), ami a timidin analdgja (Id. lent). A
tesztvegylilet, vagy annak a majsejtek altal képzett metabolitja olyan DNS-kéarosodast idézhet eld, amelynek
javitasa excizids, vagy poszt-replikacids reparaciot igényel. A reparacid soran a kimetszett szakasz — vagy az
un. posztreplikacios hiany — ,,unscheduled” (nem fiitemezett, azaz nem a DNS-replikaciohoz kotott) DNS
szintézissel potlodik, amelynek sordn BrdU épiil be ezekbe a DNS szakaszokba. (Az abraban a pontozott T
betiik jelzik a beépiilt timidin analog BrdU-t.) h'

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

2. Az inkubalt sejtek kenetén a timidin-analog BrdU beépiilését vizsgaljak. A BrdU immun-fluoreszcens
eljarassal kimutathato. E c€lbol egy BrdU-ellenes primer antitesttel inkubaljak a kenetet, majd a primer
antitest kotddését egy fluoroforral jelzett szekunder antitesttel detektaljak. Ezutan fluoreszcens mikroszkdp
alatt vizsgaljak a kenetet és megszamoljak a BrdU—primer antitest-szekunder antitest komplexeket jelzo
fluoreszkalod szemcséket (lasd a képet lejjebb).

Ha a szemcsék szdma jelentdsen magasabb a teszt-vegyiilettel kezelt sejtekben, mint a vivéanyaggal kezelt
majsejtekben lathaté szemesek szdma, akkor a tesztvegylilet DNS-reaktivnak mindsitendo.

In_vivo teszt: Patkanyoknak adjak a tesztvegyliletet, majd majukbdl sejteket izolalnak, és azokat

hidroxiureaval és BrdU-nel inkubaljak. A BrdU beépiilés vizsgalata és értékelése a fent leirtak szerint
torténik.

O @) \'w

.' . - .
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2.2. Sister chromatid exchange (SCE) kimutatasa — in vitro és in vivo.

Kérdés: Okoz-e a tesztvegyiilet posztreplikacios (mds néven rekombindcios) repardciot igénylé (ezért sister
chromatid exchange jelenséggel jard) DNS-kdarosoddst? — a rekombinaciot 1d. a 11. Fejezet 4. Fliggelékében.

Kivitelezése:

1. Az in vitro tesztet phytohemagglutininnel osztdédasra birt human limfocitakon végzik, amelyeket a
tesztvegyiilettel (vagy vivéanyaggal, ill. pozitiv kontroll-vegyiilettel) ¢s BrdU-val inkubalnak. A BrdU (egy
timidin-analog, lasd feljebb), amely csak az ujonnan szintetizalddd DNS-lancba épiil be a timidin helyett.

Pozitiv kontroll-vegytiletek, pl.:

« Etil-metanszulfondt: Direkt hatd genotoxikus vegyiilet, a metil-metanszulfonat analogja (1d. a 11. Fejezet 4. oldalan).

* Ciklofoszfamid: Indirekt hat6, CYP-katalizalt metabolikus aktivaciot (hidroxilaciot) igénylé genotoxikus vegyiilet;
mustarnitrogén tipusu daganatellenes gyogyszer (prodrug, aktiv metabolitja a foszforamid-mustar).

e Mitomycin C: Redukcio révén aktivalédo indirekt genotoxikus vegyiilet, daganatellenes szer (prodrug). Aktivalod
enzim a DT-diaforaz (= NAD(P)H : quinon-oxidoreduktaz, NQO1 — lasd a 7. Fejezet 4-5. oldalan).

2. A sejtosztodast 72 o6ra mulva (a 2. mitdzis folyaman) colchicinnel leallitjadk metafazisban, hogy a
kromoszémakat alkotd két kromatid ne valjon szét. — A colchicin gyogyszer is; 1d. 11. Fejezet, 2. Filiggelék.

3. A BrdU beépiilés lathatova tételére leggyakrabban egy specialis fluoreszcens festéket (Hoechst 33258)
hasznalnak, amely a sejtbe permealva kotoédik a DNS-hez. E festék fluoreszcenciaja kioltodik, amikor olyan
DNS szakaszhoz kotédik, amelyben mindkét DNS lancban talalhato BrdU (bifilamentéalis BrdU-jelolt
szakasz), de nem oltodik ki, ha olyan DNS szakaszhoz kotddik, amelyen beliil csak az egyik lanc hordoz
BrdU-t (monofilamentalis BrdU-jel6lt szakasz).

4. Fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaljak a 2. mitdzis metafazisaban képz6dott kromoszémakban a BrdU
beépiilést, a SCE jelenséget keresve. A SCE-t az jellemzi, hogy mind a két kromatidban 1évé DNS-
duplexben el6fordulnak sziildi (BrdU-mentes) és leany (BrdU-tartalma) szakaszok, a jelenséget ugyanis
olyan DNS-karosodas okozza, ami rekombinaciés modon reparalodik (1d. a 11. Fejezet, 4. Fiiggelékét). Ezek
a szakaszok azonban 0gy helyezkednek el, hogy ha a kromoszoma egyik kromatidjaban 1évé DNS-
duplexben egy adott helyen bifilamentdlis BrdU-jelolt szakasz fordul elé (ahol a Hoechst festék
fluoreszcencigja kioltodik), akkor e szakasszal ,,szemben” a kromoszoma masik kromatidjaban 1évé DNS-
duplexben monofilamentalis BrdU-jelolt szakasz helyezkedik el (ahol a Hoechst festék fluoreszcenciaja
megmarad); tovabba, a két fajta szakaszok reciprok modon helyezkednek el a két kromatidban. Vagyis a
SCE-t olyan kromoszémak jelzik, amelyek egyik kromatidja szakaszosan nem fluoreszkal, a masik
kromatidja viszont éppen ezeken a szakaszokon fluoreszkal (és forditva). Az ilyen kromoszomat nevezik
,wharlequin” kromoszémanak (1d. az abrat). Ha a SCE-t mutato sejtek szama a tesztvegyiilettel kezelt sejtek
kozott jelentdsen nagyobb, mint a vivOanyaggal kezelt sejtek kozott, akkor a tesztvegyiilet DNS-reaktiv.
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BAL: Normalis kromoszéomak. A 2. mitozist kozvetleniil megel6zden az egyik kromatidban 1évé DNS-duplexnek
csak az egyik lanca tartalmaz BrdU-t; ez fluoreszkdl, mig a mdsikban lévé duplexnek mindkét DNS-ldnca tartalmaz
BrdU-t, amely kioltja a Hoechst festék fluoreszcenciajat. JOBB: SCE-t mutaté kromoszomak. Mindkét kromatidban
vannak monofilamentalis BrdU-val jelolt DNS-duplex szakaszok — ezek fluoreszkalnak — és bifilamentalis BrdU-val
jelolt DNS-duplex szakaszok — ezek nem fluoreszkalnak. Az ilyen kromoszomat nevezik ,,harlequin” kromoszomanak.

Az in vivo tesztet patkanyokon végzik. Az allatokat a tesztvegyiilettel (vagy vivéanyaggal, ill. pozitiv
kontroll-vegyiilettel) kezelik, majd majukbol hepatocitakat izolalnak, azokat tenyésztik, osztodasukat EGF-
fel stimulalva. Ezen a sejttenyészeten végzik az SCE kimutatasat a fent leirtak szerint.
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3. Kromoszoma-karosodast jelzo tesztek

3.1. Kromoszéma aberracids teszt CHO sejteken

Kérdés: Okoz-e a tesztvegyiilet kromoszoma aberrdciot tenyésztett CHO sejtekben (pl. kromoszomdan ill.
kromatidon hézagot, torést, a torott részek egyesiilését jelzo modosuldst, a kromoszoma-szam valtozdsat)?

CHO sejtek = Chinese hamster ovary eredetii eml6s sejtek; amelyek sejtciklus-ideje 10-12 ora.

Kivitelezése:

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

2. A tesztvegyliletet a sejtek mosasaval eltavolitjak.

3. A sejteket 20 oran at (~2 sejtcikluson at) tapoldatban inkubaljak, az inkubacids periddus utolsd 3 orajaban
colchicin jelenlétében. — A colchicin gyogyszer is; lasd a 11. Fejezet 2. Fliggelékében.

A colchicin gatolja a tubulin polimerizacidjat mikrotubulusokka és az utobbiakbol szervezddo osztoddsi orsé létre-
jottet a sejtosztodas metafazisaban. Ezért a kromoszomak képtelenek kettévalni, és az un. sister-kromatidok a leany-
sejetekbe szegregalodni. A colchicinnel kezelt sejtekben tehdt a kromatidok kromoszomdakat képezve egyiitt marad-
nak, azok festés utan mikroszkop alatt megfigyelhetok.

4. A sejteket hipotonids soéoldatban duzzasztjdk, targylemezre
fixaljak, majd Giemsaval festik. A Giemsa metilénkék és eozin
keveréke; a kationos metilénkék a DNS foszfat-csoportjaihoz
kotodik, ezért megfesti a kromoszomakat. — Emlékeztetd: A
metilénkék a methemoglobinémia gydgyszere is (1d. 8. Fejezet).

5. Mikroszkop alatt 50-100 sejtet vizsgalnak. Kérdések: Milyen
kromoszoma aberraciok fordulnak eld, nétt-e az aberralt kromo-
szomakat hordozd sejtek ardnya a tesztvegyiilettel tortént : 8
inkubécio hatdsara a vivéanyaggal inkubalt sejtekhez képest? @_

A teszt elvégzendd ugy is, hogy a tesztvegyiiletet a CHO sejtekkel patkdny-mdj posztmitokondrialis
szupernatans (ez tartalmazza a SER-hez kotott CYP enzimeket) és NADPH-képz6 rendszer (Id. a 11. Fejezet
1. Fiiggelékét) jelenlétében inkubaljak. Ha a tesztvegyiilet csak igy okoz kromoszoma aberraciot, akkor arra
kovetkeztethetiink, hogy a vegyiilet CYP altal képzett metabolitja (€s nem az anyavegyiilet) genotoxikus.

3.2. Mikronukleusz teszt

Kérdés: Okoz-e a tesztvegyiilet ,, mikronukleusz képzdédésben” megnyilvanulo kromoszoma aberrdciot
(torést) a tesztvegyiilettel kezelt ragcsalo (egér vagy patkany) csontveld sejtjeiben (in vivo teszt) vagy pl.
osztodasra késztetett emberi limfocitikban (in vitro teszt)?

A mikronukleusz a sejtmagon kiviil maradt kromoszéma vagy kromoszoéma toredék. Az a kromoszoma, ill.
toredék, amely nem tartalmaz centromért, ugyanis nem képes kapcsolodni az osztddasi orsot képezé mikro-
tubulusokhoz, igy a sejtosztdodas utan nem ,,hizddik be” a lednysejt magjaba.

In vivo mikronukleusz (MN) teszt egéren vagy patkanyon:

1. Az allatokat a tesztvegyiilettel (vagy a vivéanyaggal, vagy a pozitiv kontroll-vegyiilettel) kezelik.
2. 24 és 48 ora mulva csontvel6t vesznek a femurbol, a kenetet Giemsaval festik, mikroszkop alatt
megszamoljak, hogy az éretlen, még maggal bird vordsvérsejtek kozott milyen ardnyban vannak
mikronukleusz-hordozo sejtek. Ha ezek aranya magasabb a tesztvegyiilettel kezelt allatok csontvel6jében,
mint a vivoanyaggal kezeltekében, akkor a tesztvegyiilet kromoszoma-karosito, ,klasztogén hatast”.
Megjegyzés: Mikronukleusz-képz6dés vizsgalhato az allatok periférias vérében is. A mikronukleusz-hordozo
vorosvérsejtek a vérben flow cytometriaval 1s megszamlalhatok.

In vitro mikronukleusz teszt phytohemagglutininnel osztodasra birt human limfocitakon:

1. A limfocitdkat 20 oran at inkubaljak a tesztvegyiilettel (vagy vivéanyaggal, ill. + kontroll-vegyiilettel).
2. Cytochalasin B-t adnak a sejtekhez. A CB egy mikotoxin, amely gatolja mikrofilamentumok képzddését,
igy megakadalyozza citoplazma osztodasat a sejtosztddas sordn; ezért kétmagvu sejtek képzddnek.

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

1. A kétmagva limfocitak képzése cytochalasin B-vel egy kisérleti manipulacio, amely megnoveli a teszt
érzékenységét és specificitdsat. A kétmagva limfocitdk ugyanis a tesztvegylilettel tortént expozicido utan
képzddnek, ezért dontden a tesztvegyiilet hatdsara képz6dd mikronukleuszokat tartalmazzak. Az egymagvu
sejtekben a mar kordbban — nem a tesztvegyiilet hatdsara — képz0odott mikronukleuszok talalhatok.

2. A CHO sejteken végzett kromoszoma aberracids teszthez hasonléan, a limfocitakon végzett in vitro
mikronukleusz teszt is elvégzendd ugy is, hogy a tesztvegyiiletet a human limfocitakkal patkany-maj
posztmitokondrialis szupernatans (CYP) és NADPH-képzo rendszer (Id. a 11. Fejezet 1. Fliggelékében)
jelenlétében inkubaljak. Ha a tesztvegyiilet csak ekkor valt ki mikronukleusz képzdédést, akkor arra
kovetkeztethetiink, hogy a CYP altal képzett metabolitja genotoxikus — ez esetben kromoszomatorést okozo,
vagyis klasztogén hatasu.

3. Pozitiv kontroll-vegyiiletek lehetnek:
- Direkt (aktivaciot nem igényld) klasztogén: pl. bleomycin — daganatellenes kemoterapias szer!
- Indirekt (aktivaciot igényld) klasztogének: pl. ciklofoszfamid (a CYP aktivalja), mitomycin C (az NQO1
aktivalja) — kemoterapias szerek; dimetil-nitrozamin (a CYP aktivalja; Id. a 11. Fejezet 8. oldalan).

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

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

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

Kivitelezése — két fo lépésben:

1. A kovetkez6 0sszetevoket keverik 6ssze, majd eld-inkubaljak:
* Mutans baktériumok — hisztidint képtelenek szintetizalni, ezért hisztidin hidnydban nem szaporodnak.
* A tesztelend6 vegyiilet (v. vivéanyag, ill. + kontroll, pl. metil-metan-szulfonat, Id. 11. Fejezet 4. oldal).
* Patkany-maj posztmitokondridlis szupernatans (PMSN) — tartalmazza a SER-t, benne CYP enzimeket.
* NADPH-képz6 rendszer (NADP + gluk6z-6P + gluk6z-6P-DHaz) — tamogatja a CYP miikodését.

- mutagén vagy D N kében olvashaté magyara-
nem mutagén? zat a CYP ¢és a
NADPH-képz6 rendszer

— — szerepérol.
e KEVERD ES © INKUBALD< MUTAGEN Az elé-inkubalas alatt a

Hisztidint igényld,
eleve mutans

baktérium-kultc 7 : :
aktérium-kultura »}g SZELESZD R 37 FOKON
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feliliszéja + NADPH [ (VISSZA-MUTALODOTT) e
képzo rendszer & BAKTERIUMOK TELEPEIT epoxidda).

2. A tesztvegyiilettel £ PMSN-el el6-inkubalt S. typhimurium baktériumokat hisztidin-mentes agaron
szélesztik, majd még 2 napig inkubaljak. Kérdés: Szaporodnak-e a baktériumok, azaz képeznek-e telepeket?
Ha igen, akkor a tesztvegyiilet mutagén, mert Un. reverz mutaciot idézett eld: az eleve mutans (hisztidin
nélkiil nem szaporodo) baktérium ,,visszamutalodott” normalis (hozzaadott hisztidin nélkiil is szaporodo)
baktériumma. A mutagén hatds anndl erdsebb, minél tobb telep képzddott, mint az alsd Petri-csészében.
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4.2. Forward muticié vizsgilata a timidin-kindz génre nézve heterozigota (TK') egér-limfoma-
sejteken (L5178Y) — a sejtek jelolése arra utal, hogy a TK génjében 1évé egyik allél gy mutalodott, hogy
az ezen allél altal kodolt TK enzim 5178-adik aminosavja leucin (L) helyett tirozin (Y); ezért a TK inaktiv.

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

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

(0] (0]
F.C F.C
: NH ’ NH
/K ﬁ
HO N R HO—P—O0 N~ 0
(0] (0]
N cl)* 5-TFT-P
— 5-TFT-PP
ATP ADP — 5-TFT-PPP
OH oH ¥ —> DNS-5-TFT-P
. - i —»> |acterminalas
5-trifluor-timidin 5-TFT-monofoszfat .

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

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

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

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

Kérdés: Okoz-e a tesztvegyiilet inaktivalé mutdciot a transzgénikus egérbe (MutaMouse, illetve Big Blue
mouse) bevitt bakterialis génben (a LacZ génben, illetve a Lacl génben)?

Elméleti hattér: A MutaMouse és a Big Blue mouse transzgénikus egértorzsek. Mindkét egér minden sejtje
tartalmaz egy bakterialis gént: a MutaMouse a LacZ gént (amely a -galaktozidaz enzimet kodolja), a Big
Blue mouse pedig a Lacl gént (amely a LacZ gént represszalo fehérjét kodolja). Ezeket az egértorzseket ugy
allitottak eld, hogy a LacZ, ill. a Lacl gént egy virdlis (bakteriofag) DNS-be épitették, majd az igy nyert
LacZ, ill. a Lacl gént tartalmaz6 viralis DNS-t (vektort) egy egér megtermékenyitett petesejtjébe injektaltak,
majd ezt a petesejtet egy ndstény egér petevezetekébe helyezték. Ezért a sziiletett egerek minden sejtje
hordozza a virdlis DNS-t, és abban a LacZ, ill. a Lacl gént. Megjegyzés: A [-galaktozidaz a galaktozidokat
(galaktoz tartalmu glikozidokat) hidrolizalja; pl. a laktozt galaktozra és gliikdzra.

Kivitelezése:

1. A MutaMouse vagy a Big Blue egereket kezelik a tesztvegyiilettel (vagy vivéanyaggal, ill. pozitiv
kontroll-vegyiilettel). A beadott tesztvegyiiletet az egér DNS-reaktiv metabolittd metabolizalhatja, az
karosithatja a DNS-t, beleértve a LacZ ill. Lacl gént képviseld bakteridlis DNS szakaszt is, ezaltal a
bakterialis gén inaktival6 mutaciojat idézheti eld.

2. DNS-t izolalnak a kezelt egér barmely szovetébdl és kinyerik a LacZ gént ill. Lacl gént hordozo viralis
DNS-t (vektor).
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3/a. MutaMouse teszt: A kovetkezé 1épésben azt vizsgaljak, hogy vajon az egérbdl izolalt LacZ gén intakt
maradt, és igy képes aktiv B-galaktozidazt kodolni, vagy pedig mutalodott, és ezért inaktiv B-galaktozidaz
enzimet kodol. E célbol az egérbdl izolalt LacZ gént hordozé viralis gént (vektort) bakteriofaggal gén-
manipuladlt baktériumokba transzfektaljak. (Ezekbdl a baktériumokbol hianyzik a LacZ gén és a galaktdz-
epimeraz gén; az epimeraz az UDP-galaktézt alakitja UDP-glikozza.) Ezutan a baktériumokat P-Gal
(phenyl-galactose glikozid) tartalmu taptalajon tenyésztik.

A B-galaktozidaz aktivitds meglétét, ill. hianyat (=mutécio) a baktériumok pusztuldsa, ill. névekedése jelzi:
A B-galaktozidaz aktivitdst mutatd, nem mutans baktériumok elpusztulnak, mert benniik a P-Galbol el6bb
galakt6z, majd UDP-galaktéz képzddik, az UDP-galaktéz pedig az epimeraz-hiany miatt felszaporodva
toxikus koncentraciot ér el. Ezzel szemben a [3-galaktozidaz aktivitast nem mutatd, mutins baktériumok
szaporodnak, mert benniik nem képzddik toxikus koncentracioban UDP-galaktéz. Ezért a telepek szama a
mutagén hatassal ardnyos.

3/b. Big Blue mouse teszt: A kdvetkezd 1épésben azt vizsgaljak, hogy vajon az egérbdl izolalt Lacl gén
intakt maradt, és igy a LacZ gént represszaléd aktiv Lacl fehérjét képes kodolni, vagy pedig mutalodott és
ezért nem képes a LacZ gént represszaléd aktiv fehérjét kodolni. E célbol az izolalt Lacl gént hordozo viralis
gént (vektort) bakteriofaggal normdlis (vagyis f-galakeozidazt termeld) baktériumokba transzfektaljak, majd
a baktériumokat olyan taptalajon tenyésztik, amely tartalmaz egy X-Gal nevii galaktoz-tartalmu glikozidot,
amelyet a -galaktozidaz hidrolizal. A hidrolizis egyik terméke a galaktoz, a masik egy indolvegyiilet (X),
amely egy kék szinli indigo szarmazékka dimerizalodik (1d. 11. Fejezet, 3. Fliggelék).

A telepek B-galaktozidaz aktivitasat azok kék elszinezddése jelzi. Ha a Lacl gén (a B-galaktozidaz-gént
represszald Lacl fehérje génje) nem inaktivalodott mutacio kovetkeztében, akkor a Lacl fehérje képes a [3-
galaktozidaz gént represszalni, emiatt a B-galaktozidaz nem fejezédik ki a baktériumokban, azok az X-Gal
glikozidot nem hidrolizaljak, igy a baktérium-telepek nem szinezédnek kékre. Ha viszont a f-galaktozidaz-
gént represszald fehérje génjének (Lacl) mutdcioja bekovetkezik, akkor az aktiv Lacl fehérje hidnyaban a
baktériumok képesek B-galaktozidazt expresszalni, az X-Gal-t hidrolizaljak, ezért kék szintiek lesznek. Tehat
a kék telepek szama a mutagén hatéssal aranyos.

A transzgénikus egértorzsekben végzett mutagenitasi tesztek jelentosége

A MutaMouse ill. a Big Blue mouse tesztnek szamos elénye van, mint példaul a kévetkezdk:

* A tesztvegyiilet az egérbe elvileg barmely adagolasi moddal bevihetd.

* A vegylilet az egér barmely szdvetébe eljuthat, ott metabolizalddhat, és a metabolitok is kiillonb6z6 szove-
tekhez juthatnak el. Ezekben az anyavegyiilet vagy a metabolitja mutaciot idézhet eld.

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

A transzgénikus egértorzsekben végzett mutagenitdsi tesztek hdtranya a jelentés munka-, id6- és koltség-
igény. Ezért ezeket inkdbb mechanisztikus vizsgalatokban alkalmazzak, mintsem rutin szlirévizsgéalatokban.

d. A karcinogenitds tesztelése

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

Szabalyok

1. Gyogyszerjelolt vegyiiletet altalaban csak akkor sziikséges a karcinogén hatésra tesztelni, ha varhatéan a
beteg a szert majd 6sszesen tobb mint 6 honapig szedi ¢lete soran.

2. A gyogyszerjelolt vegyiilet akkor is vizsgalando karcinogén hatasra, ha gyanusithaté azzal, hogy
karcinogén lehet, mert a kdvetkezok koziil egy vagy tobb megallapitas vonatkozik ra:
* Terapias csoportjaban eléfordul daganatkeltd szer.
* Szerkezeti hasonlosagot mutat valamely daganatkeltd vegyiilethez.
* [smételt adagolasu toxicitasi tesztben preneoplasztikus elvaltozast okozott.
* A vegyiilet, vagy metabolitja valamely szdvetben tartosan tarolodik €s ott 1€ziot valt ki.

3. Nem vizsgaland6 karcinogén hatasra az egyértelmiien DNS-karésito vegyiilet, mint pl. a DNS-reaktiv
citosztatikum (pl. egy mustar-nitrogén szarmazek).
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1. In vivo karcinogenitasi vizsgalatok

(1) Klasszikus bioassay egéren vagy patkanyon
Lényegében ez egy kronikus toxicitasi teszt, amelyben a kovetkez6 kérdésekre is keresik a valaszt:

* N6-e a daganatok szama a tesztallatokban (egér és patkany), amelyeket elvalasztasuktol az allatok élet-
tartalmaval 0sszemérhet6 idon at kezelnek a tesztvegyiilettel (az egereket 18, a patkanyokat 24 honapig)?
» Megjelennek-e az oldoészerrel kezelt kontrollokban nem tapasztalt, 0 tipust daganatok?

Hatrdnya: Nagy id6-, munka-, és kisérleti allat igény. Példaul:

« Allatigény: legalabb két faj; mindkét nem; legalabb 50 allat dézis és ivarcsoportonként; koziiliik legalabb
25 érje meg a kezelési id0szak végére tervezett boncolast €s korszdvettani kiértékelést.

* Munkaigény: A vizsgalatot a testsuly és tapfogyasztas, klinikai tiinetek, szemészeti elvaltozasok és tapint-
hat6 daganatok folyamatos megfigyelése mellett kell lefolytatni. Minden allatot — fiiggetleniil attol, hogy
megérte-¢ a vizsgalat végét — részletes korbonctani és korszovettani vizsgalatnak kell alavetni, amelynek
soran kiilonds figyelmet kell forditani a neoplasztikus és pre-neoplasztikus elvaltozdsok azonositdsara. A
tesztanyaggal tortént terhelést toxikokinetikai (szérumszint) méréssel kell bizonyitani.

(2) Alternativ karcinogenitasi tesztek transzgénikus egereken

Az alternativ teszteket olyan transzgénikus egereken végzik, amelyekben egy proto-onkogén fehérje (pl. ras,
Id. a 11. Fejezet 20. oldalan) expresszidja fokozott mértékii, vagy egy tumor szuppresszor gén dltal kédolt
fehérje (pl. p53, Id. 11. Fejezet 21. oldaldn) expresszidja csokkent mértékii. Ezért ezek az egerek mar fél
éves karcinogén-expozicio hatasara is fokozott daganatképzOodéssel reagalnak. A hatdsagi eldiratok meg-
engedik, hogy az egyik klasszikus bioassay (pl. az egereken végzett) kivalthatd legyen egy alternativ
karcinogenitasi teszttel.

* Karcinogenitadsi teszt Tg-rasH2 egéren

A Tg-rasH2 egérben a normalis (nem mutans) human H-Ras gén (proto-onkogén) sejtenként 3 kopiaban
fordul el6 promoterével egylitt, ezért a H-ras fehérje mennyisége az ilyen egér sejtjeiben emelkedett. Ezen
tulmenden, a karcinogének képesek a H-ras fehérje expresszidjat fokozni.

A ras fehérje a plazmamembran bels6 felszinén elhelyezkedé 21 kDa méretli G protein. Jelatviteli
kapcsoloként viselkedik a sejtfelszini ndvekedési faktor (pl. EGF) receptor (HER, egy receptor-tirozin kinaz)
¢s az intracellularis MAPK-kaszkad kozott, igy kulcs szerepe van az tin. proliferativ jelatvitelben (lasd a 11.
Fejezet 21. oldalan). A Ras génnek tobb valtozata van, pl. H-Ras, K-Ras, N-Ras.

A Tg-rasH2 egerekben a genotoxikus karcinogének (pl. MNU = N-methyl-N-nitrosourea, ciklofoszfamid),
¢s a nem-genotoxikus karcinogének (pl. TPA = tetradecanoylphorbol-13-acetat, krotonolajbol szarmazéd
forbol-észter, ill. TCDD = dioxin — lasd a 11. Fejezet 23-24. oldalan) is jelentésen novelik a spontan
tumorok gyakorisagat. — Megjegyzés: Hat honapos korig a spontdn tumorok frekvencidja alacsony, 18
honapos korra azonban a kezeletlen allatok 50%-4ban is daganatok fejlddnek ki.

* Karcinogenitdsi teszt P53~ haploinszufficiens egéren

A P53*" haploinszufficiens egérben a P53 génnek (tumor-szuppresszor gén) csak az egyik allélja aktiv, a
masik inaktiv. Az ilyen egérben a p53 fehérje expresszioja a normalis 50%-a, ezért ezek az egerek csokkent
pS3 funkcioval birnak.

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

crer

valthat ki (igy elpusztitva a kdrosodott DNS-t hordozd, potencialisan daganatsejtté atalakulni képes sejteket).
—lasd a 11. Fejezet 22. oldalan.

A P53*" haploinszufficiens egerekben a genotoxikus karcinogének mér 6 hénap alatt daganatot indukalnak,
de a nem-genotoxikus karcinogének nem. Hat honapos korig a P53* haploinszufficiens egerekben a spontan
tumorok gyakorisaga minimalis, késébb emelkedik. Emlékeztetd: A homozigdta P537 knock-out egerek
tobbsége mar 6 hénapos korban daganatos lesz. — Megjegyzés: A P53*" haploinszufficiens egerekben a
kialakult tumorok felében a heterozigozitas elveszik, vagyis a miikodo P53 kopia eltlinik.
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2. In vitro _karcinogenitasi _vizsgalatok — pl. SHE (Syrian hamster embryo) sejt transzformdcios assay

Hattér: Tapasztalat szerint a karcinogén vegyiiletek (nem teljesen tisztazott modon) valtozasokat — 1n.
transzformaciot — idéznek ¢lé tenyésztett sejtek fenotipusaban. Ezeket az alabbi tablazat sorolja fel és a
tablazat alatti képek szemléltetik (Forras: Maire et al., Mutation Research 744: 97-110, 2012).

Jellemzok Normalis sejttelep Transzformalt sejttelep

A sejtek novekedési mintazata szabalyos, tovafolyo novekedés novekedés ,.keresztiil-kasul”

A sejtek rétegzodése egyrétegll tenye€szet tobbrétegli tenyészet

A sejtmag/citoplazma ardnya normalis megnétt (erdsen bazofil festddés)
A sejtek ,,kontaktgdtlisa” Van: a sejtek nem novekednek a | Nincs: a sejtek a feeder sejtek f616tt
az un. feeder sejtek dltal feeder sejtek folott. is novekednek, azokat igy elfedik.

SHE sejttranszformacios assay — fényképek kisebb és nagyobb nagyitassal
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40x nagyitas 100x nagyitas

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

* Az SHE sejtek egy részét nem letdlis dozisi rontgensugarzassal osztodasra képtelenné teszik. A
sejttenyészté edényekbe elGszor ezeket az un. feeder (taplalo) sejteket telepitik, majd a feeder sejtek
letapadasa utan viszik az edénybe a Rtg-sugarzassal nem kezelt, osztodni képes un. célsejteket (target cells).
A feeder sejtek a célsejteknek tdpanyagot biztositanak és metabolikus aktivitasukat is tamogatjak.
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* Miutan a célsejtek is letapadtak, a tenyésztéedényekbe beviszik a pozitiv kontroll-vegyiilet (pl. benzpirén,
Id. 11. Fejezet), ill. a tesztelend6 vegyiilet oldatat (Ilegalabb 10 koncentracioban). A sejteket a vegyiiletekkel
7 napig inkubaljak. Ekozben a célsejtek az edény falan telepeket (colony) képeznek.

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

A transzformalt sejtek fogékony allatba oltva képesek tumort kelteni, ezt azonban rutinszerlien nem
vizsgaljak.

Hatosagi allasfoglalas: A hatdsadgok jelenleg az SHE sejttranszformécios assayt kiegészitd (nem egyediili)
vizsgalatként értékelik, amely tdamogathatja a genotoxikus karcinogének karcinogén potencialjat. Az SHE
sejttranszformacios assay értéke a nem-genotoxikus karcinogének kimutatdsaban még bizonytalan.

Megjegyzés: Az el6z6 oldalon lathato fényképeket az Elsevier kiadé engedélyével mutatjuk be. A képek
a kovetkez6 kozleménybol szarmaznak: 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 reprodukciot- és a magzatfejlédést érintd toxikus hatdsok tesztelése — bévebben lasd a 12. Fejezet 10-
11 oldalén.

Kérdés: A vegyiilet adagolasa karosan érinti-e a reprodukcios folyamatot, e folyamat barmely szakaszaban?

Az alabbi harom tesztben a vegyiilettel torténd expozicié a reprodukcidé mas-mas szakaszaban torténik.

A tesz PR - -
tes t, A kezelés idotartama Vizsgalando
megnevezese
o A sziilo allatok kezelése e Him: a here sulya, szovettana;
a paroztatas (P) elott, a spermiumok szdma, motilitasa
opertiifasies a ?p?rg‘}'IQ'."'- 9,09?”6“2'23;!"".“: o Néstény (a terhesség félidejében):
feilédeési teszt Him: 4 hetig, nosteny: 2 hetig, - Ovarium: a sargatestek szama*
) majd - Méh: implantaciok szama*
o A terhes dllat kezelése az implantécioig (I) e Embrio ¢letképessége
Pre- és A terhes, majd a laktdl6 dllat kezelése A SZ"ﬂ?tetiég?wkfélﬁl’ﬁléé,l)eSSégea
posztnatalis e a pete bedgyazodasatol (1) novIepuEkgng; a\eljaroaiese,
fejlodési teszt e a laktacio végéig(E) | . o

A terhes allat kezelése o S
A terhesség végén feltart njszilottek

SO AT D BIEE st ol U, ¢letképessége €s morfologiaja

LG (eger, patkany, nyul: 6. nap) (kiilsé, zsigeri csontrendszeii'

(,,teratogenitasi e a szervfejlodés végeig (F) zsigér- ﬁ;gs tég drinsavval ’
teszt”) (egér, patkdny: 15. nap; nyul: 18. nap) P ’

e . oo STy csont-festés alizarin vorossel)
Két fajon végzendd: ragesalo és nem ragesalo

*A sargatestek szama megadja az ovulaciok szamat. Az ovulacidk és implantaciok szdmanak kiilonbsége
pedig jelzi a preimplantacios veszteséget.

Az EMA altal kiadott, a reprotox-vizsgalatokra vonatkoz6 guideline az alabbi linken érhetd el:
http://www.ema.europa.eu/ema/index.jsp?curl=pages/requlation/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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Adagolas:

Harom kiilonb6z6 dozisban (a legnagyobb minimalis anyai toxicitast okozzon), egyszer naponta, a varhatd
emberi beviteli uton

Fertilitasi és korai embrionalis fejlodési teszt

GAMETOGENESIS TERHESSEG LAKTACIO
HIM
Pre- Organo- Foto-
implantacié  genezis genezis
— —
NOSTENY | F SZ E

Pre- és posztnatalis fejlodési teszt

GAMETOGENESIS TERHESSEG LAKTACIO

Him
Pre- Organo- Foto-
implantacio genezis genezis

NOSTENY

Embrionalis/fotalis fejlodési teszt vagy ..teratogenitasi teszt”

GAMETOGENESIS TERHESSEG LAKTACIO

Him
Pre- Organo- Foto-
implantacié  genezis genezis
| —
NOSTENY F Sz =

P = paroztatas, | =implantaci6 (egér, patkany, nyul: 6. nap),
F = fotogenezis kezdete (a kemény szajpad zarddasa; egér, patkany: 15. nap; nyul: 18. nap),
SZ = sziilés (egér, patkany: 21. nap; nyul: 31. nap); E = elvalasztas

Az 4braban a vastag vonal jelzi azt az idészakot, amelyben a tesztvegyiiletet adagoljak.

Gyogyszerjeloltek ,,reprotox” vizsgalatai kozil elséként a két allatfajon elvégzendd embrionalis/fGtalis
fejlodési tesztet kovetelik meg, de csak a fazis-II klinikai vizsgalatok el6tt (hiszen a fazis-I vizsgalatokba
nék nem is vonhatok be). A fazis-III el6tt a fertilitasi és korai embrionalis fejlodési teszt, a regisztracio elott
pedig a pre- és posztnatalis fejlédési teszt eredményét is ismerni kell a hatdosagnak — lasd a 21. oldalon 1év6
tablazatban.




Gregus Zoltan: A TOXICITAS-VIZSGALATOK ELVE és GYAKORLATA 20

Il. GYOGYSZERJELOLT-VEGYULETEK TOXICITAS-VIZSGALATA és VISZONYA A HUMAN
GYOGYSZERVIZSGALATOKHOZ

A toxicitas-vizsgalatok litemezését a gyogyszerfejlesztés folyamataban kér megfontolds befolyasolja:

1. A gyogyszerbiztonsagi vizsgalatok elvégzése a farmakologiailag hatékony vegyiiletekkel elengedhetetlen
a human alkalmazasuk el6tt. A gydgyszerbiztonsagi vizsgalatok felolelik (1) a biztonsagi farmakoldgiai
vizsgalatokat (Id. az 5. Fiiggelékben), (2) a toxikokinetikai vizsgalatokat (Id. a 6. Fiiggelékben), és (3) a
feljebb targyalt toxicitas-vizsgalatokat.

2. A gyogyszerfejlesztés rendkiviil koltség- és idbigényes, tovabba igen kevéssé hatékony folyamat:
100 000 gyogyszerré fejlesztés céljabol szintetizalt vegyiilet koziil csak 10 lesz gydgyszer! A vegyiilet
fejlesztésére forditott koltségek a fejlesztés eldre haladasaval egyre halmozodnak. A fejlesztot ezért annal
nagyobb kar éri, minél késobbi fazisban deriil ki egy gyodgyszerjeloltrdl, hogy alkalmatlan gyogyszernek.

TESZT e 100 000 vegyiilet
usSD
Egy-doézisu (akut) toxicitasi tesztek
Akut toxicitas — patkany 6 500
Akut dermalis toxicitas — nyul 3 500
Akut inhalécios toxicitas — patkany 10 000
Akut dermalis irritacié — nyul 2000
Akut szem-irritacié — nyil 1500
Ismételt dozisu toxicitasi tesztek
Dermalis szenzitizacio — tengerimalac 5000 L
2 hetes kezelés — patkany 45 000 Preklinikai vizsgdlatok
3 honapos kezelés — patkany 110 000 -
1 éves kezelés — patkany (tapban) 250 000 100 vegydlet
1 éves kezelés — patkany (gyomor-szondaval) 300 000 Klinikai
2 éves kezelés — patkany (tapban) 685 000 vizsgélatok
2 éves kezelés — patkany (gyomor-szondaval) 860 000
Genotoxicitasi tesztek 10 gyogyszer
Bakterialis reverz mutacié (Ames teszt) 7000
Egér-lymphoma sejt forward mutacio 25000
Micronucleus test — egér 11 000 2 nyereséges
Dominans letalis teszt — egér 85 000 gyogyszer
Reprodukcids- és a magzatfejlodési tesztek
Fertilitasi teszt 90 000
Pre- és posztnatalis fejlodési teszt 160 000
Embrionalis/fetalis fejl teszt (teratogenitds) — patkany 63 000 A gyégyszerfejlesztés és hatékonysaga
Embrionalis/fetalis fejl teszt (teratogenitas) — nyul 72 000

* Természetesen a tablazatban feltiintetett arak 2000 ota jelentdsen emelkedtek. A 2 éves karcinogenitasi
teszt (,,bioassay”) patkanyokon 2015-ben 1,5 milli6 dollarba keriilt.

A fentiek miatt a fejlesztok érdeke, hogy mieldbb do6ljon el, hogy a vegyiiletnek van-e jo esélye arra, hogy az
els6 human kiprobalas utan szélesebb korli emberi vizsgalatra kertiljon.

Ennek szellemében szervezik és titemezik a toxikologiai vizsgalatokat:

Az elsé human vizsgalatok (fazis-1) elétt csak azokat végzik el, amelyek feltétleniil sziikségesnek latszanak a
viszonylag kisszamu egészséges Onkéntes férfi ésszerli biztonsagahoz (I1d. a kdvetkezd oldalon 1€v6 tablazat
elsd soraban).

KésGbb — ahogy a kezdeti human (klinikai) vizsgalatok a vegyiilet emberi hatékonysagat és biztonsagossagat
igazolni latszanak — tovabbi toxikoldgia vizsgalatokat végeznek, hogy a novekvd szamu egyénre kiterjedd
klinikai vizsgalatokban (fazis-ll és -llI) a résztvevok biztonsagdt még magasabb szinten biztositsak.

Mindezek a szempontok indokoljdk, hogy a gyogyszerfejlesztés egyes nem-klinikai biztonsdagi vizsgadlatai és
klinikai vizsgalatai cikk-cakk szeriien kovessék egymast, az alabbi tablazat szerint. A cikk-cakk eljaras azt is
lehetévé teszi, hogy a human vizsgalatokbol szarmazo adatokat (pl. a hatékony vérszintet, a vegyiilet f6
human metabolitjait) a nem-klinikai biztonsagi vizsgalatok tervezésében felhasznalhassak.
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NEM-KLINIKAI KLINIKAI
BIZTONSAGI VIZSGALATOK VIZSGALATOK

o Biztonsagi farmakolégiai vizsgalatok — keringés, 1égzés, KIR*
¢ Farmako-toxikokinetikai vizsgalatok — lasd a 6. Fliggelékben
o Altalanos toxicitasi vizsgalatok
- Egy-dozisu (akut) toxicitasi teszt — patkanyon vagy egéren
- Ismételt dozisu toxicitasi teszt™* — egy ragcsalon €s nem ragesalon™**
o Specialis toxicitasi vizsgalatok
- Helyi irritacios vizsgalatok
- In vitro genotoxicitasi vizsgalatok — pl. comet assay, mikronukleusz teszt
human limfocitakon, Ames teszt, mutagenitasi teszt egér-limfoma sejteken

INVESTIGATIONAL NEW DRUG (IND) applikacié — engedély kérése a human vizsgalatokra

FAZIS 1
e In vivo genotoxicitasi vizsgalatok — pl. Comet assay és mikronukleusz teszt egéren
o Embrionalis/fetalis fejlodési teszt = “teratogenitasi teszt”

FAZIS I
o Fertilitasi és korai embrionalis fejlodési teszt

FAZIS 111
® Pre- és posztnatalis fejlodési teszt
e Karcinogenitasi teszt — ha >6 havi szedés varhato egész életen at, vagy

bizonyos szempontok karcigogenitasanak gyanujat keltik
REGISZTRACIOS applikacio — engedély kérése a forgalomba hozatalra
FAZIS IV

postmarketing

* A biztonsagi farmakolégiai vizsgalatokban azt elemzik, hogy van-e a gyogyszerjelolt vegyiiletnek a kivant
farmakologiai hatasa mellett nem-kivant farmakologiai hatdsa az életmiikodésekre, kiilonosen a vitdlis
funkciokra (keringés, 1égzés, KIR), esetleg mds mikdédésekre (pl. vesemiikddés, bélmiikodés) terapids és
nagyobb doézisokban. Ezeket a vizsgalatokat lehetbleg éber 4llaton, az élettani miikodések telemetrikus
regisztralasaval végzik. Bévebben lasd az 5. Fiiggelékben!

** Jd6tartamat a majdani human alkalmazas tartama szabja meg (lasd az alabbi tablazatot).

*** Kovetelmény, hogy a vizsgalathoz valasztott faj mutassa a farmakolédgias hatast, valamint lehetéleg a vegytilet
metabolizmusa és klirensze hasonld legyen az emberéhez.

A tervezett Az ismételt adagolasu toxicitds-vizsgalat
emberi alkalmazas legrovidebb idotartama, honap
idétartama Ragesalo Nem ragcsalo
2 hétnél nem hosszabb 1 1
2—4 hét 3 3
1-3 hénap 6 3-6
3 honapnal hosszabb 6 6-9

Gydgyszerek toxicitds-VizsQdlata tehat a gyogyszerbiztonsagi vizsgadlatok részét képezi.

A gyogyszerbiztonsagi vizsgalatoknak formailag harom része van:
I. Biztonsagi farmakolégiai vizsgalatok — lasd az 5. Fiiggelékben.
Il. Toxikokinetikai vizsgalatok — lasd a 6. Fiiggelékben.
I11. Toxicitas-vizsgalatok — ezeket részletesen targyaltuk a 4-18. oldalakon.
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111. NEM-GYOGYSZERVEGYULETEK TOXIKOLOGIAI VIZSGALATA

A fenti tesztek nagy részét alkalmazzédk a nem gyogyszernek szant vegyiiletek vizsgalataban is. Mellettiik
azonban mas vizsgalatok is sziikségesek az ilyen vegyiiletek artalmassaganak felméréséhez, alkalmazasuktol
fliggben. A vizsgalatokat az OECD keretén beliil harmonizaljak, ill. adjak ki az iranyelveket (OECD
Guidelines for Testing of Chemicals).

* Peszticidek toxicitasanak vizsgalata tartalmazhat specialis, egyszeri és ismételt adagolassal is elvégzett
teszteket, mint példaul:
- Toxicitasi teszteket madaron (pl. fiirjon), halakon (pl. pisztrangon), méheken (permetezdszerek),
- Fejlédéstoxicitasi vizsgalatokat tojasokon (fiirj- és/vagy tyuktojason),
- Kés6i neurotoxicitas kivaltasat felméré tesztet csirkén (pl. szerves foszfat-észter rovarirtd szerek).

* Olyan vegyiiletek esetében, amelyekkel sem emberi, sem kérnyezeti expozicio nem tervezett, csak akut
toxicitasi tesztet végeznek ragcsalokon a megkozelitd LDso érték meghatarozasa céljabol. Ennek
fliggvényében mindsitik a vegyiiletek mérgezo hatékonysagat.

A Globdlisan Harmonizadlt Rendszer (GHS) az aldbbi 5 mindsitési kategoriat allapit meg a patkdnyokon
meghatarozott akut oralis LDso érték (mg/kg) alapjan — lasd még az 1. Fejezet 5. oldalat is.

* Category | <5 mag/kg
e Category I 5-50 mg/kg
* Category Il 50-300 mg/kg
* Category IV 300-2000 mg/kg
* Category V 2000-5000 mg/kg
Az illékony, ill. a borrdl felszivodo vegyiileteket akut inhalacios ill. dermalis toxicitasuk alapjan is

mindsitik. A mindsitések tajékoztato jellegiiek, és a vegyiilet csomagolasan piktogrammal jelolendék — lasd
az 1. Fejezet 5. oldalan.

C. FUGGELEK

1. A Helsinki Deklaracio

A Helsinki Deklaracié (Declaration of Helsinki) a World Medical Association (WMA) altal megfogalmazott
¢és 1964-ben Helsinkiben elfogadott dokumentum az emberen végzett vizsgalatok etikai iranyelveirdl. Azota
Kilencszer revidealtak, utoljara 2013-ban. Elérhet6: https://www.wma.net/policies-post/wma-declaration-of-
helsinki-ethical-principles-for-medical-research-involving-human-subjects/ A dokumentum egy mondatot
tartalmaz az allat-kisérletekr6l: The welfare of animals used for research must be respected.

2. Uj vizsgalomoédszerek — Milyen kritériumokat timasszunk veliik szemben?

Folyamatos a torekvés arra, hogy vegyliletek toxicitdsdnak tesztelésére az alkalmazottaknal ,,jobb”
modszereket vezessenek be. Lényeges azonban, hogy az uj modszerek (pl. high-throughput screening) ne
csak mennyiségi teljesitOképesség (id6, pénz) szempontjabdl muljak felil a régebbi eljardsokat, hanem
megfeleljenek az alabbi négy f6 mindségi kovetelménynek (R-R-S-S) is:

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

Reliability = Megbizhatosag
Specificity = Specificitas, azaz csak egy bizonyos toxikus hatast jelezzen.
Sensitivity = Erzékenység

Forras: Bus, J.S. and Becker, R.A.: Toxicity testing in the 21st century: a view from the chemical industry.
Toxicol. Sci. 112: 297-302, 20009.



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. Déziscsoportok kivalasztiasa a patkanyokon végzendé kronikus toxicitas-vizsgalathoz — az elv és a
gyakorlat

Az elv: A kronikus toxicitas-vizsgalatban (amely 0,5-2 évig tarthat) a tesztvegyiilet 5 dozisanak vizsgalata
javasolt, dozisonként 20 him és 20 ndstény patkannyal.

A gyakorlat — tisztazando kérdés: Melyik 5 dozis alkalmas arra, hogy a kronikus toxicitas-vizsgalat végén
megallapithassuk a kiiszobdozisokat (pl. NOAEL, LOAEL)? Nyilvanvaléan ezeket nem tudnank
meghatarozni, ha a dozisok nem okoznanak karos hatast, de akkor sem, ha minden dézis letalis lenne!

Az 5 dozis kivalasztasdra rovid tavu (max. 4 hetes) vizsgalatot — eldkisérletet — végeznek 8 dozis-csoporton:
« 2 kontroll csoport
- Kezeletlen kontroll — csak akkor sziikséges, ha a vivéanyag ismeretlen bioldgiai hatasu
- Vivoanyaggal kezelt kontroll
* 6 teszt-vegyiilettel kezelt csoport
- Legalacsonyabb dozis: ED50 kétszerese (ED50 = félhatasos farmakologiai dozis); lehet ennél magasabb.
- Legmagasabb doézis: az akut LD50 fele (LD50 = félhalalos egyszeri dozis).
- 4 koztes dozis: azonos log-dozis-kiilonbséggel szamitva a legalacsonyabb és a legmagasabb dozisokbol.

Példa: Egy gyogyszerjelolt 4 koztes dozisanak meghatarozasa ahhoz a rovid tdvi toxicitas-vizsgalathoz,
amely a krénikus toxicitas-vizsgalathoz végzett doziskereso elékisérlet.

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

2 X ED50 o o 5 5 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 dozis (mg/kg) a rovid tavu elokisérlethez.

1020 1022 1024 1028 1028 1030
100 158 251 398 631 1000

A sziirke hatter(i sorban lathato az azonos log-dozis-kiilonbséggel szamitott négy koztes dozis kialakitasa. A
tablazat also, sarga hatteri soraban megallapitott dozisokkal végzett elékisérlet alapjan dontenek majd arrol,
hogy a krontox vizsgalatban a 6 dozis koziil melyik 5-6t valasszak — az als6 5 dozist, vagy a fels6 5 dozist.

4. Benzokain: Allergizalo helyi érzéstelenité és pozitiv kontroll-vegyiilet is a tengerimalac tesztben.

NH, A benzokain feliileti érzéstelenitoként allergias borreakciokat valthat ki hajlamos
egyénekben, a szenzibilizald hatast vizsgald tengerimalac tesztben pedig
pozitiv kontroll-vegyiiletként hasznalhaté. Immunogenitasa azon alapul, hogy
CYP-katalizalt N-hidroxilalas (1), majd dehidrogenalas (2) hatasara elektrofil
nitr6z6-metabolitot képez, amely fehérjék tiol-csoportjaval kovalensen reagalva
azokat neoantigénné teszi. Mas aril-amin szerkezetii vegyliletek is indukalhatnak
igy immunreakciot; ilyenek pl. a szulfonamidok (pl. a szulfametoxazol, amely a

Benzokain

C
07 SO—CH,-CHs

cotrimoxazol kombinatum egyik komponense), a dapszon és a prokain.

O H O H O
(*’N N S—Prot HN— S Prot
CYP CYP Prot SH
GSSG 2 GSH
aril-amin hldroxn—amln nitrozo tlo-hemlacetal szulfinamid
anyavegyllet metabolit metabolit tipusu addukt tipusU addukt
(instabil) (stabil)
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5. Biztonsagi farmakologiai vizsgalatok — Ezek id6zitését a gyogyszerfejlesztés soran a nem-klinikai és a
klinikai vizsgalatok iddbeli viszonyat bemutatd tablazatban tiintettiik fel, a 21. oldalon.

A gyégyszerbiztonsdgi vizsgalatoknak formailag harom része van:
I. Biztonsagi farmakologiai vizsgalatok — lasd itt.
I. Toxikokinetikai vizsgalatok — lasd a 6. Fliggelékben.
I1l. Toxicitas-vizsgalatok — részletesen targyaltuk feljebb, a 4-19. oldalakon.

A biztonsagi farmakolégiai vizsgalatok altalanos jellemzéi
® Megvalaszolando kérdés
Van-e a gyogyszerjelolt vegyiiletnek a kivant farmakologiai hatdsa mellett nem-kivant farmakologiai hata-
sa az ¢letmiikodésekre terapids és nagyobb adagokban;
- kiilondsen a vitalis funkcidkra (KIR, keringés, 1€gzés),
- esetleg mas muiikodésekre — pl. a vesemiikodésre, a bélmikodésre?

e Tesztrendszer

In vivo kisérlet, lehetdleg éber allaton, az élettani mitkodések telemetrikus regisztralasaval; esetleg in vitro
vizsgalatok is hatasmechanizmusok tisztazasara.

e Adagolas
- Egyszeri adas
- A klinikai vizsgélatokban tervezett alkalmazasi tton.
- Legalabb 3 kiilonb6zo dozisban — a terapids és magasabb adagok alkalmazasaval.

A biztonsagi farmakolégiai vizsgalatok tipusai
¢ Alapvizsgalatok (,,core battery”’) — ezek mindig elvégzendok.
- A kozponti idegrendszeri alapmiikodések vizsgalata:
Motoros aktivitds, mozgaskoordinacid, szenzoros €s motoros reflexek, viselkedési valtozasok, testho-
mérséklet mérése.
- A Keringés vizsgalata: Vérnyomas, pulzus, EKG, a QT id6 és a korrigalt QT id6 (QTc) mérése*, in vitro
teszt: gatolja-e a vegyiilet a szarkolemmalis (in. hERG) K" ion-csatornat (ami a repolarizaciot biztositja).

ey

o Kiegészitd vizsgalatok — ezek indokolt esetben végzenddk el; ilyenek példaul:
- A vesemiikodés vizsgalata, pl.:
> Vizelet-analizis: vizelettérfogat, fajstly, ozmolaritas, elektrolit-Osszetétel, pH, fehérje, sejtek.
> Vér-analizis: karbamid-nitrogén (BUN), kreatinin, plazmafehérje koncentraciok mérése.

- A gasztrointesztindlis mikodés vizsgalata, pl.:
> Szekrécios: pl. gyomornedv pH, gyomor-nyalkahartya karosodas, az epe-termelés vizsgalata.
> Motoros: pl. gasztrointesztinalis tranzit-ido (in vivo), ileum kontrakcio (in vitro, izolalt bélkacson).
- A vegetativ miikodés vizsgalata, pl.:
Vilasz agonistakra, vegetativ idegingerlésre, vegetativ reflex-valaszok (pl. baroreflex).

* A QT 1d6 meghosszabbodasat okoz6 (repolarizaciot gatld) szerek emberben életveszélyes — konnyen
kamrafibrillacioba atalakuld — polimorf kamrai extraszisztolét (mas néven torsades de pointes) valthatnak ki,
jellemz6 modon a szivizom szarkolemmadjaban 1évé hERG K™ ion-csatorna gatlasaval. Szamos gyogyszert
vontak ki a klinikai hasznalatbdl ilyen hatasuk miatt. llyenek pl. az astemizole (antihisztamin), a cisapride
(prokinetikus szer), a grepafloxacin (fluorokinolon tipust antibiotikum), és a terfenadine (antihisztamin;
helyette most a terfenadine aktiv, de nem kardiotoxikus metabolitja — a fexofenadine — kaphato).
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6. Farmako- és toxikokinetikai vizsgalatok — Ezek id6zitését a gyogyszerfejlesztés soran a nem-klinikai és
a klinikai vizsgélatok iddbeli viszonyat bemutatd tdblazatban tiintettiik fel, a 21. oldalon.

A gydgyszerbiztonsdgi vizsgdlatoknak formailag hirom része van:
I. Biztonsagi farmakoldgiai vizsgalatok — lasd az 5. Fliggelékben.
Il. Toxikokinetikai vizsgalatok — lasd itt.
I1l. Toxicitas-vizsgalatok — részletesen targyaltuk feljebb, a 4-19. oldalakon.

Farmakokinetikai vizsgalatok — ezek el6készitéi (nem részei) a biztonsagi vizsgalatnak.
o Cél: A gybgyszerjelolt vegylilet szervezetben valo sorsanak célzott allatkisérletes vizsgalata.

e Dozis: a farmakologiailag hatasos adag.
e Faj: a farmakologiai és toxikologiai vizsgalatokban hasznalt allatfaj.

e Altaléban meghatirozandok
- Abszorpci6: vérszintek ¢s AUC per os és i.v. adas utan; oral bioavailability F = AUCp.os : AUCI.v.
- Disztribucié: radioaktiv vegyiilet szoveti szintjei, kotédése plazmafehérjéhez.
- Metabolizmus: metabolitok és szintjeik a vérben és az exkrétumokban.
- Exkrécio: az anyavegyiilet és metabolitok exkrécioja a vizelettel és az epével.
- Eliminacio: a vegyiilet plazma T értéke és mas Kinetikai értékei, pl. Vd, Cl.
- Ezek valtozasa 2 hetes kezelés utan — kérdés: van-e szoveti kumulacio és/vagy enzimindukcios hatas?

Toxikokinetikai vizsgalatok — ezek a biztonsagi vizsgalat részei.

e Cél: A toxikokinetikai vizsgalatok a toxicitds-vizsgalatok soran végzett farmakokinetikai vizsgalatok,
amelyeknek az a f6 célja, hogy meghatarozzuk mekkora a vegyiilettel torténd szisztémads expozicio,
kiilonosen az ismételt kiiszobdozisokkal (NOAEL, LOAEL, vagy benchmark dose)* végzett toxicitas-
vizsgalatok alatt. A toxikokinetikai vizsgalatokat a toxicitas-vizsgalatokba bevont allatokon, vagy (kis testii
allatok esetében) szatellita allatcsoporton végzik. — Természetesen csak a vizsgalatok befejezése utan
allapithatok meg, hogy melyek a kiiszobdozisok; ezek azonban megbecsiilhetok lehetnek a rovid tavh
vizsgalatokbol.

e A szisztémas expozicio mértéke: az anyavegylilet és a metabolitok plazmakoncentracioja.

A szisztémas expozicio két f6 szamszeri mutatéja van:

Cmaxss Az anyavegyiilet maximalis plazmakoncentracioja a Steady state beallasa utan.
Ismert, hogy a steady state az ismételt adagolas kezdete utan 4-5 felezési id6 utan all be.

AUCo-24 Az anyavegyiilet plazmakoncentracioja alatti teriilet a steady state beallasa utan az adag
beadésat kdvetd 24 ora alatt.

e Megvalaszolando kérdések — megvalaszolasuk a toxicitasvizsgalat eredményeinek értelmezését segiti.
- Hogyan viszonyul a szisztémas expozicio a dozishoz (linearis-€)?
- Hogyan alakul a szisztémas expozici6 az id6vel (van-e kumulacié ismétel adagolas esetén)?
- Hogyan viszonyul a toxicitas a dozishoz és a szisztémas expoziciohoz?
- Hogyan viszonyulnak a toxicitasban és a szisztémas expozicioban talalt faji kiilonbségek egymashoz?

o Az egyik legfontosabb kérdés — megvalaszolasaval a toxicitas-vizsgalatok human relevanciajat igazoljuk:

Mekkora a toxicitas-vizsgdlatokban taldalt dllati szisztémds expozicio (Cmaxss és AUCo-24) @ humdn
vizsgdalatokban meghatdrozott maximalis terdpias dozishoz tartozo emberi szisztémds expoziciohoz
viszonyitva?

Az a kivanatos, hogy a toxicitas-vizsgalatokban a kiiszébdozisokhoz (pl. NOAEL, LOAEL, vagy
a benchmark dozis) tartozo ALLATI szisztémas expoziciéo mértéke tobbszorose legyen az EMBERI
vizsgalatokban meghatarozott maximalis terapias dozishoz tartozo szisztémas expozicionak.
Ez ugyanis azt jelzi, hogy a szer emberi maximalis terapias vérszintje joval alacsonyabb, mint az allatokon
mért még éppen nem toxikus, vagy csak minimalisan toxikus vérszint, ami azt valosziniisiti, hogy a
gyogyszernek szant vegyiilet biztonsagos lesz emberben.

* A kiiszobdozisok (NOAEL, LOAEL és a benchmark dozis) definicidjat lasd a 14. Fejezet 4-5. oldalan.
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7. A tamoxifen DNS-reaktiv hepatokarcinogén metabolitot képez patkanyban, de emberben nem —
mégis IARC 1. csoportbeli human karcinogén: posztmenopauzalis nékben endometridlis karcinomat
indukalhat, mert a méh Gsztrogén-receptorain parcialis agonistaként hatva proliferativ hatast kelt.

A tamoxifen kemopreventiv hatasu szer emlékarcindma kezelésében — lasd lejjebb.

A tamoxifen genotoxikus hepato-

karcinogén patkanyban. Epidemiologiai °—\_N ™

izsgalatok b i Itik. h TAMOXIFEN -
vizsgalatok azonban nem igazoltak, hogy s
emberben is majtumort Keltene, viszont M. :K?IC tatm"xt'fe”

. , g o, antidsztrogén
kimutattdk, hogy endometridlis karcindémat Q a2 EMLOBEN, do
okozhat, kiilonésen posztmenopauzalis iRMEEgﬁSE:\T
nékben — lasd a 11. Fejezet 24. oldalan. CYP3A4

A tamoxifen hepatokarcinogén hatdsdaban
észlelt faji kiilé'nbség valo’szim'ileg a

crer

a-OH-tamoxifen ==

magyardzhato — lasd az abrat.

O O o
o~
I
o

PATKANYBAN EMBERBEN
A patkany is, és az ember is hidroxilalja a ISULT, PAPS UGT, UDP_GA
tamoxifent az alifas oldallanc a-C atomjan. cn cn
Ezutdn azonban a hidroxilalt metabolit X 3 Q a
eltéréen konjugadlodik e két fajban. O tamOX|fen COOH Q amoxiten

O-szulfat Oglukuronld

Emberben az a-hidroxilalt metabolit |uo,s-0
gliikuronidalodik, majd a  képzodott
tamoxifen-glikuronid gyorsan kiiiriil, hetehfgggg;;;[\
Patkanyban viszont a hidroxilalt metabolit
szulfittal _konjugalodik. Ez a  szulfit- N EXKRE°'°
konjugatum bomlékony, hasonldéan a Q Q oo vizelet, epe
hidroxilalt dimetil-benzantracén (DMBA) —( bokation
benziles-hidroxilcsoportjan képzddo *
szulfat-konjugatumhoz és a  2-acetil-
aminofluorénbdl (2-AAF) képz6dé N- [/DNS
hidroxi-arilamin metabolit szulfat- —\_ S£Ha
konjugatuméhoz (lasd a 11. Fejezet 9-11. Q N

oldalan). A patkany majaban képz6do
tamoxifen-szulfdt konjugdtum spontdn | R 1 tamOXIfen-DNSaddukt MAJTUMOR

a guanin exociklikus
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A tamoxifen emberi endometrialis karcinogén hatasa valdsziniileg nem-genotoxikus (epigenetikus)
mechanizmusra vezethetd vissza: a méh dsztrogén-receptorain ugyanis a tamoxifen parcialis agonista, ezaltal
proliferativ hatasi. Az IARC 1. csoportbeli human karcinogénnek nyilvanitotta klinikai vizsgalatok alapjan.
Az IARC osztalyozasat a 11. Fejezet 11. Fliggeléke ismerteti.

A tamoxifen indikaciojarol: A tamoxifent — mint az emldben expresszalodod Osztrogén receptor (ER)
antagonistajat — az inoperabilis emlérak kezelésére hasznaljak (ha a rakos sejtek ER-t expresszalnak), ill. a
mellrak megel6zésére (ha e daganat kockazata magas). A tamoxifen egyébként prodrug: CYP2D6 altal
képzett aktiv — antidsztrogén hatasu — metabolitja a 4-hidroxitamoxifen (lasd az abran). Ezért sziintethetik
meg a CYP2D6 gatlok (pl. egyes SSRI szerek, mint a fluoxetin és paroxetin) a tamoxifen antidsztrogén
hatasat az emlében, és ezért keriilendék az ilyen gyogyszerek az emlérak tamoxifen-kezelése esetén.

A tamoxifen kettds hatasa — kemopreventiv effektusa az emlében (ahol ER antagonista) és karcinogén hatasa
a méhben (ahol ER agonista) — komoly elény — kockazat elemzést kivan a szer indikacidja esetén. Ez a
dilemma elvileg nem mertil fel a raloxifen — egy masik szelektiv 6sztrogén-receptor modulator (SERM) —
alkalmazasa kapcsan, amely ER antagonista az emlében 1S és az uterusban is (de ER agonista a csontban).



