Az Ames teszt (Salmonella/S9) a nemzetkozi hatdsagok altal a kémiai anyagok
mindsitésehez eloirt vizsgalat, amellyel az esetleges genotoxikus hatds kockazatat merik
fel. Annak érdekében, hogy az anyavegyiiletével egyitt a beldle keletkezé metabolitok
mutagén hatdsa is kimutathatd legyen, a tesztben metabolikus aktivalé rendszert
hasznalnak, ami rutinszeriien B-naftoflavon (BNF) és fenobarbital (BP) kombinaciojaval
(BNF+PB) kezelt patkdnyok méjabol izolalt S9 frakcio, kiegészitve a citokrom P450
(CYP) enzimek miikddéseét biztositd NADPH generald rendszerrel. Ebben a formaban a
teszt csak a fazis | enzimek (els6sorban CYP izoenzimek) katalizalta reakciokban
képz6dé metabolitok mutagén sajatsagat jelzi, és figyelmen kivil hagyja az emlés
sejtben lezajlé konjugacios- (fazis Il reakciok) es transzportfolyamatokat (fazis Il1),
melyek szintén eldsegithetik, vagy éppen meggatolhatjak a mutagén hatas kialakulasat.
Sok esetben a teszt téves pozitiv vagy téves negativ eredményt ad a fentiek miatt.
Tovabbi nehézséget jelent a patkanybdl szarmazd metabolikus aktivald rendszerrel
kapott eredményeken alapuld extrapolalas, a human kockazatbecslés, hiszen az
enzimaktivitas, a szubsztratspecifitas és a regulacio tekintetében a fajok kdzott komoly
kilonbségek lehetnek. Ebbél kiindulva, munkank soran az Ames teszben metabolikus
aktivalé rendszerként altalanosan alkalmazott patkany méaj S9 frakcid6 human maj S9
frakcioval, illetve patkany és human majsejtekkel torténé helyettesitésének lehetéségét
tanulméanyoztuk.

Két modell vegyulet vizsgalata alapjan el6szor arra a kérdésre kerestiink valaszt,
hogy indokolt-e a BNF+PB kettds indukcioval nyert patkdny maj S9 frakcid
alkalmazasa metabolikus aktivalo rendszerként az Ames tesztben. A két kivalasztott
modellvegyllet a benz(a)pirén (BP) és 2-aminoantracén (AA) volt. Irodalmi adatok
alapjan a BP aktivalasat nagyrészt a CYP1Al, mig a 2AA aktivalasat a CYP1A2
enzimek végzik. A kisérletek soran him Wistar patkanyokat kezeltiink PB-lal, BNF-nal
és BNF+PB-lal. Az Ames tesztet vagy az azonos kezelési csoportba tartozé allatok
majabdl készilt egyesitett S9 frakciok, vagy a majakbol izolalt primer hepatocitik
felhasznalasaval, eléinkubalast alkalmazé modszerrel végeztiuk el. Etoxirezorufin-O-
dealkilaz (EROD, CYP1A) és pentoxirezorufin-O-dealkilaz (PROD, CYP2B) aktivitas
méréssel ellenériztik az enzimindukcié mértékét. BNF hatasara az EROD aktivitas a
29-szeresére, mig BNF+PB kezelés esetén a 22-szeresére nétt. A PB és a BNF+PB

kezelés kozel azonos mértékben kb. 40-szeresre novelte a PROD aktivitast.



A BP esetében a BNF kezelés Osszhangban az EROD aktivitas megemelésével
nagymertékii mutagén potencial ndvekedést okozott, ezzel ellentétben a PB kezelés és a
kett6s indukcio aktivalo hatdsa kisebb volt. A 2AA esetében a mutagén vegyulet
koncentraciojatol nagymértékben fliggott, hogy az induktorok milyen hatést fejtettek ki.
Kis koncentracioban leghatékonyabban a kezeletlen éllat S9 frakcidja aktivalta a 2AA-t.
A PB kezelés és a kettds indukcid azonban erésen lecsokkentette a mutagén potencialt,
ami arra utal, hogy az alkalmazott korilmények kozétt nem a CYP1A aktivitas
hatarozza meg elsésorban a mutagenitast. Kiserleteink eredménye azt bizonyitja, hogy a
BNF+PB kettés indukcié alkalmazasa nem minden promutagén esetében el6nyos,
hiszen mindkét vizsgalt vegylletnél rontotta a mutagén hatas detektalhatdsagét.
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A kovetkezé Iépesben a primer hepatocitidk alkalmazédsénak lehetéségét vizsgaltuk az
Ames tesztben. 3-Metilkolantrénnel (MC) és BNF-nal kezelt allatokbol izolaltuk a
primer hepatocitakat, es az S9 frakcio helyett a sejtszuszpenziot hasznaltuk metabolikus
aktivald rendszerként, ugyancsak eléinkubaldsos maddszerrel. A BNF és a MC kezelés is
jelentésen megndvelte a mutagén potencialt a BP esetében. Hepatocitakat alkalmazva
metabolikus aktivatorként az S9 frakcioval kapott adatokkal ellentétben a BNF
jelentésen megnovelte a 2AA mutagenitasat 6sszhangban azzal az irodalmi ismerettel,
hogy a CYP1AZ2 szerepet jatszik az aromas amin aktivalasaban.

Ahhoz, hogy kozvetlen human kockazatbecslésre is alkalmazhat6 legyen a rendszer az
szlikséges, hogy primer hepatocita kultarabdl izolalt sejtek is képesek legyenek a
promutagén vegylletek aktivalasara. Sokan leirtak ugyanis, hogy a primer kultiraban
tartott hepatocitdk elveszitik CYP aktivitasuk egy részét. Bizonyos izoenzimek
indukalhatéak ugyan, de meg kellett vizsgalni, hogy a 72 dras indukcio idejére
kultirdban tartott sejtek elég metabolitot képeznek-e a promutagén vegyiletekbél
ahhoz, hogy mutagenitdsuk az Ames tesztben detektalhat6 legyen. Kisérleteink soran a



72 Oras kezeletlen primer hepatocita kultdrabdl izolalt sejtek a kezeletlen patkanybol
izolalt méjsejtek EROD aktivitdsanak csak 15 %-at tartottdk meg. In vitro MC kezelés
eredményeképpen az EROD aktivitas a kontroll 200-szorosara nétt, ami az in vivo
indukalt patkanyokbol izolalt sejtek EROD aktivitdsanak csak 28 %-a. Ennek ellenére a
BP esetében az in vitro MC indukcio hatasara a mutagén potenciél tizszeresre nétt, ami
megfelel az in vivo indukdlt sejtekkel elért mutagenitds 47 %-dnak. A 2AA
mutagenitasat tekintve, az in vitro MC indukcié nyoman a sejtek visszanyerték az in
vivo indukalt sejtek aktivalo képességének 68 %-at. Az eredmények egyreszt azt
tikrozik, hogy patkany hepatocitadkat alkalmazva metabolikus aktivatorként az Ames
teszt jol mukddik, mésrészt, hogy az in vitro sejtkultiraban indukalt sejtek is
alkalmasak metabolikus aktivatornak a teszthez, ami lehet6vé teheti in vitro indukalt
human hepatocitdk hasznalatat is. Majsejtek alkalmazasa a promutagének metabolikus
aktivalasara eldsegitheti a hatékony enzim induktorok azonositasat, és mddot ad a
vegyliletek aktivalasaban részt vevo 0sszes Iényeges enzim szerepének tisztazasara. (A
fenti eredményeket a Mutagenesis (vol. 19, pp. 245-250) cimi folyoiratban kdzoltiik
2004-ben.)

Az irodalomban elfogadott nézet szerint a 2AA metabolikus aktivalasat
elsésorban a CYP1A csaladba tartoz6 enzimek végzik. Ez az allitds azonban szinte
Kizarolag expresszalt CYP enzimek vizsgélatan alapul. Mivel kisérleteink soran a 2AA
mutagenitasat a BNF-nal végzett indukcié (CYP1A indukcio) a varakozassal ellentétben
nem novelte, hanem csokkentette az S9 frakcidval végzett metabolikus aktivacio soran,
a tovabbiakban CYP enzim gatlok alkalmazasaval megvizsgéltuk, hogy a CYP enzimek
milyen szerepet jatszanak az aromas amin aktivalasaban.

Az alfa-naftoflavon (ANF), amely specifikus CYP1A enzim gatld, csokkentette a 2AA
metabolikus aktivalasat kezeletlen allatokbdl szarmazo S9 frakcid jelenlétében. A BNF-
nal, kezelt allatokbdl nyert S9 esetében azonban az ANF meglep6 mddon nem
csokkentette, hanem jelentésen novelte a metabolikus akivaciot. Ez ellentmond annak a
feltételezésnek, hogy a CYP1A2 enzim dont6 szerepet jatszik a BNF-nal kezelt allatbol
nyert S9 frakcié esetében is a 2AA aktivalasaban, alatamasztva korabbi kisérleteink

eredményeit.
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Az irodalomban leirtak alapjan az ANF képes a CYP3A4 enzimet aktivalni, ezért az
ANF mellé klotrimazolt (CL), egy ismert CYP3A gatlot is juttattunk az el6inkubacios
elegybe. A 2AA ANF hatasara megndvekedett mutagenitasat a CL nem csokkentette,
ami arra utal, hogy a mutagenitds megndvekedése ANF hatdsdra nem a CYP3A
aktivacidjanak kovetkezmeénye. A kovetkez6 lépésben egy altalanos CYP gétld, a
benzimidazol (BIl) alkalmazasaval arra kerestiink vélaszt, hogy a 2AA metabolikus
aktivalasahoz milyen mértékben jarulnak hozza a CYP enzimek a BNF-al kezelt
allatokbol nyert S9 frakcid jelenlétében. A BI is jelentésen megndvelte a 2AA
mutagenitasat, ami arra utal, hogy az aktivalasban a CYP enzimeknek nem lehet dént6
szereplik. A mutagenitds novekedéséért valdszinilleg a 2AA detoxikalasi reakcidinak

gatlasa felel6s.

A fenti eredményekkel ellentétben, amennyiben az Ames teszben a szeles kdrben
elterjedt és altalanosan alkalmazott S9 frakcid helyett hepatocitakat alkalmaztunk
metabolikus aktivald rendszerként, akkor a BNF kezelés megnovelte, az ANF pedig
csOkkentette a 2AA mutagenitasat. Ez arra utal, hogy a két metabolikus rendszerben, az

S9 fracioban és a hepatocitakban kulonb6z6 enzimek jatszanak szerepet a 2AA



metabolizmusaban. Eredmeényeink ramutatnak arra, hogy a kockazatbecslés kimenetele
erésen fugghet az alkalmazott aktivacids rendszertél. (Ezen eredmeényeinket a Mutation
Research (vol. 586, pp. 18-27) cimi folydiratban kozoltik 2005-ben.)

A fajok kozotti, a metabolikus aktivacioban meglévé esetleges kilonbségek
vizsgalata céljabol a 2AA mutagenitasat 7 kilonb6zé huméan majmintabol készitett S9
frakcidval is tanulmanyoztuk. Ezen vizsgalatokba egy Ujabb aromas amint, a 2-amino-
fluorént (2AF) is bevontuk. Munkank soran tisztazni szerettilk volna a CYP enzimeknek
és néhany UDP-glikuronil-transzferaznak (UGT) a metabolikus aktivacioban jatszott
szerepét is. Ennek érdekében CYP gatlokat és az UGT enzimek kofaktorat az UDP-
glukuronsavat (UDPGA\) is felhasznaltuk a kisérletek soran. A huméan S9 frakciok
mennyiségét agy allitottuk be, hogy az S9 mixek fehérjetartalma azonos legyen és
megegyezzen a patkany S9 mix fehérjetartalmaval. Mind a 7 human S9 preparatum
képes volt az aromas aminok aktivalasarara, de az aktivicids keészseg szélséértékei
kozott a 2AA esetén kb. 8-szoros, mig a 2AF esetén kb. 20-szoros kilonbséget
talaltunk. A 2AA minden egyes human S9 frakcid jelenlétében lényegesen erésebb
mutagénnek bizonyult, mint a 2AF.

A CYP enzim gatlék koézil az ANF (10 uM) a kilénbézé donoroknél valtozé
mértékben kb. 50-90 % kozotti gatlast okozott a 2AA mutagén potencial értékében, mig
a 2AF mutagén potencialjat az 6sszes donor esetében tébb mint 90 %-ban gatolta, ami a
CYP1A izoenzimek szerepének fontossagara utal az aromas aminok metabolikus
aktivalasaban.

A nem specifikus CYP enzim gatld, a Bl (1 mM) az ANF-hoz hasonl6an a donoroktol
fliggéen kb. 50-80 %-ban csokkentette a 2AA mutagenitasat, viszont ennél lényegesen
nagyobb mértékii mutagén potencial csokkenést idézett el a 2AF-nél. Ez az eredmény
0sszhangban az ANF hatdsat szamszerisito adatokkal igazolja a CYP enzimek
jelentésegét a két aroméas amin aktivalasaban. E kérdés tovabbi elemzéséhez nyolc CYP
enzimnek az egyedi majmintdkban mérheto aktivitasa és a majmintakbol készitett S9
frakciok metabolikus aktivalo hatasa kdzott kerestiik az esetleges dsszefuiggést mindkét
aromas aminra vonatkozdan. Az egyes izoenzimek specifikus aktivitas értékeinek
meghatarozasahoz a kdvetkezo reakciokat hasznaltuk: fenacetin-O-dealkilacio és etoxi-
rezorufin-O-deetilacié (CYP1A2); kumarin hidroxilacio (CYP2A6); pentoxi-rezorufin-
O-dealkilaci6  (CYP2B6); tolbutamid-hidroxilacio (CYP2C9); S-mefenitoin-4’-



hidroxilacio (CYP2C19); dextrometorfan-O-demetilaciéo (CYP2D6); klorzoxazon-6-
hidroxilacio (CYP2EL) és tesztoszteron-6-p-hidroxilacio (CYP3A4). Az ANF okozta
mutagén potencial csokkenéssel dsszhangban a CYP1A aktivtas és a mutagenitas kdzott
mindkét vegyuletnél jol kimutathaté volt az 6sszefliggés. A korrelacio analizis a 7
donorbdl szarmazé mintak alapjan r* = 0,5 értéket eredményezett a 2AA esetében, és
jelentésen nagyobb r? = 0,8 értéket mutatott a 2AF esetében, ami alatamasztja, hogy a
CYP1A enzimek szerepet jatszanak a két amin human majban tértené aktivalasaban,
bar részvétellk aranya e vegyuletek metabolizmusaban eltér6 mértekia. A 2AA-nél
kapott gyengébb korrelacio arra utal, hogy a vegyillet mutagén tulajdonsaganak
kialakitasaban mas enzimek is Iényegesek, ahogy azt a patkany S9 frakciok esetén is
kimutattuk. A vizsgalt CYP enzimek kozil a CYP2E1 izoenzimmel ugyan szintén
kaptunk egy kisebb mértéki korrelacidt, amit viszont nem tamasztottak ala az enzim
gatloszerével (dietil-ditio-karbamat) végzett vizsgalatok.

Ismeretes, hogy az aromas aminok metabolikus aktivalasaban a fazis | reakciok mellett
bizonyos fazis Il reakcioknak (acetil és szulfat konjugacio) is Iényeges szerepik van.
Kevesebb adat all azonban rendelkezésre a mutagenitast csokkent6 folyamatokrol. Ezért
bovitettlik ki vizsgalatainkat az UGT enzimek mutagén potencialt befolyasolo hatasanak
tanulméanyozéaséaval. Az Ames tesztben rutinszeriien alkalmazott S9 mix kiegészitése az
UGT enzimek kofaktordval (UDPGA) lehet6vé teszi ezen konjugéldo enzimek
részvetelének felderitését a mutagén vegyliletek metabolikus aktivalasaban. Az UDPGA
hozzéaadasa az el6inkubacios elegyhez a 2AA és a 2AF eseteben is lecsokkentette a
képz6dott revertansok szamat minden egyes human S9 jelenlétében. Hasonléan a CYP
enzimekkel végzett korrelacios analizishez, a human majmintdk UGT aktivitasat is
megprobaltunk dsszefliggesbe hozni a 2AA és 2AF mutagenitasainak UDPGA hatasara
bekovetkez6 valtozasaval. A kovetkezé konjugacios reakciokat vizsgaltuk: bilirubin-
glikuronidacié (UGT1Al); para-nitro-fenol-glikuronidacié (UGT1A6, UGT1A9) és
2,6-diizopropil-fenol-glikuronidacio (UGT1A9). A kapott eredmények alapjan a 2AA
esetében nem a harom vizsgalt UGT izoenzim jatszhat szerepet a vegyllet
metabolizmusaban, mert nem talaltunk korrelaciot a majmintadk enzimaktivitasa és
mutagén aktivalé tulajdonsaga kozott, de az is elképzelhetd, hogy részt vesznek ugyan a
metabolizmusban, de kiemelt szerepiik nincs. Ezzel ellentétben a 7 humén S9 frakcid
2AF aktivalo képessége es UGT1AL, valamint UGT1A9 specifikus aktivitasa kozott



jelentds korrelacié mutatkozott, (r* = 0,8) ami arra utal, hogy ezek a konjugaciés
enzimek hozzajarulnak az aromas amin, illetve a beléle keletkezé mutagén metabolitok
eltavolitasaban.

Miutdn a human majmintak segitsegével az in vivo enzim indukcid nem vizsgélhato,
ezert lényeges a human hepatocitak primer kultardjanak létrehozéasa, ami lehetéséget
teremt az in vitro indukcié tanulményozasara, és igy a kérdéses vegylletek
metabolizmusaban lényeges szerepet jatszé enzimek azonositasara is. A harom napon
at BNF-nal indukalt human méjsejt kultirabdl keszitett S9 frakcié kb. 40-szer nagyobb
mutagén potencial ndvekedést okozott a 2AA esetében, mint a kontroll sejtekbdl nyert
S9 frakcio. A CYPLA enzim gétlo ANF (10 uM) pedig kozel 100%-kal csokkentette a
2AA mutagenitasat, ami egyrészt a CYP1A enzimek aktivalo szerepét tamasztja ald,
masrészt rdmutat a fajok kozotti kilonbségre is, hiszen a BNF-nal kezelt patkdnyokbdl
izolalt S9 frakcio jelenlétében az ANF nemhogy csokkentette volna a 2AA
mutagenitasat, de jelentésen megnovelte azt. Ez az eredmény felhivja a figyelmet arra,
hogy bizonyos mutagének esetében a patkanybdl szarmazd metabolikus aktivald
rendszer hasznélata helytelen kovetkeztetésekre vezethet. A humén majmintékkal
végzett kisérletek eredményeit a kozeljovében szeretnénk publikalni.

Az eredményeket 0sszefoglalva a kovetkezé megallapitasokat tehetjik:

- A BNF+PB Kkett6s indukcio rutinszerii alkalmazésa félrevezeto lehet, hiszen
mindkét altalunk vizsgalt mutagén esetében rontotta a mutagen potenciél
Kimutathat6sagat.

- A jelentés fajok kozotti kulonbsegek miatt a patkanyrél emberre torténd
extrapolacié nem megbizhato.

- A kockéazatbecslésnél az in vivo mikédo detoxikacios (féleg fazis 11 reakcidk)

folyamatokat nem lehet figyelmen kivil hagyni.



