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Roviditések jegyzéke
AHH — aril hidrogén hidroxiléz
AhR — aril-szénhidrogén receptor
ARNT — Ah Receptor Nuclear Translocator
b(a)p — benzo(a)pirén
b(a)p-e — benzo(a)pirén-epoxid
BPDE — benzo(a)pirén-diolepoxid
DE — diol-epoxid
DFT - stiriségfliggvény-elmélet
GST — glutation-S-transzferazok
I — kozti termék (intermedier)
IARC — Nemzetkozi Rakkutatd Intézet
IP — ionizécios palya
IRIS — Amerikai Kornyezetvédelmi Ugyndkség Integralt Kockazati Informécios Rendszer
MESP — molekuldris elektrosztatikus potencial
P — termék
PAH — policiklusos aromas szénhidrogén
R — reaktans
RC — reaktans-komplex
sz.f. — szdmolas folyamatban
TS — 4tmeneti allapot (transition state)
WHO — Egészségiigyi Vilagszervezet

XRE — xenobiotikus valaszelem



Bevezetés

A policiklusos aromas szénhidrogének olyan kondenzalt aromas gylriikbdl allo
szerkezetek, amelyek a kornyezetiink minden szférajaban jelen vannak (GHOSAL et al. 2016).
A Foldon a legnagyobb mennyiségben a szerves anyagok tokéletlen égése soran
keletkeznek, viszont a csillagkdzi térben ett6l eltéré folyamatok is PAH-okat
eredményezhetnek (LOVAS et al. 2005; SZANYI, 2018). Eletiink folyamén szinte minden nap
talalkozunk ilyen vegytiletekkel, annak ellenére, hogy tudomast sem vesziink roluk. Szamos
hétkoznapi folyamat (grillezés, kozlekedés, flités) soran a levegdbe emittalodnak, ahol a
szallo porokra raiilepedve a forrasukhoz képest joval tavolabbra is eljuthatnak. A levegd
belégzése soran, az €16 szervezetekbe is bekeriilnek, ahol perzisztens szennyezdkként
kiilonboz6 szervekben akkumulalddni képesek.

Az alabbi dolgozatban az egyik legnagyobb toxicitassal bir6 PAH, a benzo(a)pirén

(b(a)p) (1. abra) szamitogépes kémiai modszerekkel torténd vizsgalata keriil bemutatasra.

J J

1. abra — 4 benzo(a)pirén 3 dimenzios szerkezete.

A benzo(a)pirén toxicitasat sok esetben vizsgaltdk mar, s bebizonyosodott, hogy
karcinogén, mutagén ¢és terratogén hatassal rendelkezik (BOEHM, 1964; SAMANTA et al.
2002).

A vizsgalatok kimutattdk, hogy a b(a)p képes a DNS-hez kapcsolddni és mutaciot
kivaltani (HERMAN et al. 1978; MUNOZ-ALBORES, 2011). E folyamat molekularis
mechanizmusa keriil feltaratarasra, mely soran a DNS és a b(a)p kolcsonhatasat kivanjuk
vizsgalni kiilonboz6 szamitogépes kémiai modszerekkel. A kutatas soran benzo(a)pirén-
epoxid és benzo(a)pirén-diolepoxid keriil dokkoldsra DNS-hez, az Autodock Vina
programcsomag haszndlataval, illetve a reakcidmechanizmusban részt vevé molekuldk
termodinamikai paraméterei keriilnek meghatdrozasra kiilonb6zé elméleti szinteken a

Gaussian 09 program hasznalataval.



Célkitiizés
Az alabbi dolgozat célja, hogy a benzo(a)pirén DNS-hez torténd kotddésének
mélyebb megértését eldsegitse és ezaltal az egyik legrakkeltobb PAH toxicitasanak
molekularis mechanizmusat feltarjuk. A DNS ¢és a b(a)p kozotti kdlcsonhatés kialakulasanak
feltétele az epoxid gytrli felnyildsa. A szamitasok lefutdsa iddigényes folyamat a rendszer
méretébdl fakadodan, igy ameddig a kvantumkémiai szamitdsok eredményeit varjuk Gn.
molekularis dokkolast is alkalmazunk, amellyel jellemezhetd a b(a)p és az intermedierek

kolesonhatasa a DNS-sel.



1. Irodalmi attekintés

1. Policiklusos Aromas Szénhidrogének

1.1 A PAH-okrdl altalanosan

Kornyezetiink minden szférajaban jelen vannak a PAH-ok, azaz a policiklusos
aromas szénhidrogének. Szamos kdzegben azonositottak mar dket, mint példaul a talajban,
a vizi kornyezetben: iiledékekben, felszini és felszin alatti vizekben és allati, illetve emberi
mintdkban egyarant (GHOSAL et al. 2016; TOROK, 2011). Tovabba a PAH-kat meteoritokban,
uistokosokben, foldonkiviili légkorben és a csillagkozi térben is megtalaltak (Fetzer, 2010).
Szerves anyagok tokéletlen égése soran keletkeznek legnagyobb mennyiségben a
policiklusos aromas szénhidrogének (GHOSAL et al. 2016; SIMS et al. 1974). Tobb
kondenzalt aromas gytirlibdl épiilnek fel. A legegyszeriibb ilyen vegytilet a naftalin, mely
két benzolgyliriibdl all. Kiilonbozd folyamatok soran tovabb ndvekedhetnek, és végsod
méretiik elérheti akar a kiindulasi allapotuk szazszorosat is (BOEHM, 1964) . Altalaban
szintelen, halvany sdrga-zold vagy fehér szinli vegyiiletek a tiszta kémiai formajukban
(GHOSAL et al. 2016). Jelentésen megvaltozhat a tulajdonsaguk, ha mas atomok (pl. F, N)
éplilnek be a szerkezetilkkbe. A fluort tartalmazé PAH-ok alkalmazisa gyakori az
anyagtudomanyok terén n-tipusu félvezetdként (Gotsu et al., 2018). Tovabba a gépjarmiivek
lizemanyagégetése soran keletkezd nitro-PAH-ok toxicitdsa jelentésen novekszik az
alapvegyiilethez képest (pirén; 1-nitropirén) (SAMANTA et al. 2002).

A PAH-ok lebontasaban fontos szerepe van a mikroorganizmusoknak, a gombéaknak
és algdknak. Altaluk aerob kérnyezetben szén-dioxidda, anaerob kozegben pedig metanna
bomlanak. A lebontasi sebesség tobb kornyezeti tényez6tdl fiigg, mint példaul a
hémeérséklet, a tapanyagok és a pH (Premnath et al., 2021).

A PAH-okat tobb szempont alapjan lehet kategorizalni, de a legkézenfekvébb a
képzddési kornyezetiik szerint, igy megkiilonboztetiink: diagén, pirogén, petrogén és biogén
PAH-okat (BOEHM, 1964) .

A pirogén PAH-ok olyan, magas hémérsékleti folyamatok (természetes vagy
antropogén) termékei, melyek soran nem kovetkezik be a teljes égés. Altalaban 4-, 5- vagy
tobb gyliriis szerkezetek (SIMS—GROVER, 1974). Az 6t gytirlis PAH-ok elektronjai kevésbé
stabillak a hat gytirtisekhez képest (Fetzer, 2010). Pirogén PAH-ok jelentds mennyiségben
képzddnek géaziizemekben a gaz eldallitdsa soran, illetve a kdolaj és szén magas

hémérsékleten valo feldolgozasakor (MASEK, 1971; SIMS—GROVER, 1974). A katrany, mely



maradvanyanyagként szolgal akar 70-80 tomegszazalékban is tartalmazhat pirogén tipust
PAH-okat magas naftalin és antracén koncentracioval (SIMS—GROVER, 1974).

A diagen PAH-ok csoportja természetes iton és alacsony hémérsékleten keletkezik,
legtobbszor a szerves vegyiiletek talajban és iiledékben valo lerakodéasaval. A folyamat az
oxigén eltlinése utan kezddédik, melyeket aromatizacios folyamatoknak neveziink. Kevés
ilyen vegyiilet l1étezik, az egyik ilyen az 5 gylrlis perilén, mely a tengerek és tavak
iiledékében fordul eld.

A biogén PAH-ok keletkezése €16 szervezetekhez kothetd. Kevéssé ismertek ezek a
folyamatok, viszont néhany PAH bioszintetizdlodhat bizonyos prekurzor vegyiiletek
jelenlétében mikroorganizmusok 4altal (BOEHM, 1964) . A PAH-ok kutatasdban
referenciaként hasznalnak egy 16 policiklusos aromas szénhidrogént tartalmazoé listat (2.
abra), amelyet az Amerikai Kornyezetvédelmi Ugynokség éllitott 5ssze (SAMANTA et al.

2002). A listan szereplé PAH-okat ,,sziil6” (,,parent”) Vegyﬁletekként tartjék szamon

crer
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2. abra — Az Amerikai Kornyezetvédelmi Ugyndkség dltal kivalasztott un. ,,sziilé” (,, parent ) PAH-ok
szerkezete. 1) acenaftilen; 2) fluorantén, 3) ideno(1,2,3-cd)pirén; 4) pirén; 5) naftalin, 6) fluorén; 7)
acenaftén, 8) benz(a)antracén,; 9) dibenz(a,h)antracén; 10) benzo(a)pirén; 11) benzo(ghi)perilén; 12) krizen;
13) benzo(k)fluorantén, 14) benzo(b)fluorantén; 15) antracén, 16) fenantren.

A PAH-ok erésen lipofilek, ezért szerves oldoszerekkel elegyednek. Ezenkiviil a
vizben valo oldhatdsag csokken minden gytirtivel, melyet a szerkezetiikh6z adunk. A PAH-
ok nagyon jellegzetes UV-abszorbancia spektrummal rendelkeznek, ami kiilondsen hasznos
azonositasuk soran. A legtobb PAH fluoreszkal is és jellegzetes hullamhosszu fényt bocsat
ki gerjesztésekor, melyet szintén eldszeretettel hasznalnak azonositasukra (KiMm et al. 2013;

S00s, 1972).



1.2. A PAH-ok toxicitasanak tényezdi

A PAH-ok magas egészségiigyi kockdzatot jelentenek, mivel erésen mutagén,
karcinogén ¢és mérgezd vegyiileteknek szamitanak, a negativ hatasuk a
mikroorganizmusoktdl kezdve a fejlettebb szervezetekig tetten érhetd (SAMANTA et al. 2002;
SzANYI, 2018). Kiilonb6zd dolgok jarultak a PAH-ok toxicitdsanak bizonyitdsahoz. John
Hill angol orvos (3. abra) az 1761-ben megjelent konyvében arrol szamolt be, hogy a

dohanytubakot hasznald paciensei koziil sokuknal orrdaganatos megbetegedést dokumentalt

(REDMOND, 2010).
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3. abra — Dr. John Hill portréja és konyvének boritoja.

A XVIIIL. szdzadban még nem volt ismeretes, hogy ezeknek a molekuldknak a
méretiik jelentésen befolydsolja toxicitdsukat. Keletkezésiik mellett, méretiik szerint is
csoportosithatjuk a PAH-okat, igy megkiilonboztetiink kis és nagy molekulatomegi
vegyiileteket. Két vagy harom gytrii alkotja a kis molekulatomegii vegyiileteket és ezek akut
mérgezdek, ellenben a nagy molekulatomegiliek négy vagy tobb gyliriit tartalmaznak és
genotoxikusak (GHOSAL et al. 2016). A policiklusos aromas szénhidrogének csoportjaba
tartoz6 anyagok egy részének magzatot és immunrendszert karositd, tovabba irritalo és
allergizal6 hatdsa van (Nébih).

A PAH-ok tanulmanyozisa sordn egyértelmiien bebizonyosodott, hogy a
karcinogenitasuk és mutagenitdsuk bizonyos kémiai és fizikai jellemzdék fliggvényei.
Probaltak 6sszekotni a karcinogenitést az elektronszerkezet és az orbitdl szamitasok alapjan
kapott indexekkel, illetve kisérletileg megkapott rakkeltd hatas kozotti korrelacid révén.
Végiil a PAH-ok metabolizmusanak vizsgalata jelentds eredményekkel szolgalt (RACHIN—
RALEYV, 1985). A legtjabb anyagcseretermékekkel foglalkozd vizsgalatok azt mutattak, hogy

a PAH-ok rakkeltd hatasat két tényezd befolyasolja: az egyik a geometridjuk, a masik az
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energetikai tényezdik. A nagyon aktiv vagy extrémen aktiv anyagok csoportjdba a pirén
szdrmazékok tartoznak (RACHIN-RALEV, 1985).

A kémiai rakkeltd anyagok sejtmakromolekulakkal, altaldban DNS-el reagalva fejtik
ki hatasukat. A keletkezett karcinogén-DNS adduktok olyan mutdciokat eredményezhetnek,
melyek daganatképzddéshez vezetnek. Altaliban a kémiai rakkeltd anyagok végsd formai
elektrofil reagensek (BOROSKY, 1999). Metabolizmusuk a citokrom P450 vegyes funkcidja
oxiddz rendszeren keresztlil valosul meg SAMANTA et al. 2002). A P450 enzimcsoport
epoxidokat hoz létre (GHOSAL et al. 2016). A PAH-ok toxicitasanak kialakulasaban részt
vevd mechanizmus kritikus pontjanak tartjak az epoxid-gytirti felnyilasat. A metabolitikus
utvonalakon féként 6bol-régios diol-epoxidok (DE-ek) képzddnek és ezeken keresztiil fejtik
ki mutagén hatdsukat. Az ezekbdl az elektrofil DE-b6l az O-protonalt epoxid-gytiri
felnyitasaval keletkezé benzil-karbokationok képesek kovalens adduktumokat képezni a
nukleinsavakkal. A DNS és RNS nukleofil helyeivel valé reakcid révén létrejovo adduktum
képzés kulcsfontossagu 1épése a PAH-ok mechanizmusénak és ez elindithatja a genetikai
anyag megvaltozasat (BOROSKY—KENNETH, 2007). . Valdszinii, hogy a DNS elektrofil
tamadésa epoxidok altal SN1-szerli, és proton-stabilizalt atmeneti allapotokon megy
keresztiil (BOROSKY, 1999).

1.3. A PAH-ok toxicitasanak hatasai

A policiklusos aromas szénhidrogének levegOben valé eléforduldsa nagy
aggodalomra adhat okot a mutagén ¢és rakkeltd hatasuk miatt, igaz a PAH-ok kibocsatasat és
ellendrzésére. Széles korben elterjedtek a légkorben €s az olyan 1égszennyezd anyagokhoz
tartoznak, melyeket els6ként nyilvanitottak feltételezhetden rakkeltdnek. A 1égkdrbe keriild
PAH-ok nagy tavolsagokra eljuthatnak, mieldtt a légkori csapadékon keresztiil lerakddnanak
a talajra, a ndvényzetre vagy a vizekre (KiM et al. 2013. Mivel méretiiket tekintve igen kicsik
ezért a 1égkdrben 1évo 2,5 um-nél kisebb részecskékkel a szervezetiinkbe is bejuthatnak a
1égzés folyaman, majd az alveolusokon keresztiil a véraramba (TSENG et al. 2021). Az
Egyesiilt Kiradlysdg PAH-kibocsatasara vonatkozd részletes becslések a National
Atmospheric Emissions Inventory-bdl érhetdk el, amely azt mutatja, hogy 2010-ben a 16
kiemelt PAH teljes éves antropogén kibocsatasa 621 tonna volt, ebbdl 3,23 tonna b(a)p (KiM
et al. 2013.

A légkorben PAH-ok el6fordulhatnak (reagalhatnak) olyan szennyezd anyagokkal,
mint az 6zon, a nitrogén-oxidok és a kén-dioxid, és dionokat, nitro- és dinitro-PAH-okat,

illetve szulfonsavakat eredményezve. Olyan tényezdk, mint a mar meglévl egészségi
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allapot, személyes tulajdonsagok, szokasok, mas szennyezd anyagok jelenléte és az életkor
szintén befolydsolhatjadk azokat a hatasokat, amelyeket a PAH-oknak val6é emberi expozicid
okoz (ALEGBELEYE et al 2017).

A PAH-ok kozvetett rakkeltd anyagok, amelyek csak azutan valnak karcinogénné,
miutan xenobiotikus metabolizald enzimek aktivaltak oOket, és reaktiv metabolitokat
képeztek (LUO et al. 2015). Az egyén genetikai hajlama befolydsolhatja a PAH rakkeltd
hatasat. Vannak emberek, akiknél nagyobb az esély a karos megnyilvanulasra és van, akiknél
kevesebb. Ez a karcinogént metabolizalé enzimek (példaul citokrom P-450, glutation-S-
transzferazok (GST-k)) génjeinek eltéréseibdl adodik, tovabba a DNS-adduktum javitasara
tiidében, a bélnyalkahartyadban és szamos mas szovetben is (IFEGWU-ANYAKORA, 2015).

Az emberi egészségre gyakorolt akut hatdsai foként az expozicié mértékétdl (példaul
az iddtartam hosszatol), a koncentraciotdl az expozicid soran, a vegyiilet toxicitasatol és az

expozicié maodjatol fiiggenek (lenyelés, belégzés, borrel érintkezés (4. abra).

Policiklusos Aromas Szénhidrogének

Rovid-tavi egészségiigyi hatasok Hosszu-tavi egészségiigyi hatasok

- it EaE Bor, tiidé, holyag és gyomor-bélrendszeri
Bor- és szemirritacio . ;
rakos megbetegedés
:> Hinyinger és hanyis (:> DNS, sziirkehalyog, vese és majsériilés
i Gén muticiok, sejt sériilés és
Gyulladis kardiopulmonalis halalozas

4. abra — A policiklusos aromas szénhidrogének egészségiigyi hatasai.

A rovid tavl expozicional beszamoltak arrodl is, hogy asztmas betegeknél a PAH
kitettség karositja a tiidofunkciot, és trombozisos hatdsokat okoz a szivkoszoruér-
betegségben szenveddknél, tovabbd szem és bor irritacid okozhat. A molekulatomeg
novekedésével a PAH-ok karcinogenitasa is ndvekszik az akut toxicitas csokkenésével (KM
etal. 2013. A hosszl tavii PAH-expozici6 eredményeként gyomor-, holyag-, bérdaganatokat
¢és leukémiat is megfigyeltek. A felsoroltak mellett egyéb toxikoldgiai megnyilvanulasaik is
vannak, beleértve a testtomeg-csokkenést, a maj megnagyobbodasat sejtodémaval, petese;jt

pusztulast ¢és vesegyulladast (IFEGWU-ANYAKORA, 2015). Megallapitottdk, hogy a
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tiidorakos megbetegedés legnagyobb eséllyel a koksz, aluminium és acéliparban
dolgozdknal alakul ki (MASTRANGELO et al. 1996).

Ahogy mar beszéltiink, a talajokban is el6fordulnak policiklusos aromas
szénhidrogének, igy errdl sem szabad megfeledkezniink. A mezdgazdasagi talajokba keriild
PAH-ok kornyezeti kockéazatot jelentenek a talaj éldlényeire, illetve a ndvények
felszivhatjak a tapanyagokkal egylitt, igy az emberre is veszElyt jelent (LAWAL, 2017).

Az Amerikai Kéryezetvédelmi Ugynodkség sziild6 PAH-okat tartalmazo listajat (2.
abra) vizsgalva toxicitasuk szerint kiillonb6z6 szempontok alapjan rangsorolni lehet a
molekuldkat. A listar6l a naftalin az ivdovizekben jelentés mennyiségben eléfordulod
szennyezd anyag, mely képes kovalensen k6tddni a vese és a tiidé szoveteihez, ezzel novelve
a toxicitast. Tovabba a naftalinmérgezés nephrotoxicitdshoz ¢és hemolitikus
vérszegénységhez vezet (SAMANTA et al. 2002).

A listarol egy masik vegyiilet a fenantrén, mely enyhe allergén és mutagén, bizonyos
koriilmények kozott pedig, karos hatdssal van a baktériumokra. Mivel a fenantrénnek van a
legkisebb 6bol és K-régidja (5. abra), ezért nem képzddik erdsen reaktiv epoxidja, igy

elészeretettel hasznaljak minta szubsztratként a rakkelté PAH-ok vizsgalatakor.

Obél-régio

K-régio

P

5. abra — A4 fenantrén 6bol- és K-régioja.

Tovabb haladva a listdn a fluorantén és fluorén neurolédgiai problémakhoz vezethet
(HOOD-LOGANATHAN, 2012). Az acenaftén toxicitdsa a naftalin és az antracén kozz¢ tehetd
(MUNOZ-TARAZONA, 1993). Tovabba ismert, hogy rakkeltd tulajdonsagokkal rendelkezik a
benzo(a)pirén, benzo(k)fluorantén, a benzo(b)fluorantén, a benzo(a)antracén és a
dibenz(a,h)antracén SAMANTA et al. 2002).

A benzo(a)antracén esetében nem ismert, hogy dallatok szervezetében dermalis
vizsgalatok sordn légzdszervi, kardiovaszkularis, mozgasszervi, maj- vagy veseélettani
elvaltozasok kovetkeztek volna be (RONALD, 2000). Viszont Ames-teszten, amely DNS-

karosodast okozo rakkeltd anyagok rovid tava szlirésére szolgdl, Salmonella typhimurium
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TA98, TAIOO ¢és S9 torzsek hasznédlata soran mutagén tulajdonsdgokat mutatott ez a
vegyiilet is (LAWAL, 2017; SALAMONE et al. 1979). Fontos megemliteni, hogy a
benzo(a)antracén és a benzo(a)pirén egyidejli alkalmazasa soran csokken a benzo(a)pirén
metabolizmusa (RONALD, 2000).

Erdekes megemliteni, hogy a tobbi PAH-al ellentétben a benzo(b)fluoranténnak mas
a metabolizmusa, nem alakul ki a dihidrodiol epoxid, helyette az 5-hidroxi szdrmazék
kialakuldsédhoz vezetd 1t a jellemzé (MUMTAZ—GEORGE, 1995). Ez a vegyiilet mutagén volt
rovid tava vizsgalatokban a Salmonella typhimuriumban a TAIOO és TA torzsekben
(RONALD, 2000). Tovabba testvérkromatid cserét indukalt kinai horcsdgoknél a
csontveldsejtekben 450mg/kg testtomeg hashartyaba torténd beadds utan (WHO, 1984).
Arrdl nincs informacid, hogy emberekben is rakkeltd-e a vegyiilet, de arrdl elég informacid
van, hogy egereknél mutatkozik ilyen tulajdonsdg, bar alacsonyabb a benzo(a)pirénnél
(RONALD, 2000).

Nagyon kevés informacié all rendelkezésre a benzo(k)fluorantén szisztémas
toxicitasarol (RONALD, 2000), tovabba az emberek esetén dermalis uton valo felszivodasrol
sincsen informdcidé. Azonban mas PAH-hoz hasonldan ez a vegyiilet is képes behatolni
né¢hany allat borébe, ezt kifejezetten az egereknél figyelték meg, mar néhany ora kitettség
utdn is (SARTORELLI, 1999). A benzo(k)fluorantén erds induktora az aril hidrogén
hiroxilaznak (AHH) (SCHMOLDT et al. 1981). Feltételezhetden ennek a vegytiletnek hasonld
a metabolizmusa a benzo(b)fluorantén anyagcseréjéhez. Itt is végeztek vizsgalatokat a
Salmonella typhimuriumban és TAIOO torzsében 10pg/lemez és TA98 torzsben Spg/lemez
koncentracioban exogén anyagcsere mellett mutaciokat mutatott, emellett bizonyitott, hogy
gyenge tumorindito és rakkeltd anyag egereknél (RONALD, 2000).

Veszélyes anyag a dibenz(a,h)antracén, mivel a szemen és a boron égési sériiléseket
okozhat, bar kiviil tovabbi adatok nincseneck az akut toxicitasarol. MacNicoll révid tava
szervkultardkban vizsgalta a dibenz(a,h)antracén metabolizmusat egerek boérén
(MACNICOLL et al. 1980). Kideriilt a kutatasbol, hogy a kiilonb6z6 PAH-ok
metabolizalodasanak sebessége és a bor makromolekulaihoz k6t6dé mennyiségek eltérnek
egymastol. Olyan dihidrodiol vegytiletekké alakult at az Osszes PAH, melyek tovabb
metabolizalodhatnak diolepoxidokka (MACNICOLL et al. 1980).

Az Amerikai Kornyezetvédelmi Ugynokség Integralt Kockazati Informdcios
Rendszere (IRIS) szerint DNS-karosodast és génmutaciokat eredményezett baktériumokban
¢s tobb emlds sejtkultirdban is a dibenz(a,h)antracén. Megvizsgaltdk emellett ennek a

vegyiiletnek a mutagén aktivitasait a Hep2G human hepatoma sejtvonal sejtjeinek
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felhasznalasaval (DIAMOND et al. 1984). Ebben a vizsgélatban is mutagénnek bizonyult a
metil-csoporttal torténd helyettesitésekor. Ennek a vegyiiletnek a rakkelté hatdsa az
egerekben megegyezik a benzo(a)pirénével (DIAMOND et al. 1984; Sims, 1970).

A broncho-pulmonalis onkogenezisben a dohanyfiist lehet az egyik f6 kivaltd ok
(HUETZ-POUX, 2006). A dohanyzassal egyiittes alkoholfogyasztas az egészségre fokozottan
karos hatdssal van. Kockazati tényezot jelent a felsd 1éguti és az emésztdtraktusi laphamok
rakos megbetegedésében. Nehéz szétvalasztani ezeket a tényezdket egymastol, de a fej nyaki
daganatok 90%-ért felelnek hidnyos étrend mellett (JOHNSON et al. 2011). A szivarfiist
nagyobb koncentracioban tartalmaz karcinogén anyagokat, mint a dohanyfiist, ezaltal
nagyobb valdszinliséggel okoz tiid6-, felséléguti-, vagy emésztétraktus rakot (JOHNSON et
al. 2011). Bebizonyitott, hogy a rdkos megbetegedések kialakitdsa mellett a dohanyzas
szerepet jatszik annak felgyorsitdsaban is (YOSHINO et al. 2007). A dohanyfiistben jelen van
¢s karcinogén hatdsi a benzén, a benz(a)antracén, a benzo(b)fluorantén, a
benzo(b)fluorantén, a benzo(j)fluorantén, a benzo(k)fluorantén, a benzo(a)pirén, a
dibenz(a,h)antracén, a dibenzo(a,e)pirén, a dibenzo(a,h)pirén, a dibenzo(a,i)pirén, a
dibenzo(a,l)pirén és az ideno(1,2,3-c,d)pirén. Egy cigaretta tartalmazhat 320-40 nano gramm
benzo(a)pirént is (JOHNSON et al. 2011).

Gyorsan komplex stresszvaltozdsokat indukdl a dohanyfiist a vaszkularis
endothelium sejtekben és a szervezetben keringé monocitakban a benzo(a)pirén tartalmatol
fiiggetlentil (MURIEL et al. 2011). A benzo(a)pirén indukalja az epithélids mezenchimalis
atmenetet (EMT), ez pedig segiti a betegség eldrehaladasat a tiidorakos betegeknél
(YOsHINO et al. 2007). Tehat szoros Osszefiiggés van a tiidordk eldrehaladasa és a
benzo(a)pirén jelenléte kdzott (GAO et al. 2020).

A policiklusos aromas szénhidrogének teratogén hatassal is rendelkeznek, melyet
megfigyelhetiink a benz(a)antracénnak, benzo(a)pirénnek €s a naftalinnak kitett kisérleti
allatoknal. Egereken végzett laboratdriumi vizsgalatok kimutattdk, hogy a terhesség alatti
nagy mennyiségli benzo(a) pirén bevitele sziiletési rendellenességeket és csokkent testsulyt
eredményez az utédokban (KiM et al. 2013.

2. Benzo(a)pirén

2.1. A benzo(a)pirén jellemzése
A 16-os lista legtoxikusabb vegyiilete a benzo(a)pirén. Az emberre veszélyes

rakkeltd anyagok elsd csoportjaba sorolta ezt a vegyiiletet a Nemzetkozi Rakkutato Intézet
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(IARC) 2010-ben (FARHADIAN et al. 2012). Emellett a WHO (Egészségiigyi Vilagszervezet)
is karcinogén anyagnak tekinti. Mivel ez a vegyiilet felelés a leggyakoribb daganatos
megbetegedésekért €s a férfiak rakos megbetegedéseinek 18%-at teszik ki vilagszerte, ezért
a PAH-ok és koztiik a benzo(a)pirén tulajdonsagainak mélyebb megértése kiillondsen fontos
(HUETZ-POUX, 2006).

Az elmult években szamos kutatés tortént a témaval kapcsolatban, melyet az 6. Abra
kronologikusan probal bemutatni az id6 elérehaladtaval.

A benzo(a)pirén molekulatomege 252,3 g/mol, 6sszegképlete pedig C2oHi2. Szamos
elnevezésével talalkozhatunk: benzo(a)pirén, 3,4 benzopirén, 3,4 benzpirén, 3,4-benzopirén,
3,4 benzpirén és b(a)p (PUBCHEM adatbazisa). Ahogy a legtobb PAH esetében megszokott,
a b(a)p is szerves anyagok tokéletlen égése soran keletkezik (REIZER et al. 2019). Eléfordul
ipari hulladékokban, szénnel grillezett vagy fiistolt készitményekben, dohanyfiistben és a
gépjarmiivek altal kibocsatott gazokban, tovabba a talajban. Bejuthat az emberi szervezetbe
borrel valo érintkezés soran, taplalék fogyasztasaval, belégzéssel és jelentds karokat okozhat
a légzorendszerben (FARHADIAN et al. 2012; MUNOZ-ALBORES, 2011). Mivel a
benzo(a)pirén és a tobbi PAH is megtalalhaté az élelmiszerekben is, ezért a nemdohanyzé
embereknél a taplalkozas az egyik 6 expozicid forras (ROSE et al. 2015). A benz(a)pirénrol
ismert, hogy az emberi majban, tiidében, izom- és zsirszovetekben raktirozodik és
koncentralodik (GUoO et al. 2015).

Bebizonyitottdk, hogy a benzo(a)pirénnek vald hosszii tavii expozicid rékos
elvaltozasok kialakulasat okozza laboratériumi allatokban. Ez a leggyakoribb PAH, amely
allatokban rakot okoz, és ez volt az elsé kémiai rakkeltd anyag, amelyet felfedeztek (KiM et
al. 2013. A gyomor, mint a lenyelt b(a)p-nek valo kitettség elsddleges helye, a b(a)p altal
kivaltott karcinogenezis gyakori célpontja (WEI et al. 2016). Tovabba benzo(a)pirénnek valo
kitettség szerepet jatszhat a nyeldcsoérak kialakulasanak kockazataban (LAWAL, 2017).. A
benzo(a)pirén felezési ideje a talajban 229-1500 nap (ALEGBELEYE et al 2017). Itt fontos
megemliteni, hogy a kis molekulatomegii PAH-okhoz képest a nagy molekulatomegtieket,
példaul a benzo(a)pirént nehezebben bontjdk le a talajban 6shonos mikrobak (QIAN—CHEN,
2012).
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2.2. A benzo(a)pirén metabolizmusa

A PAH-ok karcinogén hatasuk kifejtéséhez metabolikus aktivalast igényelnek, és az
egyik fontos utvonal egy hdromlépéses szekvencian keresztiil megy végbe, ami diol-
epoxidok képzOdését eredményezi, amelyek reakcioba lépnek a DNS-el, és olyan
adduktumokat hoznak létre, amelyek mutaciokat okozhatnak és beinditjdk a rakkeltd
folyamatot (LAWAL, 2017)..

A benzo(a)pirénnél a leggyakoribb mechanizmus az 6bolrégiohoz kotddd dihidrodiol
epoxidok kialakulasa a P450 enzim jelenlétében (7. abra) (KiM et al. 1998; MUNOZ-
ALBORES, 2011). A végs6 aktiv metabolit a 7,8-dihidrodiol-9,10-epoxid-2 diasztereomer
sziikséges példaul a CYP 1A1, 1A2, 1B1 és 3A4. A CYP 1A1 a benzo(a)pirénnel konnyen
kolcsonhatasba 1ép €s eldsegiti a vegyiilet metabolizaciojat (MUNOZ—ALBORES, 2011). A
kutatott vegyiilet képes kapcsolddni az aril-szénhidrogén receptorhoz (AhR) (HONG et al.
2016), amely jelen van a citoplazméban ¢s komplexet képez a p23 és Hsp90 fehérjékkel.
Miutan az AhR-b(a)p komplex kialakul a Hsp90 felszabadul és az AhR a PAH-al egyiitt a
sejtmagba vandorol. Itt kialakul egy heterodimer az ARNT-vel (Ah Receptor Nuclear
Translocator), majd egy un. xenobiotikus véalaszelemen (XRE) keresztiil a DNS-hez kotddik
(MUNOZ-ALBORES, 2011). A BPDE a DNS guanozin csoportjahoz kapcsolddik kovalens
adduktként (SHOU et al. 1993). A keletkezd adduktumot szdmos in vitro €s in vivo

vizsgalatban kimutattak (GENIES et al. 2016; HERMAN et al. 1978; ZHAO, 2015).

Benzo(a)pirén-epoxid
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Benzo(a)pirén-diol-epoxid

DNS

7. abra - A benzo(a)pirén kolcsénhatdasa a DNS-el.
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A kvantumkémiai szamitasok azt is kimutattdk, hogy az epoxidgyiir(
merdlegesebben hajlik a szoggylirii sikjara tobb karcinogénizomer esetében, ami egy
lehetséges geometriai Osszefiiggésre utal az epoxidcsoport dblése és a guanozin-csoporttal
val6 kolcsonhatasa kozott adduktalaskor. Az addukt képzddés sordn az epoxidcsoport sav
altal katalizalt gytirinyilason megy keresztiil, amely beinditja a kovalens kotést (LU—
MANZETTI, 2014).

A BPDE 4 izomer formajaban létezik, és a (+)-anti-7a,8B-dihidroxi-9a,10a-epoxi-
7,8,9,10-tetrahidro-benzo(a)pirén (BPDE) a dominans izomer, ami enzimatikus
vizsgalatokbol dertilt ki (IFEGWU-ANYAKORA, 2015).

A biokémikusok jelenleg molekuldris modellezési technikékat alkalmaznak a
szennyezd anyagok és szervezetek kozotti molekularis szintli kdlcsonhatdsok felmérésére.
A molekularis toxicitasi mechanizmusok azért fontosak, mert altalanos elveket lehet
levezetni annak eldrejelzésére, hogy mely vegylileteknek lesz jelentds bioldgiai hatdsa
(KuBICKI, 2005).

A Dbenzo(a)pirén BPDE-vé torténd atalakuldsanak elsd 1épése a vegyiilet
egyelektronos oxidacioja gyokkationnd. A gyokkation képzdédése a PAH ionizacids
potencialjatol (IP) fligg, kiiszobértéke kortilbeliil 710 kJ/mol; ezért az IP-k kiszamitasa az
egyik kulcs annak meghatarozasahoz, hogy ez a reakci6 folytatdodik-e vagy sem. Az IP
becslést két modszerrel szamitottak ki, az alapallapot legmagasabb elfoglalt molekularis
palydjanak (HOMO) energidjanak felhaszndlasdval ¢és az alapdllapot ¢és a

gyokkationpotencidlenergia kozotti kiilonbséggel (KUBICKI, 2005).

%
&

M-régié

8. abra — 4 benzo(a)pirén regioi
Egyeldre azonban nem teljesen vildgos hogyan fiigg 0ssze a PAH-ok szerkezete a

rakkeltd hatasukkal. Vuayalaksmi és Suresh vizsgalatukban a MESP-t (molekularis
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elektrosztatikus potencialt) hataroztdk meg, hogy kideriiljon a régiok milyen mértékben
befolyasoljak a karcinogenitast (K-,L-,M-, 6bol-régid) (8. abra), kideriilt, hogy minden
régionak jelentds szerepe van a rakkeltd hatas kialakitdsdban (VUAYALAKSHMI-SURESH,
2008).

Szdmos elméleti tanulmany sziiletett, mivel szamitogépes kémia sokrétii
felhasznalasi korrel rendelkezik, melyek jelentdsen megkonnyitik a kutatok munkajat.

Borosky és Kenneth tobb kisérletet is végeztek. 2007-ben 7,8-dihidrodiol-9,10-
a harmonikus rezgési frekvencidk kiszamitasaval jellemezték. Kiszamoltdk az epoxid
gylriinyitdsi reakciok energiavaltozasait. A szamitdsokat a B3LYP/6-31G* szinten
végeztek. Megallapitottdk, hogy fluorozas csokkenti az epoxidos nyitasi reakcio
exotermitasat, ezért a fluorozott vegyiiletek kevésbé aktivak, mint a kiindulasi vegytilet
(BOROSKY—KENNETH, 2007). .

2009-ben O-protonalt 6bolrégid és K-régid epoxid felnyildsa benzilkarbokation
képzését vizsgaltak, amely képes kovalens adduktok kialakitdsdra a nukleinsavakkal. A
fjord-régids karcinogén dibenz(a,l)pirén erésebb mutagénnek bizonyult, mint az 6bolrégiods
b(a)p és a PAH-ok koziil a legveszélyesebb rakkeltonek tartjak (BOROSKY—KENNETH, 2007).

Fioressi a benzo(a)pirén klaszterképzddését tanulmanyozta. Az aggregaciod
befolyasolja kémiai, fotofizikai és bioldgiai tulajdonsagaikat, ezért fontos tulajdonsag. A
stiriségfiiggvény-elmélet (DFT) a legelterjedtebb teljes elektron elméleti mddszer, amelyet
nagy molekuldkra alkalmaznak, de a funkcionalisok jelenlegi generdcidja nem pontosan
reprezentaljdk a van der Waals kolcsonhatdsokat. A kozelmultban azonban igéretes
eredményeket hozott a diszperzios tagok hozzdadasa a DFT energiakhoz. Ezutan minden
optimalizalt szerkezetre MP2/6-31G* egypontos szamitast végeztek, hogy megkapjak a
relativ energidkat és a HOMO-LUMO elvalasztast (FIORESSI et al. 2008).

A diolepoxid jelentds rakkeltd aktivitasat is kimutathatjuk szamitasokkal. A kisérleti
eredmények azt mutattdk, hogy a benzo(a)pirén-7,8-diol-9,10-epoxid, amely erdsen
mutagén, nagy reakcioképessége miatt nehezen allithaté el6. A BDPE hidrolizisénél a
protonalddas és a gyliriinyitds Osszehangolt modon megy végbe azon altalanos savaknal,
amelyek pKa értéke < 8. Mivel a diol-epoxid epoxid gylrlije egyre instabilabba valik a
protonalddas szempontjabol, és a gylirlinyitds AH exoterm, a rakkeltd hatas fokozodik. A

benzo(a)pirén erdsen rakkelté (BOROSKY, 1999).
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II. Modszerek

1. A reakciomechanizmus vizsgalata

A szamitogépes kémia a modszerek tekintetében széles tarhazzal rendelkezik. A
modszerek harom nagy osztalyba sorolhatoak: ab initio vagy Gn. hullamfiiggény alapu
madszerek, stirliségfunkciondl alapti modszerek (DFT) valamint gyakoriak a kisérletekbdl
szarmazd korrekcidkat is tartalmazd szemiempirikus modszerek. A kutatds célja olyan
modszereket alkalmazni, amelyek pontosak és megfeleléen alkalmazhatok a reakcidok
vizsgalatara (1. tablazat). Ezért a mechanizmus tanulményozasara az alabbi alkalmazéasaval
kertil sor: egy ab initio (HF/6-31G(d)), két DFT (B3LYP/6-31G(d); ®@B97X-D/6-31G(d)) és
egy szemiempirikus (PM6) modszer . A szamolasokat gazfazisban, illetve implicit vizmodell

alkalmazasaval is kiviteleztik.

1. tablazat: 4 kutatas soran alkalmazott szamitogépes kémiai modszerek.

Moédszerek tipusa Moédszer/bazis szet
ab inito HF/6-31G(d)
B3LYP/6-31G(d)
DFT
wB97X-D/ 6-311++G(d,p)
szemiempirikus PM6

A kutatds fokuszpontjdban az erésen mutagén ¢és karcinogén policiklusos aromas
szénhidrogén, a benzo(a)pirén all, amely a DNS-hez kapcsolddva rékos sejtek kialakulasat
eredményezi. E kapcsolat tanulmanyozasara specifikus eszkdzokre van sziikség, amelyekkel
mélyebben megérthetd a molekularis rendszer milkddése. Az alabbi részben a
molekulatervezd programok, a kvantumkémiai szdmoldsokhoz sziikséges szoftverek és
madszerek keriilnek bemutatasra, figyelembe véve a felhasznalasi sorrendjiiket is.

A kutatasi folyamat elsd 1épésében a vizsgalni kivant reakciomechanizmus keriilt
megtervezésre ¢és abrazolasra. A molekularis szerkezetek sematikus 2D-s abrai (7. abra)
valamint a legfébb PAH-okat bemutat6 2. dbra is a KingDraw program felhasznélasaval

késziilt el (9. abra).

Kingraw Qj Draw 88 Work 5 Doc

G
® @ & 0% v Q R

9. abra - 4 KingDraw program fejléce.

= Menu(M)

A molekuldk a konvenciondlis Kekiil¢ képletiik szerint keriiltek abrazolasra. A

KingDraw programban megtalalhatoak eldre elkészitett molekuldk is, amelyek
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felhasznalhatoak komplexebb szerkezetek felépitéséhez. Ezzel a lehetdséggel ¢lve, a PAH-
ok abrazolédsa benzolgyliriik egymashoz illesztésével lett megoldva. Az abrak a KingDraw
programbdl kiilonbozé képformatumokban exportdlhatdoak. Az elkészitett abrak késobbi
esetleges modositas céljabol ,,.king” kiterjesztésli formatumba is el lettek mentve, amely a
software sajat fajltipusa. A molekuldk 2D-s szerkezetei mellett azok 3D-s modelljeit is
elkészitésre keriiltek, amelyhez a Gauss View 6 szoftver lett alkalmazva (10. abra). Tovabbi
abrak elkészitésére az Adobe Photoshop CC 2022 verzidju képszerkeszté program
hasznalata adott lehetdséget, amelybdl a dokumentumok ,,.psd” és ,,.jpg” kiterjesztésbe

lettek elmentve.

ler View Calculate Results Windows Help
H+SESRAREM XDA-X 5¢ 29t ARLF TS
@ PR ] 3 |Corbon Tetrahedl =GR ey KA & | J
& % | Umane - @A ~w g FB »

b Buider Fragment: |Carbon Tetrahedral |

10. abra - 4 Gauss View 6 program felhaszndloi feliiletei.

A Gauss View 6 programban a molekuldk geometridja kémiai intuicidra alapozva
keriiletek megszerkeztésre. Ezt kdvetden a fajlok ,,.gjf” formatumban lettek elmentve, majd
a Notepad++ program segitségével késziiltek el a Gaussian 09 programcsomag szamdara
beolvashato input fajlok. Kisebb molekulak esetén (pl. HoO, H3O") a Gaussian 09
programcsomag asztali gépeken vagy laptopokon is jol haszndlhat6, azonban nagyobb
rendszerek szdmolasahoz nélkiilozhetetlen a szuperszamitégép hasznalata, ahol a program
Debian Linux kornyezetben miikddik. Ennek kovetkeztében a kutatis sordn a parancssoros
felhasznaloi feliilettel is megismerkedtem.

Az input fajl helyes megszerkesztése kulcsfontossagl. Az input fajl els6 sora az Gn.
,root section”, amely egy ,.#” jellel kezdddik (11. abra). Ebben a sorban kell feltiintetni az
elméleti szintet a modszer és a bazis szet beirasaval. A modszerek mellett egyéb parancsok
is megadhatok, mint példaul az Opt ¢és Freq, amelyek a molekula szerkezetének
optimalizalasat (Opt) és a frekvenciaszamolédst (Freq) jelenti. Ezutdn egy iires sor

kovetkezik, majd pedig az un. ,,Title”, ahol az input fajlhoz megjegyzések flizhetoek.
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[&1|05_12_B3LYP gif|E3 ]A dokumentum neve
1 |# B3LYP/6-31G(d)| |Opt Fred| R
Modszer és Bazis set Parancsok

™~

w

Itt meglehet nevezni a fajlt
Toltés és Multiplicitas

] O N Wb

8 c -0.64670100 0.50433800 0.04437700

9 Cc 0.45001000 -0.53546300 -0.04881900
10 o) -1.82687700 -0.24090700 -0.01967000
11 H -0.55740800 1.04657500 0.97788800
L H -0.57333400 1.20817700 -0.77730000
13 H 0.45086300 -1.20531500 0.79138000
14 H 0.46068800 -1.07018000 -0.98152600
15 H -2.57302300 0.34260000 0.03807400
16 0 1.75759500 0.18659500 0.06089400
17 H 2.48690600 -0.35429600 0.38093500
18 H 2.03970600 0.65368500 -0.73259000

=5 \z atomok koordinatai

11. abra — Az input fadjl szerkezete.

Majd egy masik lires sor kovetkezik, amit a molekula toltése és multiplicitasa kovet.
Ezt kdvetden a molekulat alkoté atomok és a megfeleld koordinatak keriilnek felsorolésra.
Ez adja meg az atomok kiindulasi helyzetét ¢s ezek segitségével tudja a Gaussian elvégezni
a szamitasokat. Az input fajl az asztali gépekre vagy laptopokra feltelepitett Gaussian 09
programcsomagban ,,.gjf’, a szuperszamitégépen a ,.com” Kkiterjesztésii inputok
beolvaséasaval indul. Az input fajlok beolvasdsakor a Gaussian 09 érzékeli a megadott
parancsokat és ez alapjan végzi a szdmitasokat. A folyamat végén minden molekularis
szerkezethez egy output fajlt készit a program, amely a szamitdsok menetét, valamint a
legfébb energetikai és termodinamikai eredményeket tartalmazza. Az output f4jl barmilyen
egyszerll szovegszerkesztd programmal megnyithat6. Ez elsOként tartalmaz egy leirdst a
software verziojarol, és arrol, hogy mikor volt elvégezve a szamitds. Ezutan megtalalhato a
kédsor, ami az input fajlban keriilt megadasra. Majd a szamitasrol végzett informaciok
kovetkeznek. Innen nyerhetéek ki a kutatds szempontjabol relevans energetikai ¢€s
termodinamikai értékek (zérus-ponti energia, termalis energia, entalpia, szabadentalpia,

entropia, frekvencia) valamint azok korrekcidit (12. abra).

[=] 02_RC_B3LYP_ok log E3 l

3114 Zero-point correction= 0.094396| (Hartree/Particle)

: > Thermal correct._Lon to Energy= 0.100501 Korrekeiok

3116 Thermal correction to Enthalpy= 0.101445

3117 Thermal correction to Gibbs Free Energy= 0.065323

3118 Sum of electronic and zero-point Energies= -230.456225| Zérusponti energia
3119 Sum of electronic and thermal Energies= -230.450120] Termalis energia
3120 Sum of electronic and thermal Enthalpies= -230.44917¢| Entalpia

3121 Sum of electronic and thermal Free Energies= -230.485298] Szabadentalpia

12. abra — Termodinamikai paraméterek a Gaussian 09 output fajlban.
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2. A reakcioban résztvevo molekulak dokkolasa a DNS-hez

A benzo(a)pirén és a DNS kolcsonhatasa un. molekularis dokkolassal is vizsgalhat6,
melyhez az AutoDock Vina 1.1.2 programcsomag keriilt alkalmazasra (TROTT-OLSON,
2010). A program segitségével egy ligandum és egy makromolekula, esetiinkben a DNS
kolcsonhatasa hatarozhaté meg. Eredményként a legidealisabban illeszkedé ligandum-
makromolekula komplex pozicidk kaphatdéak meg, melyeket a kotési affinitiasuk alapjan
rangsorol a program (LIU et al. 2018). A molekularis dokkolds folyamatdban a két
kulcsfontossagl szerepld az energia és a geometria (RENGARAJAN, 2015).

Elso 1épésként a DNS molekula szerkezetét kell elkésziteni, ehhez a 1HFO (RCSB
PDB adatbézisa) makromolekula lett alkalmazva a szamitasok sordn, a RCSB Protein
Databank adatbazisabol (Anon n.d.-c. Eltavolitasra keriiltek a két fehérjelanc és a viz
molekuldk, mivel a szamitdsok szempontjabdl ezek nem Iényegesek, majd ,,.pdbqt”
formatumba lettek elmentve. Ezutan a ligandumok kertiltek elkészitésre, melyek geometridja
PM6 szemiempirikus mddszer szamitasai altal kapott értékekkel lettek meghatirozva. A
torzios pontokon figyelembe lettek véve a ligandumok flexibilitdsa, majd szintén ,,.pdbqt”
formatumba tortént a mentés. Kovetkezd 1épésként a GridBox mérete keriilt meghatarozasra,
mely a kutatasi teriiletet fedi le. Un. vak dokkolas tortént, mely lefedi a teljes molekulét és a
ligandumokat. A GridBox mérete 25x35x10 A volt, mig az x-, y-, és z dimenziok értéke
egységesen 126 volt. A térkdz 0,603 A volt.

A dokkolashoz konfiguracios fajlokat kellett késziteni, melyek tartalmazzdk a
ligandumok ¢és a makromolekula fajlnevét, tovabba a GridBox méreteit. Ezek .txt
formatumba lettek elmentve. Mivel az AutoDock Vina szoftvernek nincs grafikus feliilete,
igy parancssorbdl kell elinditani a szdmolast, melyben meg kell adni a konfiguracios f4;jl
helyét és a log f4jl nevét, majd szamitéds lefutdsat kdvetden 1étrejon egy output és egy log
fajl.

Az output fijl a PyMol programban keriilt megnyitdsra és a szemléltetés
szempontjabol legjobbnak tind vizualizacio elkészitésében toltott be szerepet, majd a
szerkezetek képként lettek elmentve.

3. A b(a)p régioinak vizsgalata

A benzo(a)pirénbdl a P450 enzim aktivitasanak hatasara kialakul a benzo(a)pirén
epoxid. Kulcsfontossagu 1épés a molekula epoxid gytiriijének felnyilasa a karcinogén DNS

addukt képzddése soran.
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A policiklusos aromas szénhidrogének szerkezetét vizsgalva tobb régiot
kiilonithetiink el és ezek eltérd tulajdonsadgokkal rendelkeznek a karcinogenitést figyelembe
véve, igy a benzo(a)pirén vizsgalata sordan ezzel is szamolni kell. Ahhoz hogy ezt
megtehessiik 0sszesen 14 benzo(a)pirén-epoxid keriilt megrajzolasra a GaussView 06
programmal, mivel a syn és anti izomerek is figyelembe lettek véve. A kdvetkezd syn és anti
izomerek keriiltek megrajzolésra: 1,2-b(a)p-epoxid, 2,3-b(a)p-epoxid, 4,5-b(a)p-epoxid, 7,8-
b(a)p-epoxid, 8,9-b(a)p-epoxid, 9,10-b(a)p-epoxid és 11,12-b(a)p-epoxid (1. abra). A
megrajzolt szerkezeteket optimalizaltuk kvantumkémiai modszerekkel, mely sordn a mar
ismertetett Gaussian 09 program keriilt alkalmazéasra. A legpontosabb eredmények
érdekében a szamitdsok sordn, az alkalmazott modszerek koziil a legmagasabb elméleti
szinti ®B97X-D mddszer, 6-311++G(d,p) bazis szettel keriilt alkalmazasra. A szamitasok
lefuttatasara a magas elméleti szint alkalmazasa miatt csak szuperszamitogépen volt
lehetdség. A kapott output f4jlbol ki lettek gytijtve a termodinamikai paraméterek, a kutatas
6 fokuszaban azonban a benzo(a)pirén-epoxid szabadentalpia értékei alltak. Elsé sorban az
epoxid gytirti helyzetéhez kothetd energiaértékek keriiltek dsszehasonlitasra, igy megkapva
azt a régiot, ahol legnagyobb a valdsziniiség arra, hogy epoxid képzddik és ezaltal ott
torténhet meg a gyiirli nyitasi reakcio, ezzel meginditva a karcinogén addukt képzddést a

DNS-el.
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ITI. Eredmények és értékelés
Az alabbi dolgozat f6 célja a benzo(a)pirén erdsen reaktiv benzo(a)pirén-diol-
epoxidda torténd atalakuldsa soran lejatszodd reakciomechanizmus vizsgélata kiilonbzo

szamitogépes kémiai modszerekkel (13. abra).

Bi.  m i ¥
2
? 0 2
por a‘;‘ .’ "o ”‘r‘f‘J
9 9 )
¥ Reaktansok Reaktms komplex . Imermechel
(R1,R2,R3) an
H,0), O OO H,0°
OOO o] OO
Intermedier Termék
(12) (P)
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13. abra — A4 vizsgalt reakciomechanizmus.

Harom reaktéans, két intermedier, két &tmeneti allapot és maga a termék talalhaté meg
a reakciomechanizmusban. A folyamat 6t Iépesen megy keresztiil, mely koziil az elsdben a
benzo(a)pirén-epoxid (R1) reagal az oxoOnium-ionnal (R2) és a vizzel (R3), mely
kovetkeztében kialakul a reaktans komplex (Rk.). A kdvetkezd 1€épésében viz eliminacidja
révén kialakul az elsé intermedier (I1), azaz elsé kozti termék protonalt b(a)p-epoxid
képében. Feltételezhetden vizaddicid kovetkeztében keletkezik az elsé atmeneti allapot
(TS1), melyen keresztiil képzddik a masodik intermedier (I2). A két intermedier kozott
megfigyelhetd valtozas, az epoxid gytirii felbomlasa, melynek kulcsfontossagu szerepe van
a reakcio lefolydsdban. A masodik kozti termék és a termék kozott feltételezhetden egy
masodik atmeneti allapot is 1étezik (TS2), mely soran a mésodik intermedier leadja a
felesleges protonjat egy viznek, igy képzddik egy oxdnium-ion és a termék (P), ami nem
mas, mint az erésen reaktiv benzo(a)pirén-diolepoxid.

A moddszerek részben ismertetett elméleti szinteken futottak le a szamitdsok.
Tovabbd minden szamitds géz fazisban és implicit olddszer modell alkalmazasaval is
kivitelezre kertil. A dolgozat irdsanak pillanatnyi idejében a PM6 és PM6 vizes kozegben

torténd eldzetes szamitdsok mar lefutottak, melyek alapjan elkezd6dott a tobbi modszerrel
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is a szamolds, de a mddszerek iddigényessége miatt, egyelére még eredmények nem
szlilettek. Sikertilt lokalizalni lehetséges atmeneti allapotokat, viszont nem azokat, amelyek,
feltételezhetden ebben a reakcidomechanizmusban jatszodnak le.

Egy modellrendszer alapjan mar végeztem szdmitasokat. A modellrendszert a b(a)p
epoxid gytriije alkotta, s a fent vazolt reakciomechanizmus soran lejatszodd gytirlinyitasi
folyamatot vizsgaltam. Az eredményeket a HF/6-31G(d)-t implicit oldoszermodell
alkalmazaséaval kaptam. Meghatdroztam a reakcio termodinamikai paramétereit és a hozza
tartozo potencidlis energiagdrbét megrajzoltam (14. abra).

Megfigyelhetjiik, hogy a reakcio elsé 1épésben a reaktins komplex képzddése
kedvezményezett (AG=-41,3 kJ/mol). A kdvetkezd 1épésben 15,2 kJ/mol-lal névekszik a
rendszer szabadentalpiaja, amikor kialakul a protondlt etilén-oxid (I1). Az elsé atmeneti
allapot 39,8 kJ/mol-lal helyezkedik el magasabban az I1-hez képest, azonban a kiindulasi
allapothoz képest csupan 13,7 kJ/mol a gatmagassag. Ezutdn jelentds stabilizalodas
kovetkezik, amit az is mutat, hogy a masodik intermedier relativ szabadentalpia értéke -70,6
kJ/mol-lal van a belépd szint alatt. A teljes mechanizmust nézve ez a 1€pés jar a legnagyobb
energiavaltozassal. Ezt kovetden a TS2 esetén a relativ szabadentalpia tovabb csokken -11,2
kJ/mol-lal. A proton transzfer utan pedig megkapjuk a végterméket, aminek -50.95 kJ/mol-
lal alacsonyabb a relativ szabadentalpidja, mint a kiindulasi allapotnak. Ezzel elmondhatjuk,

hogy a reakci6 lefutdsa kedvezményezett és megtorténhet az addukt képzodés.
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14. abra A vizsgalt modell reakcio egyes lépéseinek relativ szabadentalpia értékei a HF/6-31G(d) elméleti
szinten vizes fazisban.
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Az eldzetes szdmitasok alapjan késziiltek el a dokkolashoz sziikséges ligandumok:
benzo(a)pirén-epoxid, benzo(a)pirén-diolepoxid, tovabba a modellrendszerként alkalmazott
epoxid és etan-diol szerkezete is felhasznéldsra keriilt. Az AutoDock Vina programmal a
dokkolds elvégzése utan a 2. tablazatban szerepld kotési affinitas értékeket kaptam, melyet

kiegészitettem a benzo(a)pirénnel, amelyet mar kordbban vizsgaltak (SOJITOR et al. 2022).

2. tablazat: A dokkolas soran kapott kotési affinitas értékek

Név Kotési affinitas (kcal/mol)
Epoxid -2,4
Etan-diol -3,4
Benzo(a)pirén -8,5
Benzo(a)pirén-epoxid -8,8
Benzo(a)pirén-diolepoxid -9,4

A dokkolas soran a program tobb kotési modot hatdroz meg, esetiinkben 9-et, ezek
lehetnek a legjobban illeszkedd szerkezetek, melyeket az eredményként kapott output {4l
tartalmaz. Minden esetben a legkisebb kotési affinitas érték volt a mérvadd. A kotési affinitas
nem mas, mint a receptor-ligandum kdlcsonhatas erdsségére jellemzd energia mennyiség.
Minél kisebb ez az érték annal stabilabb kotés jon létre. Minden esetben kedvezményezett
volt az addukt képzddés.

A modellrendszer esetében volt a kotési affinitas a legkisebb, az epoxid esetében
-2,4 kcal/mol, a felnyilt epoxid gytirii kovetkeztében keletkezett etan-diol esetében pedig
-3,4 kcal/mol. A kapott értékeket figyelembe véve kideriil, hogy a modellrendszer
alkalmazasa indokolt volt a kutatds soran. A benzo(a)pirén -8,5 kcal/mol energiaértéket ért
el, igy kijelenthetd, hogy mar a ,,sziil6” PAH esetében is jelentds az addukt képzddés. A
citokrém P450 enzim hatésara képz6dott benzo(a)pirén-epoxid (15. abra) kotési affinitasa -
8,8 kcal/mol, igy mar a reakcidmechanizmusban résztvevo reaktans is jelentds kdlesonhatés
kialakitasara képes, viszont, ahogy sejteni lehetett a benzo(a)pirén-diolepoxid (15. abra)
rendelkezik a legkisebb kotési affinitds értékkel, ami -9,4 kcal/mol. Ez az érték tokéletesen
reprezentalja, hogy miért is annyira fontos ennek a kifejezetten reaktiv molekuldnak a

tanulméanyozasa és miért sziiletik szdmos tanulmany a témaval kapcsolatban.
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benzo(a)pirén-epoxid

Kotési affinitas: -8,8 kcal/mol

Kétési affinitas: -9,4 kcal/mol

15. dbra — A 22 nukleotid hossziisdgti emberi DNS-lanchoz dokkolt b(a)p-epoxid és b(a)p-diolepoxid.

A benzo(a)pirén-diol epoxid 9 kotési mod koziil 5 alkalommal kot be a 12-16.
bazisparok (Gunain-Citozin; Adenin-Timin) kdzelében, melyek a kovetkezdk sorrendben:
G—C; G—C; C—G; A— T; A—T, mikdzben a reaktans benzo(a)pirén-epoxid ugyanezen
helyre 2-szer kot be. Tovabba a BPE és BPDE 2-szer kot be a 7-11. bazisparok kozelében:
T—A; G—C; A—T; A—T; A—T. igy levonhato az a kovetkeztetés, hogy szakirodalmi
forrdsoknak megfelelden a citozin és guanin bazisokkal eldszeretettel 1étesit kapcsolatot a
BPDE és létrejon a karcinogén addukt.

A PAH-ok kiilonboz6é szerkezetén kiilonb6zd régiok kiilonithetdek el, ez nincs
masként a b(a)p esetében sem (8. abra). A kiilonb6z6 régiokban eltérd energetikai
tulajdonsagok lehetnek, ezaltal nem mindegy, hogy melyik régioban helyezkedik el az
epoxid-gylrli. Megvizsgaltam 7 par b(a)p epoxid anti- ¢€s syn-izomerjeinek a
szabadentalpiaértékeit. Az N-régidban talalhato az 1,2-b(a)p-epoxid és a 2,3-b(a)p-epoxid;
a K-régidban a 4,5-b(a)p-epoxid és a 11,12-b(a)p-epoxid; az M-régidban a 7,8-b(a)p-epoxid
¢s a 8,9-b(a)p-epoxid, végiil az 6bdlrégidoban pedig, a 9,10-b(a)p-epoxid.

A lehetd legpontosabb eredmények érdekében a szdmitasokat az altalam alkalmazott
legmagasabb elméleti szintli méddszerrel a wB97X-D és a 6-311++G(d,p) bazis szettel
végeztem el. Az egyes régiokban az anti- és a syn-izomerek kozotti energiakiilonbség kozel

nulla, ami megfelel az elvarasoknak.
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A 3. tablazatban lathat6 az b(a)p-epoxid anti- €s syn-izomerek energiakiilonbségei
az egyes régiokban. A legmagasabb energiaérték 0-val valé egyenlitése utan, annak

kiilonbsége adja meg az eltérését a régiok energiaértékei kozott.

3.tablazat: A kiilonbozo régiokban elhelyezkedo b(a)p-epoxidok és izomerjeinek szabadentalpia kiilonbségei

Név Anti (kJ/mol) | Syn(kJ/mol)
K-régio 01 4,5-b(a)p-epoxid 0,00 0,00
K-régio_02 11,12-b(a)p-epoxid 18,80 18,80
M-régio_01 7,8-b(a)p-epoxid 40,61 40,62
Obol-régio 9,10-b(a)p-epoxid 40,96 40,96
N-régiéo_01 1,2-b(a)p-epoxid 63,53 63,53
N-régio_02 2,3-b(a)p-epoxid 92,65 92,66
M-régié_02 8,9-b(a)p-epoxid 125,88 125,87

Jol lathato, hogy az egyes régiokban nem igazan van kiilonbség az izomerek kdzott,
viszont az epoxid-gylrii helyzete érdekes értékekkel szolgdl a kiilonb6zd pozicidkban. A
varakozasokkal ellentétben ugyanis, nem az 6bolrégios 9,10-b(a)p-eepoxid rendelkezik a
legalacsonyabb szabadentalpiaértékekkel, hanem a K-régioban talalhato 4,5-b(a)p-e. SOt az
0bol-régidés b(a)p-epoxidnal tovabbi két molekula is alacsonyabb energiaértékkel
rendelkezik. A legalacsonyabb szabadentalpia értékhez viszonyitva a 9,10-b(a)p-e értéke
40,61 kJ/mol-lal magasabb, igy a kozépmezOnyben helyezkedik el. Az N-régioban
elhelyezkedd epoxidok pedig kevésbé aktivak, itt az energiakiilonbség 63,53 és 92,65 kJ/mol
a4,5-b(a)p-epoxid értékeihez viszonyitva. A legnagyobb szabadentalpia értékkel rendelkez6
molekula a 8,9-b(a)p-e az M-régioban talalhato, kdzvetleniil a 7,8-b(a)p-e szomszédsagaban,
melynek energiakiilonbsége csupan harmada a 4,5-b(a)p-epoxidhoz képest. Nem
beszélhetniink nagy energiakiilonbségekrol, ennek ellenére kérdéseket vethet fel, hogy egy
régioban, mi okoz ilyen eltéréseket, illetve az 6bolrégios epoxid helyzete sem magyarazhato

ezzel a megkozelitéssel.
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Osszefoglalas

A policiklusos aromas szénhidrogének (PAH-ok) életiink szerves részét képezik és
szdmos kutatds bizonyitotta, hogy koziiliikk tobb molekula is erdsen karcinogén, terratogén
¢s mutagén, igy monitorozdsuk ¢és kutatdsuk kiemelten fontos. A tokéletlen égés
kovetkeztében keletkeznek, igy a kornyezetbe rendkivill valtozatos mddon képesek
bekeriilni. Legnagyobb mennyiségben a légkorben vannak jelen, ahonnan belégzés altal
konnyen bejuthatnak az €16 szervezetekbe.

A benzo(a)pirén az egyik leginkabb rakkelté PAH, melynek a szerkezete ot
kondenzalt gytliriibdl all, metabolizmusa soran epoxid gytiriik keletkeznek a szerkezetén,
tovabbi 1épések kovetkeztében pedig kialakul az erdsen reaktiv benzo(a)pirén-7,8-
dihidrodiol-9,10epoxid (BPDE). A reakci6é a P450 enzim segitségével kovetkezik be és a
molekula képes karcinogén adduktot 1étesiteni a DNS guanin-bazisaval.

Jelen dolgozat témdja ennek a reakcidmechanizmusnak a vizsgalata szamitogépes
kémiai modszerekkel. Eldszor a reakcioban résztvevd molekuldk 3D-s szerkezete kertilt
megrajzolasra. Majd kiilonb6zdé elméleti szinteken szamitdsok keriiltek elvégzésre a
Gaussian 09 programmal. A PM6 modszerrel kapott eldzetes eredmények jo kiindulasi
alapnak bizonyultak a pontosabb szamitasokhoz.

Az elézetes eredmények felhasznalasaval epoxid, etilén-oxid, benzo(a)pirén-epoxid
¢s BPDE lignadumok kertiltek dokkolasra a 22 nukleotidbdl 4ll6 megfelelden valasztott
emberi DNS-lanchoz (PDB ID: 1HF0) az Autodock Vina 1.1.2 programcsomag
hasznalataval. Ennek soran kideriilt, hogy az el6zd kutatdsokban alkalmazott modell-
rendszernek volt 1étjogosultsaga. Az eredményként szolgald kotési affinitds értéke, a
benzo(a)pirén-epoxid esetében -8,8 kcal/mol volt, mig a BPDE esetében -9,4 kcal/mol. igy
kijelenthetd, hogy a BPDE sokkal stabilabb komplexet hoz létre a DNS-el, mint a
benzo(a)pirén és a benzo(a)pirén-epoxid, igy nagyobb a valdszinliség arra, hogy a b(a)p
karcinogén hatasa ettdl az adduktdl fiigg leginkabb.

A K-régioban elhelyezkedd epoxid-gytirti jelenlétében rendelkezik a legalacsonyabb
szabadentalpiaértékkel a b(a)p, amely tovabbi kérdéseket vethet fel. Példaul, hogy mi lehet
ennek az oka és az 0Obolrégioban elhelyezkedd epoxiddal rendelkezd b(a)p, miért
helyezkedik el a kozépmezdnyben.

Laboratoriumi kisérleteknél a b(a)p vizsgilata nehéz a toxicitdsa miatt, igy a
szamitogépes kémia fontos szerepet jatszik a témaval kapcsolatos kutatdsokban. A kapott
eredményeket latva megértheté a reakcid molekuldris lefutdsa és ezéltal kiilonbozo

modszerek tervezhetdk, amelyekkel csokkenthetd a PAH-ok toxicitasa.
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Pesrome

[Mominuxuiyni apomatuyuni ByrieBoHi (ITAB) € HeBiZ’€MHOIO YaCTHHOIO HAIIOTO
KHTTS, 0araTo JOCIHIHKEHb JOBEIH, IO ACSK] 3 X MOJIEKYJI € CHIIbHUMH KaHILIEPOr€HaMHU,
TEpaTOreHaMy Ta MyTareHaMu, TOMY X MOHITOPHHT 1 TOCIIPKEHHS HaA3BUYAHO BaXKITUBI.
BoHu yTBOPIOIOTBCS B pPE3y/bTaTi HEMOBHOTO 3TOPSHHS, TOMY MOXYTh IMOTPAIUIATH B
HaBKOJIMIIIHE CEPEJOBUINE PI3HOMAHITHUMM LUIAXaMH. BOHM HaiOLIBII mOLIMpeHi Y
MOBITPi, 3BIIKH JIETKO MOTPAIUIAIOTH B OpPraHi3MH yepe3 BIUXaHHS.

benso(a)mipen € ogHuM 13 HaiOUTeIn KaHueporeHHuX I[IAB, cTpykrypa sSKOTO
CKJIAJA€ThCs 3 I'SITH KOHIEHCOBAHUX KiNielb, MiJl yac MeTabomi3My Ha HOro CTpyKTypi
YTBOPIOIOTBCS E€MOKCHUJHI KiJbI, a MOJANbII peakilii NpU3BOIATH O YTBOPEHHS
BHCOKOpPEaKTUBHOTO OeH30(a)mipen-7,8-auriapomion-9,10enokcuny (BPDE). Peakiiis
BiOyBa€eThes 3a yuacTio pepmenty P450, a Monekya 37aTHa yTBOPIOBATH KaHLIEPOT€HHUI
aJIyKT 3 TyaHiHOBOIO ocHoBoo JIHK.

Temoro naHoi KypcoBoi poOOTH € JOCHIDKEHHS MeXaHi3My IIi€i peakiii
KOMI'IOTEpPHUMHU XiIMiYHUMH MeTtopamu. Crovatky Oylla HaManabOBaHa TPHUBHMipHA
CTPYKTypa MOJIEKYJ, sIKi OepyTh yuacTb y peakmii. [loTiM 3a gomoMoror mporpamu
Gaussian 09 Oynu BUKOHaHI PO3paxyHKH Ha pPi3HUX TeOpeTHUHUX piBHiAX. [lomepenHi
pe3yabTaTH, OTPUMaHi 3a JJOMOMOT0I0 MeToay PM6, BUSBUIMCS XOPOIIOI0 OCHOBOIO JUIS
OB TOYHUX PO3PAXYHKIB.

BukopucroBytoun nornepeHi pe3yJbTaTy, eTMOKCHUI, CTUIICHOKCH/I,
6en3o(a)nipenenokcuy i giranau BPDE Oynu npuennani 10 BiANOBIAHUM YHHOM O0paHOTO
nanirora JIHK monunu 3 22 nykineoruais (PDB ID: 1HF0) 3a nomomororo makeTa mporpam
Autodock Vina 1.1.2. V mporeci 3'scyBanocs, 1Mo MoJelbHa CHUCTEMa, BUKOPUCTaHA B
MOTIEPETHIX JOCTIKEHHSAX, Ma€ MpaBo Ha icHyBaHHA. OTpumaHa aiHHICT 3B’S3yBaHHA
CTaHOBHJIA -8,8 KKaJI/MOJb Il enoKcuay OeHszo(a)mipeHy Ta -9,4 kkan/monb aiast BPDE.
Takum ynHOM MOXKHa cTBepmKyBaTu 1o BPDE yTBOproe Ounbm cTabibHUI KOMIUIEKC
JIHK =ik 6en30(a)nipeH i 6enso(a)nipeH-enokcua, ToMy HMOBIpHIIIE, 0 KaHIEPOTeHHUI
edekT b(a)p 3aekKuTh Bl IHOTO aITYKTY.

3a HaASBHOCTI EMOKCHIHOTO Kulbllsg, po3ramoBaHoro B K-oGmacrti, b(a)p mae
HallHIDKYE 3HAYEHHS BUIBHOI €HTANbIII, IO MOKE BHKIHMKATH OOJATKOBI 3allMTaHHSL.
Hanpuknan, mo Moxxe OyTH IPUYMHOIO LIBOTO 1 YoMy b(a)p 3 €MOKCHIOM, pO3TalIOBAaHUM B
obmacti pudm, 3aiiMae MPOMi>KHE TIOJIOKEHHSI.

JlaGopaTOpHi €KCIIepUMEHTH JJIsi BHBYEHHS b (a) p € CKIagHUMM Yepe3 HOoro

TOKCHYHICTb, TOMY KOMIT'IOTEpHA XIMisl BIJirpa€ BaXJUBY pOJb Yy BIAMOBIAHUX
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JOCHIUKEHHAX. 3 OTPUMAHUMHU PE3yJIbTaTaMH MOXHA 3pO3yMITH MOJICKYJISIpHUN Tepeoir

peaxiiii Ta po3poOUTH pi3HI METOAM AJIsl 3HIKEHHS TOKCHYHOCTI [TAY.
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