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§ SazZetak vii

§ Sazetak

Duhanski dim je kompleksna smjesa raznih vrsta spojeva, od kojih su mnoge kancerogene, Sto
moze biti posljedica genotoksi¢nosti, citotoksi¢nosti ili uzrokovanja raznih upala.

Vecina karcinogena je stabilna i nereaktivna, pa ulaskom u organizam dolazi do metabolicke
aktivacije najées¢e pomocu enzima citokroma P450 1A2. Aktivacijom nastaju reaktivne vrste
koje mogu tvoriti kovalentne adukte s DNA koji smetaju u to¢nom prenosenju genske
informacije. Interakcija DNA s aktiviranim metabolitima deSava se preteZito na gvaninima, ali
nisu ni ostale baze iskljucene.

Mehanizmi djelovanja i aktivacije istrazivani u in vitro uvjetima ili na modelu miseva, zbog
¢ega jo$ uvijek nije u potpunosti jasan nacin djelovanja kancerogenih sastavnica na ljudski
organizam zbog puno veée kompleksnosti u odnosu na misji.

Ovaj rad prikazuje dosad utvrdene kancerogene sastavnice dima, njihova kemijska obiljezja

te na¢in metabolicke aktivacije i1 kako utjeCu na pojavu raka.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Duhanski dim je aerosol koji sadrzi oko 9000 identificiranih komponenti, dok se pretpostavlja
da ukupan broj dostize 100 000. U dimu je sadrzano jako puno vrsta Spojeva poput,
ugljikovodika (jednostavnih, aromatskih i heterociklickih), aldehida, alkohola, kiselina, amina
i dr., no ni jedna vrsta ne zauzima veéinski dio sastava.! Konzumiranje duhana razlog je 30%
ukupne smrtnosti uzrokovane tumorom u razvijenim zemljama jer utjece na razvoj karcinoma
respiratornog, probavnog i mokraénog sustava.?

Poznato je da puSenje izaziva razne bolesti, no toCan nacin djelovanja na organizam,
inicijacija i progresija nastale bolesti, nije u potpunosti jasan zbog kompleksnosti sastava dima,*
ali i postojanja raznih puteva kojim kancerogene tvari dovode organizam do istog rezultata:
tumora.> Mehanizmi djelovanja mogu biti direktni; mutacijama gena DNA, ili indirektni;
izazivanje raznih upala. Duhanski dim djeluje na imunoloski sustav zbog ¢ega su pusaci
podlozniji infekcijama, te potie ludenje tumorskih faktora,* no ni jedna komponenta
samostalno ne izaziva pojavu tumora, ve¢ niz pojedinacnih mutacija s razli¢itim uzrocima
dovodi do pojave raka.® Posljedice dulje izloZenosti duhanskom dimu su obi¢no mutacije koje
u krajnosti dovode do kroni¢nog bronbhitisa, ali i nastanka raka pluca i koze.

Neki c¢imbenici, iako nemaju velik udio u sastavu dima, imaju znatan kancerogeni
potencijal, zbog ega i u maloj koli¢ini $tete organizmu.! Kancerogene sastavnice se jo$
istrazuju, no poznato je da spojevi poput aldehida, policiklickih aromatskih molekula,
nitrozamina i arsena imaju najnegativniji u¢inak na organizam i znatno pridonose mutacijama
koje uzrokuju rak ili neku kroni¢nu bolest.3>”

U ovom radu su prikazane sastavnice duhanskog dima koje su kroz istrazivanja utvrdene
kao one s najvecim utjecajem na organizam, odnosno s najve¢im kancerogenim potencijelom.
Kako potpun sastav dima nije identificiran te se mehanizmi djelovanja jo§ istrazuju, postoji

mogucénost da neke neidentificirane komponente pridonose vise kancerogenosti dima.>
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§ 2. Prikaz odabrane teme 2

§ 2. PRIKAZ ODABRANE TEME

2.1. Opéi sastav

Duhanski dim ima kompleksan sastav aerosola nastao gorenjem duhana na zraku pri visokoj
temperaturi zbog ¢ega se mnoge komponente dima razlikuju od onih u duhanu jer gorenjem
smjese komponenata nastaju kompleksnije molekule koje imaju drugacija, potencijalno
kancerogena svojstva. Prve otkrivane komponente su bili alkaloidi, od kojih je nikotin u
najve¢em udjelu, amonijak i ugljikov monoksid, a kasnije su otkriveni spojevi koji se danas
koriste u pesticidima poput arsenova oksida, toksafena, tetraetil pirofosfata, i dr. lako smatrani
toksi¢énim komponentama, alkaloidi izazivaju ovisnost, no zasebno nisu razlog kancerogenosti
dima, ve¢ transformacijom pomocu drugih karcinogena postaju $tetni za zdravlje na nacin da
se uz odredene enzime metabolicki pretvore u kancerogene spojeve ili stvaraju mikroklimu za
rast tumora aktivacijom pojedinih signalnih puteva.?® Novija istrazivanja pokazuju kako dim
sadrzi ¢itav niz organskih molekula te metala, od kojih gotovo sve komponente imaju doprinos
nekoj bolesti, odnosno respiratorni i kardiovaskularni su toksini te toksi¢ni u razvoju ili

reprodukciji.®

2.2. Kancerogene tvari

Kancerogene tvari se definiraju kao supstance koje promoviraju karcinogenezu, odnosno
nastanak raka.® Duhanski dim se sastoji od mnogo kancerogenih tvari koje na razlicite na¢ine
djeluju na organizam; neke od njih poput policiklickih aromatskih ugljikovodika, N-specifi¢nih
duhanskih nitrozamina i aromatskih nitrozamina imaju znacajan utjecaj na nastanak tumora
dok primjerice acetaldehid koji se nalazi u vecoj koli¢ini nema toliko izrazeno kancerogeno
djelovanje.® Ukupna koli¢ina karcinogena u dimu jedne cigarete varira od 1-3 mg. Nagini
izazivanja nastanka tumora ovise 0 organizmu u koji se unosi duhanski dim jer su sastavnice
dima vec¢inom nereaktivne molekule koje prolaze metabolitiCku aktivaciju te mogu sluziti kao
elektrofilna sredstva za alkiliranje nukleofilnih mjesta na DNA Sn1 ili Sn2 mehanizmom.
Opasniji su agensi koji djeluju Sn1 mehanizmom (specificni duhanski N-nitrozamini i
nespecifi¢ni N-nitrozamini) jer imaju ve¢u tendenciju alkilacije kisika na bazama DNA od Sn2
agensa, a nastali adukt na gvaninu je glavni uzrok pretvorbe baze u adenin. S druge strane

toksi¢ni nepolarni spojevi se prevode u spojeve topljive u vodi zbog specifi¢cnog mehanizma
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§ 2. Prikaz odabrane teme 3

obrane od citotoksi¢nog efekta koji prevodi spojeve u topljive kako bi se mogle izluditi iz
organizma, no umjesto spojeva s manjom toksi¢no$c¢u se dobivaju reaktivnije tvari koje mogu
interagirati s DNA. ViSe enzimskih sustava poput citokroma P450, glutation S-transferaze,
sulfotransferaze je odgovorno za nastanak reaktivnijih vrsta iz policiklickih aromatskih
ugljikovodika te aromatskih amina i aromatskih nitrozamina.® Alkaloidi, posebice nikotin,
izazivaju ovisnost te promoviraju nastanak raka aktivacijom signalnih puteva koji zatim
olaksavaju rast stanica raka, migraciju i invaziju.? Metaboli¢ka aktivacija nije nuzno potrebna
za mutagenost: etilen-oksid izaziva stvaranje raznih adukata DNA i proteina direktnom
interakcijom bez aktivacije.l® Osim spojeva koji interagiraju s DNA i smatraju se
genotoksinima, druge sastavnice duhanskog dima, poput aldehida i arsena indirektno utjecu na
pojavu raka izazivanjem raznih upalnih procesa, oksidativnog stresa u plu¢ima Sto doprinosi
zajedno s drugim komponentama karcinogenezi.” Aldehidi, iako u manjem dijelu, mogu utjecati
na DNA mutacije zbog nastanka reaktivnih kisikovih vrsta biotransformacijom. !

2.2.1. Policiklicki aromatski ugljikovodici

Policikli¢ki aromatski ugljikovodici (PAH, engl. polycyclic aromatic hydrocarbons) su
organski spojevi koji se sastoje od dva ili viSe povezanih aromatskih prstenova, a nastaju
nepotpunim izgaranjem drugih organskih tvari, najéesé¢e u industriji.}? Kao jedna od prvih
otkrivenih skupina kancerogenih tvari u duhanskom dimu, PAH su najopseznije istrazivani
kao uzroc¢nici povecane pojave raka pluéa kod pusaca. lako su u poc¢ecima istrazivanja bili
teSko dokazivi zbog nepimjerenih metoda odredivanja, danas je identificirano oko 90
osnovnih policikli¢kih aromatskih struktura razne veli¢ine; od biciklickih do dekaciklickih.
Nadalje je dokazano postojanje raznih mono- ili poli- metiliranih osnovnih spojeva te se
njihov broj procjenjuje na 600.° Manji PAH nisu toliko opasni zasebno, no u smjesi istih moze
sastoji 1 od Cesti¢ne i plinske faze, razlikuje se i djelovanje PAH-a u razli¢itim stanjima na
zdravlje: utvrden je ve¢i udio PAH-a s jaCe izrazenom kancerogenosti vezan na Cestice, dok je
u plinskoj fazi veé¢i udio manjih PAH-a.12 Osim samih PAH-a, u duhanskom dimu se nalaze i
neki prekursori iz kojih se mogu dobiti PAH ciklizacijom, dehidratacijom i aromatizacijom, a
takvi su terpeni, fitosteroli i zasiceni alifatski ugljikovodici, pa i oni doprinose kancerogenosti
dima.®

Najpoznatiji, a ujedno i najistrazivaniji predstavnik PAH-a je benzo[a] piren (B[a]P)>*?, koji

se sastoji od 5 kondenziranih aromatskih prstenova (slika 1). Iako nije uvijek u najve¢em udjelu
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§ 2. Prikaz odabrane teme 4

naspram ostalih PAH-a najvise doprinosi kancerogenosti takve smjese spojeva,'?pa ¢e svojstva

i nacini djelovanja PAH-a biti prikazani na primjeru B[a]P.

Slika 1. Strukturna formula benzo[a] pirena, C2oH12
Buduc¢i da je B[a]P aromatski spoj, ima veliku stabilnost i nije reaktivan u odsutnosti enzima,
Sto zna¢i da unosom u organizam dolazi do procesa metabolicke aktivacije i dobivaju se
stanicne membrane te U Stanici tvori kompleks s arilnim ugljikovodi¢nim receptorom i
translocira se u jezgru stanice gdje dimerizira zajedno s arilnim ugljikovodi¢nim nuklearnim
translokatorom. Novonastali dimer se veze na specifiéne dijelove DNA te tako inducira
ekspresiju citokroma P450 koji sudjeluje u pretvorbi B[a]P u reaktivniji benzo[a]piren-7,8-diol-
9,10-epoksid (BPDE) (slika 2). Produkt se moze vezati na DNA, posebice na gvanin, te stvarati
adukte koji dovode do mutacija gena, od koji su najvaznije mutacije gena tumorskih supresora
jer su obi¢no povezane pojavom raka pluéa.”> BPDE nije jedini produkt koji nastaje
metaboli¢kom aktivacijom B[a]P, nastaje i benzo[a]piren-7,8-dihidrodiol, benzo[a]piren-kinon
I dr., no najreaktivniji je i ima najizrazenije djelovanje, dok drugi djeluju na razli¢ite na¢ine i

nisu toliko znagajni.>*2

HO

OH
Slika 2. Struktura benzo[a]piren-7,8-diol-9,10-epoksida, C2oH1003

Suzana Inkret Zavr$ni rad



§ 2. Prikaz odabrane teme 5

S druge strane, dio nastalog aktiviranog B[a]P ne interagira s DNA jer se stanica brani od
nepozeljnih adukata na nacin da pretvara netopljive metabolite u topljive prilikom detoksikacije
te oni izlaze iz organizma. Drugi nacin kontrole Stete ako je ve¢ nastao kompleks BPDE-DNA
je neki od mehanizama popravka DNA, od kojih je najznacajniji izrezivanje nukleotida zbog
specifi¢énog djelovanja BPDE na gvaninski nukleotid. lako postoji na¢ini kontroliranja Stete,
zbog mutacija na genima tumorskih supresora, kompleks BPDE-DNA ima mogucnost
izbjegavanja Kontrolnih tocaka ispravnosti DNA, pa ne dolazi nuzno do izrezivanja
promijenjenih nukleotida.'®

Vazan ucinak u izazivanju raka imaju i upalni procesi: izlozenost duhanskom dimu izaziva
pojavu upale u plu¢ima, tijekom koje se aktiviraju neutrofili koji otpustaju reaktivne kisikove
vrste (radikali ili peroksidni i superoksidni anioni) ¢ijim djelovanjem nastaje vecina Stete na
tkivu i DNA. B[a]P moze izazvati oksidativni stres pri ¢emu dolazi do otpuSanja reaktivnih
kisikovih vrsta, ali 1 povecane ekspresije proupalnih citokina poput interleukina i tumorskog
nekroznog faktora.!3

U stanici, to¢nije neutrofilima postoje enzimi koji djelomi¢no promoviraju metabolicku
aktivaciju kancerogenih tvari; mijeloperoksidaza i B-glukuronidaza no mehanizam njihova
djelovanja na kancerogene tvari nije to¢no utvrden jer enzimi sudjeluju u inhibiciji metabolicke
aktivacije karcinogena, ali u odredenim uvjetima promoviraju istu. lako je nepoznat nacin na
koji sudjeluju, utvrdena je povezanost izmedu tih enzima i ekspresije pojedinih metabolita koji
sudjeluju u aktivaciji B[a]P.*
2.2.2. Specificni duhanski N-nitrozamini
Nitrozamini su spojevi koji se sastoje od NO skupine vezane na dusik u aminu, a u duhanskom
dimu najée$c¢e nastaju nitroziranjem te dodatnom redukcijom ili oksidacijom alkaloida poput
nikotina, nornikotina i anatabina. Takvi nitozamini nazivaju se specifi¢éni duhanski N-
nitrozamini  (TSNA, engl. tobacco specific N-nitrosamines) jer nastaju specifiénim
nitroziranjem prilikom procesa pusenja, no isto tako prilikom susenja i obrade duhana Sto
objasnjava prisutnost N-nitrozamina u bezdimnom duhanu (duhanu koji nije zapaljen).
Spomenuti alkaloidi su sekundarni ili tercijarni amini, stoga su pogodni za nitroziranje pomocu
nitrita ili nitrata koji su takoder prisutni u duhanskom dimu te tako pridonose kancerogenosti
istog. Koli¢ina TSNA u dimu varira od 100-1200 ng po cigareti, §to je mali udio s obzirom na

ukupnu koli¢inu kancerogenih tvari u dimu jedne cigarete.**
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§ 2. Prikaz odabrane teme 6

Identificirano je nekoliko TSNA-a prisutnin u duhanskom dimu poput 4-
(metilnitrozamino)-1-(3-piridil)-1-butanon ~ (NNK) (slika 3) koji je predstavnik
nitrozaminoketona dobivenih iz nikotina, N'-nitrozonornikotin (NNN) (slika 3), N'-
nitrozoanatabin (NNT) i N'-nitrozoanabazin (NAB) od kojih NNK i NNN imaju najveci utjecaj
na kancerogenost dima. Utvrdena je povezanost strukture N-nitrozamina s kancerogenosti:
prisutnost metilne ili metilenske skupine na a polozaju s obzirom na N-nitrozo skupinu znatno

doprinosi stetnosti jer a-hidroksilacija povecava reaktivnost takvog spoja te lakSe moze tvoriti

adukte.?14

X N\ ‘
|

)
N/ O/ N/

Slika 3. Strukturne formule N'-nitrozonornikotina (NNN-lijevo), CoH1oN3O, i 4-

(metilnitrozamino)-1-(3-piridil)-1-butanona (NNK-desno), C1oH13N30-
NNK i NNN prolaze aktivaciju pomocu citokroma P450 pri cemu nastaju reaktivni i nestabilni
meduprodukti koji se raspadaju na manje, takoder reaktivne produkte. Karcinogeneza kao
posljedica djelovanja NNN i NNK je proces u vise koraka koji ukljucuju genetske promjene
zbog cega posljedi¢no dolazi do inicijacije 1 progresije bolesti. Reaktivni produkti nastali
metaboli¢kom aktivacijom mogu reagirati s DNA dajuci adukte, koji su razlog pojave mutacija
koje se replikacijom dalje prenose i uzrok su pojave raka. S druge strane moze do¢i do popravka
DNA jednim od mehanizama, ¢ime ¢e se ispraviti greske i ne ¢e do¢i do prijenosa mutacije,
zbog &ega adukti na DNA nisu nuzno uzroci trajnih mutacija na DNA.?

Jedna od vaznijih reakcija aktivacije NNK je a-hidroksilacija na metilnom ugljikovom
atomu pri ¢emu nastaje o-hidroksimetil NNK na kojem moZe zbog stabilnosti do¢i do
glukuronidacije, nakon ¢ega spontano gubi formaldehid i nastaje piridiloksobutildiazohidroksid
koji spremno reagira s DNA dajuci adukte piridiloksobutilacije (POB). Zatim moZe do¢i do
redukcije do 4-(metilnitrozamino)-1-(3-piridil)-1-butanola (NNAL) koji takoder ulazi u

Suzana Inkret Zavr$ni rad



§ 2. Prikaz odabrane teme 7

reakciju glukuronidacije, pri ¢emu nastaje NNAL glukuronid koji se a-hidroksilacijom dodatno
¢ini Stetnijim za organizam, no do reakcije ne dolazi odmah jer NNAL moze cirkulirati kroz
organizam zbog svoje stabilnosti.® S druge strane, hidroksilacija na a-metilenskom ugljikovom
atomu NNK daje metildiazonijev ion koji stvara adukte na gvaninu, a kao primjer sluzi O°-
metilgvnaozin (slika 4).23 Nadalje, na NNN aktivacijom pomoéu citokroma P450, dolazi do a-
hidroksilacije na metilenskom ugljikovom atomu te daljnjim pretvorbama nastaju POB-DNA
adukti, kao $to je O°-[4-(3-piridil)-4-oksobut-1-il]-2'-deoksigvanozin (slika 5). DNA reagira s
aktiviranim produktima na nacin da se metilira, piridiloksobutilira ili piridilhidroksobutilira te
tako daje adukte od kojih nisu nuzno svi mutageni: izazivaju pretvorbu gvanina u adenin ili
timin, no takve mutacije se brzo isprave izrezivanjem baze ili nukleotida i nemaju pretjerano
Stetan ucinak. Ako ne dode do popravka DNA nastali adukti mogu pridonositi, ali samostalno
nisu dovoljni za indukciju raka: inicijacija 1 progresija uklju¢uju deaktivaciju tumorskih
supresorskih gena, upalne procese i promjene u tkivima zbog ¢ega samo oko 20% pusaca dobije

rak pluca.

OCHa4

H N NH.

Slika 4. Strukturna formula O8-metilgvanozina, CsH7NsO

N
0
" 0
4 Iﬁ
i RN NH,

P
Slika 5. Strukturna formula O8-[4-(3-piridil)-4-oksobut-1-il]-2'-deoksigvanozina, Ci14H14NeO2

S
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S druge strane, NNN i NNK imaju puno ve¢i afinitet vezanja, u odnosu na nikotin, na nikotinski
acetilkolinski receptor (nAChR), koji se nalazi u membranama nekih neurona i u
neuromuskularnom spoju te vezanjem liganda na receptor Salje signal za otvaranje kanala u
membrani. Zbog funkcije nAChR, vezanje navedenih karcinogena utjeCe na stvaranje
mikrookoline pogodne za razvoj stanica tumora. Vezanjem NNK na nAChR dolazi do ulaska
kalcijevih kationa u citosol plu¢nih stanica, pri cemu dolazi do depolarizacije membrane, a
posljedi¢no i do aktivacije raznih kinaza (npr. serinske i treoninske) i transkripcijskih faktora
$to dovodi do proliferacije stanica karcinoma.?

Nadalje prisutnost nekog upalnog stanja u tijelu tijekom pusenja znatno olakSava razvoj
stanica raka uzrokovanih primarno N-nitrozaminima, zbog ¢ega do pojave adenokarcinoma
opstruktivnom plué¢nom boles¢u jer je afinitet vezanja NNK na nAChR jo$ ve¢i nego kod
zdravih stanica pluéa.?

Navedeni mehanizmi djelovanja N-nitrozamina nisu jedini moguci, no drugi putevi nisu
toliko istrazeni, ili nisu uopée definirani jer su N-nitrozamini novije otkriveni karcinogeni u
sastavu duhana i duhanskog dima.?

2.2.3. Nespecificni N-nitrozamini

Osim specifi¢nih duhanskih N-nitrozamina, koji se dobivaju reakcijama nitroziranja alkaloida,
postoje 1 oni koji se mogu osim u duhanskom dimu naci 1 u drugim izvorima, te sadrze obi¢no
jednostavnije amine, koji nisu nuzno specificni za duhanski dim. Predstavnici takve vrste
spojeva u duhanskom dimu su N-nitrozodimetilamin (NDMA) (slika 6), N-nitrozoetilmetilamin
i N-nitrozopirolidin. Navedeni spojevi spadaju u lako hlapive tvari, koje se nalaze u manjim

koli¢inama u duhanskom dimu u odnosu na TSNA-e.6

Slika 6. Strukturna formula N-nitrozodimetilamina, C2HsN2O
NDMA od navedenih predstavnika ima najizraZeniju kancerogenost: utjece znatno na pojavu
raka jetre. NDMA, kao i ostali spojevi, prolazi aktivaciju pomocu citokroma P450 pri ¢emu

dolazi do a-hidroksilacije te nastaje formaldehid i o-hidroksi-NDMA koji se zatim spontano
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raspada i nastaje metil diazohidroksid koji dalje sluzi kao metilirajuéi agens za DNA 3%
Metilacija se dogada ve¢inom na kisiku (O6) gvanina, za koju je poznato da ima svojstvo
pogre$nog kodiranja, no moze do¢i i do metilacije Kisika timina koja takoder ima svoju ulogu
u stvaranju lezija koje uzrokuju inicijaciju tumorgeneze.®
T
. PN

)
N

/NH

: H
N

/

Slika 7. Prikaz Watson-Crick-ovog sparivanja gvanina i citozina (lijevo) i sparivanja gvanina
metiliranog na kisiku (O6) s timinom (desno)

U usporedbi s metabolitima NNK koji su ja¢i metiliraju¢i agensi u plu¢ima, aktivirani NDMA
je ja¢i DNA metiliraju¢i agens u jetri, no s obzirom da NNK ima viSe razliitih nadina
djelovanja i aktivacije, smatra se ja¢im tumorgenom od NDMA. Aktivirani NDMA jako brzo
djeluje na organizam, za razliku od NNK koji pretvorbom u NNAL cirkulira kroz organizam
prije daljnje aktivacije i reakcije s DNA.?®

2.2.4. Aromatski i heterociklicki aromatski amini

Aromatski (AA) i heterociklicki aromatski (HAA) amini su strukturno sliéne vrste spojeva koje
su dokazane kao kancerogene, no izlozenost njima ne mora nuzno biti zbog izlozZenosti
duhanskom dimu, ve¢ postoje i drugi znac¢ajni izvori poput kozmeticke i tekstilne industrije, ali
je duhanski dim daleko najveéi izvor.}” Dok PAH i TSNA uzrokuju veéinom rak pluca, AA i
HAA su uzroci pojave raka mjehura, ali i sudjeluju u karcinogenezi gusterace, debelog crijeva
i prostate.'® Kvantitativnim istrazivanjima dokazano je da je prisutnost AA i HAA manja u
dimu koji udise sam pusac¢ nego u onome koji se otpusta u okoli§ samim gorenjem duhana.'’

Dva kancerogena HAA koja se nalaze u znacajnoj koli¢ini u duhanskom dimu su 2-amino-

9H-pirido[2,3-b]indol (AaC) (slika 7) i 2-amino-1-metil-6-fenilimidazo[4,5-]piridin (PhIP)
(slika 8) te oni prolaze metaboli¢ku aktivaciju pomocu citokroma P450, kao i ostali HAA. Za

razliku od aktivacije PAH-a i TSNA-a koja se odvija u pluénim stanicama, aktivacija HAA
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odvija se u stanicama jetre te ovisi o koli¢ini dostupnog enzima P450: inhibicijom istog pomocu
ljudskog autoimunog antiseruma ili 7,8-benzoflavona dolazi do smanjene aktivacije
karcinogena. Za aktivaciju AA i HAA je zasluzana podvrsta enzima P450: P450 1A2, dok druge
vrste ili slabo ili uopée ne aktiviraju navedene spojeve. S obzirom na to da se istrazivanja
provode na Zivotinjama, razlike u ljudskom i Zivotinjskom enzimu P450 te nihovim podvrstama

je kljuéno za odredivanje koliko ée jako enzim aktivirati HAA.1"20

i
/

——

MH-

“Z

Slika 8. Strukturna formula 2-amino-9H-pirido[2,3-b]indola (AaC), C11HoN3
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Slika 9. Strukturna formula 2-amino-1-metil-fenilimidazo[4,5-]piridina (PhIP), C13H12N4
Metabolicka aktivacija HAA obi¢no ukljucuje N-hidroksilaciju pri ¢emu nastaju N-hidroksi
metaboliti koji zbog svoje reaktivnosti mogu dati kancergene DNA adukte zbog cega se HAA
smatraju genotoksinima.?’ Metabolit koji nastaje aktivacijom PhIP je 2-hidroksiamino-1-metil-
fenilimidazo[4,5-]piridin (PhIP-HNOH) (slika 9), koji moze biti supstrat za N-acetiltransferaze
ili sulfotransferaze te tako formirati reaktivne estere koji se mogu kovalentno vezati na DNA.
Aktivacija PhIP ne znaci da ¢e se nuzno aktivirani metabolit vezati na DNA jer dolazi do
detoksikacije, kako aktiviranih metabolita, tako i samog PhlP-a mehanizmom glukuronidacije,
te se izluCuju van iz organizma preko mokrace. Aktivacija i detoksikacija AaC-a ide istim

mehanizmom kao i kod PhIP, no prilikom glukuronidacije N-hidroksiliranog metabolita moze
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do¢i do dodatne aktivacije, ako se glukuronid veze na dusik preko kisika, a ne direktno. Na taj
nadin nastaje metabolit koji ima sposobnost kovalentnog vezanja na DNA.8 lako je poznato da
aktivirani PhIP i AaC interagiraju s DNA stvarajuci lezije, nisu poznata specificna mjesta na

DNA za interakciju, no nastali DNA adukti uzrokuju pojavu karcinoma. 8%

CHs

/
TN

/ NHOH
N
Slika 10. Strukturna formula N-hidroksi-2-amino-1-metil-fenilimidazo[4,5-]piridina (PhIP-
HNOH), C13H12N4O
Nadalje, jedan od glavnih predstavnika aromatskih amina u duhanskom dimu je 4-aminobifenil
(4-ABP) (slika 10) te su istrazivanja karcinogeneze provodena na djelovanju 4-aminobifenila.
Kako bi doslo do ekspresije kancerogenih svojstava spoja, potrebna je metabolicka aktivacija
Sto vec¢inom oznacuje N-oksidaciju pomocu citokroma P450, a u manjem udjelu N-metilaciju
ili peroksidaciju. Novonastali hidroksiarilamin moze i¢i dalje u detoksikaciju pomocéu N-
acilacije ili stvaranjem konjugata sa acetatom, sulfatom ili glukuronatom, pri ¢emu sulfatni i
acetatni konjugati mogu odmah reagirati s DNA, dok glukuronatni odlaze u mokraéni sustav
gdje se hidroliziraju. Hidrolizom nastaje reaktivni kation koji se veZe na C8 gvanina u DNA te
tako nastaje N-(deoksigvanozin-8-il)-4-aminobifenil koji destabilizira DNA zavojnicu najvise
tijekom replikacije jer kovalentno vezani karcinogen konformacijski mijenja gvanin na nacin
da dolazi do pogresnog sparivanja s adeninom ili gvaninom u komplementarnom lancu, $to
posljedi¢no uzrokuje pogresnu replikaciju i pojavu viSe mutacija koje se dalje prenose. Nastali
adukt je specifi¢an za aromatske amine i usko je povezan s karcinogenezom u mjehuru.?! Osim

vezanja na C8 gvanina, arilamini daju DNA-adukte na N2 i O6 gvanina te C8 i N6 adenina.®
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MH-

Slika 11. Strukturna formula 4-aminobifenila, C12H11N
Iako je vecina mehanizama stvaranja mutacija na DNA pomocéu aromatskih amina i
heterociklickih amina poznata, na¢in ispoljavanja tih mutacija i hoce li posljedicno doé¢i do
pojave raka nije poznat, zbog Cega se joS uvijek vrSe in vitro i in vivo eksperimenti na
Zivotinjama, te se utvrduju razike izmedu djelovanja navedenih metabolita na zivotinjski i
ljudski organizam.?
2.2.5. Etilen-oksid

Etilen-oksid (slika 11) je najjednostavniji epoksid koji se sastoji od troclanog prstena dva
ugljika i kisika. Sastavnica je duhanskog dima i zagadenog zraka te dokazano sudjeluje u pojavi
leukemije te karcinogenezi. Osim preko duhanskog dima etilen-oksid moze nastati u organizmu

aktivacijom unesenog etilena, koji se esto koristi za sazrijevanje voéa kao biljni hormon.

O

N

Slika 12. Strukturna formula etilen oksida, CoH4O

S obzirom na napetost tro¢lanog prstena i nestabilnost takvog epoksida, etilen-oksid ne treba
metaboli¢ku aktivaciju jer je reaktivan i elektrofilan zbog ¢ega moZe reagirati s raznima
nukleofilima, kao to su DNA i proteini.’’ Reakcijom s DNA dolazi do alkiliranja pretezno na
gvaninskom fragmentu pri ¢emu nastaje N7(2-hidroksietil)gvanin u vec¢oj koli¢ini, a alkilacija
na O6 gvanina, i duSicima adenina nisu toliko ucestale, no pretpostavlja se da imaju vecu
mutagenost od navedenog N7 gvaninskog adukta. Genske mutacije kao posljedica interakcije
etilen-oksida s DNA najucestalije su plu¢ima, T-limfocitima, koStanoj srzi te su izrazene u
eksperimentima s misevima i §takorima izlozenim etilen-oksidu.??

Na proteinima, posebice hemoglobinu reagira s 3 aminokiseline: cistein, histidin i N-
terminalni valin, a nastali adukti su stabilni i ne popravljaju se, ve¢ dolazi do razgradnje cijelog
proteina. NajizraZenija od svih reakcija je ona s N-terminalnim valinom hemoglobina, pri ¢emu
nastaje N-(2-hidroksietil)valin (HOEtVal), jer su izmjerene koli¢ine dobivenog produkta

proporcionalne koli¢ini unesenog etilen-oksida ili koli¢ini unesenog etilena Koji se
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metabolizirao do etilen-oksida, ali su isto tako nastali DNA adukti linearno povezani unesenom
koli¢inom etilen oksida, odnosno duhanskog dima, zbog ¢ega se HoEtVal moze koristiti kao
biomarker za unos etilen-oksida, odnosno duhanskog dima.!® Koli¢ina HOEtVal je lako
mjerljiva, pa se moze koristiti za odredivanje rizika od nastanka raka, najces¢e limfoidnog i
raka dojke.??23

Iako nisu poznati to¢ni mehanizmi kako etilen oksid izaziva mutagenost na viSe mjesta,
poznato je da izaziva genotoksi¢nost i mutagenost Sto su vazne predispozicije za karcinogenezu.
Osim genskih mutacija, izaziva i promjene u samim kromosomima poput delecija i
translokacija, $to znatno mijenja funkciju tumorskih supresorskih gena. Etilen oksid ne izaziva
oksidativnu Stetu u organizmu, no prisutnost iste tijekom djelovanja etilen oksida znatno
doprinosti njegovoj Stetnosti.?? Smatra se potencijalnim karcinogenom s primarnim izvorom u
duhanskom dimu, §to je dokazano istrazivanjima u kojima su sudjelovali pusaci, nepusaci i
pasivni pusaci.l?
2.2.6. Aldehidi
Aldehidi su Siroka skupina organskih spojeva s karakteristitnom CHO skupinom. Nalaze se u
velikim koli¢inama u duhanskom dimu, te imaju svoju ulogu u kancerogenosti istog, a nastaju
ve¢inom tijekom gorenja duhana pri visokim temperaturama te se nalaze u plinskoj fazi
duhanskog aerosola. Najzastupljeniji su akrolein (slika 12), krotonaldehid (slika 12) i
acetaldehid, a najodgovorniji iz skupine aldehida za citotoksi¢nost i kancerogenost su
nezasi¢eni aldehidi, odnosno akrolein i krotonaldehid, dok acetaldehid iako u velikom udjelu

ne djeluje znatno kancerogeno.’

A S

H H

Slika 13. Strukturna formula akroleina (lijevo), CsH4O i krotonaldehida (desno), C4HsO
Pretpostavlja se da alveolarni makrofagi igraju klju¢nu ulogu u pojavi kroni¢ne upale koja

dovodi do pojave kroni¢ne opstruktivne pluéne bolesti (COPD) zbog otpustanja proupalnih
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citokina poput tumorskog nekroznog faktora o (TNF-a) i interleukina 8 (IL-8). Izlozenost
duhanskom dimu izaziva takoder povecane koli¢ine navedenih proupalnih citokina, zbog
aktivacije aveolarnih makrofaga.*” Istrazivanjem ué¢inka aldehida u duhanskom dimu na stanice
pluca, dokazano je da akrolein izaziva prekomjernu ekspresiju IL-8 i TNF-a, dok krotonaldehid
izaziva preveliku ekspresiju I1L-8.7

Udisanjem duhanskog dima dolazi do pretvorbe spojeva, pri ¢emu se oslobadaju reaktivne
kisikove vrste (ROS) koje stvaraju oksidativni stres u tijelu i glavni su odgovorni za pojavu
COPD, a kasnije i karcinoma. ROS mogu reagirati s fosfolipidnim membranama stvarajuéi
nusprodukte s polinezasi¢enim masnim kiselinama §to posljedi¢no dovodi do stvaranja
reaktivnih karbonilnih vrsta poput 4-hidroksi-2-nonenala (4-HNE) (slikal4) i akroleina, koji se
dobiva reakcijom ROS-a, ali se i nalazi u sastavu dima. 4-HNE je jedan od najzastupljenijih
nezasi¢enih aldehida koji nastaju lipidnom peroksidacijom te ima sposobnost aktivacije
signalnih puteva alkiliranjem DNA 1 bioloski aktivnih proteina, zbog ¢ega dolazi do aktivacije
raznih upalnih i citotoksi¢nih puteva.” Zbog svoje lipofilnosti moze do¢i do velike akumulacije

4-HNE na membranama.t!

OH
= "

O

Slika 14. Strukturna formula 4-hidroksi-2-nonenala (4-HNE), CoH160-
Nadalje, enzim koji sudjeluje u biotransformaciji aldehida je aldehid-oksidaza koja spada u
skupinu molibdenskih hidroksilaza te sadrzi dehidrogenazno i oksidazno aktivno mjesto.
Dehidrogenazno mjesto koristi NAD" kao kofator za oksidaciju aldehida do karboksilne
kiseline, pri cemu nastaje NADH kojeg oksidazno mjesto koristi za redukciju kisika te nastaju
reaktivne kisikove vrste kao §to je superoksidni ion i vodikov peroksid. Slobodni radikali koji
nastaju procesom, mogu izazvati Stetu na jetri do kakve inace dolazi zbog alkohola, ali i
kancerogene mutacije na DNA koje posljedi¢no dovode do pojave raka dojke. Osim toga,

aldehid-oksidaza ima $iru specifi¢nost: djeluje na velik broj aldehida, ali i na neke lijekove kao
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Sto su antitumorski agensi akridin 1 karboksamid te kemoterapeutski agensi $to moze dovesti
do smanjenog ili pogresnog djelovanja s obzirom na njihovu namjenu.!

2.2.7. Arsen

Metali su, osim organskih spojeva, takoder u sastavu duhanskog dima, pa tako 1 arsen u malim
koli¢inama. Arsen se ne smatra genotoksinom jer ne postoje dokazi o interakciji s DNA, no
kako kancerogenost ne oznacuje nuzno genotoksi¢nost, postoje i drugi nacini indirektnog
utjecaja na mutacije u DNA. Neki od indirektnih nacina izazivanja genotoksi¢nosti su
interakcija s proteinima koji sudjeluju u mitotskim procesima ili promjene u kromosomima te
inhibicijom enzima koji sudjeluju u popravku mutirane ili o§te¢ene DNA.2*

Arsen unosom u organizam prolazi niz metabolickih reakcija pretvorbe iz oksidacijskog
stanja +V do +III te metilaciju pri ¢emu nastaje dimetilarsenitna kiselina (DMA), i
monometilarsonska(lll) kiselina (MMA) i metilacijom trimetilaresnov(I11) oksid (TMAO).5%*
TMAO je metabolicki produkt arsena ako u organizmu ima puno As, dok je udio u duhanskom
dimu mali, ali dugom izloZeno$¢u dolazi do akumulacije i s vremenom se koli¢ine u organizmu
povec¢aju. TMAO nije produkt biotransformacije arsena u malim koli¢inama jer je
dimetilarsenitna kiselina lo$ supstrat za enzim koji katalizira metilaciju, pa je potrebno puno
istog da dode do reakcije, zbog Cega je u organizmu prosje¢no izlozenom duhanskom dimu
TMAO prisutan u malim gotovo zanemarivim koli¢inama.?*

Dokazano je u razli¢itim stani¢nim sustavima da je trivalentna forma arsena kancerogena:
koncentracije od 0,1-10 umol/dm? u stanici su kancerogene, a ve¢e koncentracije su letalne za
sve vrste stanica. S druge strane peterovalentni arsen je gotovo netoksi¢an, ako ne dode do
redukcije: koncentracije potrebne za toksi¢nost su reda veli¢ine 1mmol/dm?, $to je nemoguée
postiéi izlaganjem duhanskom dimu.?* Eksperimentalnim mijerenjem udjela arsena, u duhanu,
duhanskom dimu i pepelu nastalom gorenjem duhana, dokazano je da se As u jako maloj
koli¢ini prenosi iz duhana u dim jer je temperatura gorenja preniska da bi mogao ispariti, pa As
veéinom zaostaje u pepelu.®

Nadalje, tiolacijom trovalentnog i peterovalentnog arsena dobivaju se spojevi koji imaju
slicnu citotoksi¢nost jer prolaze slicne reakcije ulaskom u stanicu. Lako se prenose preko
stanicnih membrana kao 1 trovalentni netiolirani arsen, dok se peterovalentni netiolirani arsen
gotovo i ne moze prenositi. Pretpostavlja se da prolaskom kroz membranu dolazi do pretvorbe

u oksigenirane spojeve koji su jako reaktivni i zbog toga toksi¢ni.*
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Kancerogenost arsena temelji se na citotoksi¢nosti koja posljedi¢no dovodi do regenerativne
proliferacije te u konac¢nici do nastanka karcinoma najviSe u mjehuru, plu¢ima i kozi. lako su
utjecaji transformiranog arsena dokazani in vitro, postoje indikacije koje upuéuju na to da se
jako sli¢ni procesi s relativno istim rezultatima odvijaju in vivo. Dokazano je da su MMA i
DMA toksic¢ni i za zivotinjski 1 ljudski organizam, toksi¢nost ostalih derivata arsena nije u
potpunosti jasna jer su eksperimenti radeni na miSevima, pa ¢e razlike u nekim enzimima biti

vazne za usporedivanje toksi¢nosti u ljudskom organizmu. *

2.3. Citokrom P450

Citokrom P450 je skupina od 30-ak enzima koji se smatraju oksidazama s mijeSanom
funkcijom odnosno monooksidazama. Ime skupine temeljeno je na svojstvima: citokrom jer su
enzimi hemoproteini, P jer su pigmentirani i 450 zbog apsorpcijskog maksimuma reduciranog
kompleksa enzima i CO na 450 nm. Skupina ima oko 5000 razli¢itih gena, no sli¢nost u
polipeptidnom slijedu je oko 40%, dok je sli¢nost medu proteinima koje kodira isti gen uvijek
veca od 55% kod sisavaca.?®

Aktivno mjesto enzima se sastoji od 4 zavojnice (D, E, I, L) i prosteticke skupine hema
(slika 15), koja je vezana na distalnu zavojnicu I, proksimalnu zavojnicu L i na cistein-hem-
ligandnu petlju koja sadrzi aminokiselinski slijed tipi¢an za proteine s apsorpcijskim
maksimumom 450 nm. Prepoznavanje i vezanje supstrata odvija se na 6 fleksibilnih proteinskih

regija (SRS) u strukturi enzima. Smatanje P450 enzima je dosta ofuvano, no postoji neka

raznolikost koja omoguéuje drugaéije vezanje vise supstrata.?®

Slika 15. Nativna struktura P450 enzima s oznac¢enim regijama prepoznavanja (SRS), C- i N-
krajem i zavojnicama ( L, E, D, G, B")

lzvor: referenca 26
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Enzimi P450 se zbog polimorfije, vise nacina indukcije i inhibicije vrlo razlikuju po
specifi¢nosti i aktivnosti u odredenoj okolini. Najznacajnija je skupina enzima za metabolizam
lijekova, steroida i karcinogena, te varijacije u njihovim razinama utjecu na klini¢ke posljedice
konzumiranih lijekova. Hepatociti su glavno mjesto ekspresije ve¢ine enzima P450, no postoje
I neki poput P450 1A1, 2B1 i 2F1 koji se veé¢inom nalaze u plué¢ima ili drugim tkivima.
Najvazniji enzimi za aktivaciju navedenih karcinogena u radu su 1Al i 1A2, od kojih se 1Al
nalazi u nekoliko vrsta tkiva, najvise u stanicama pluca, a 1A2 samo u hepatocitima.
Najspecificnija aktivacija pomoc¢u enzima P450 1A1 je aktivacija benzo[a]pirena, a najbolji
supstrati za 1A2 enzim su arilamini i heterocikli¢ki amini.'%’

Enzimi P450 kataliziraju raznolike reakcije poput hidroksilacije, dealkilacije, deaminacije,
peroksidacije, no i mnogo drugih te imaju razne supstrate poput masnih kiselina, steroida,

lijekova, organskih otapala, pesticida i1 karcinogena, zbog ¢ega se funkcija i regulacija enzima

komplicirane i jos uvijek se istrazuju.®
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