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biologicznego monitoringu

Streszczenie

W artykule przedstawiono wybrane aspekty Diotransformacji ksenobioty
ków przez układ oksydaz o mieszanym działaniu, a także rolę Cytochromu 
P-450 w molekularnym mechanizmie hydroksylacji ksenobiotyków. Podano 
jednocześnie zasadę i metodykę pomiaru ilości Cytochromu P-450 (Omura 
i Sato, 1964) we frakcji mikrosomalnej wątroby. Omówiono rolę ksenobio
tyków w procesie hamowania i indukcji układu oksydaz o mieszanym dzia
łaniu. Wskazano jednocześnie na możliwość zastosowania pomiaru ilości 
Cytochromu P-450 oraz typu indukcji jako ograniczonego wskaźnika biolo
gicznego monitoringu.

Wprowadzenie

Otaczająca nas biosfera jest miejscem włączania coraz to nowych 
obcych związków chemicznych (ksenobiotyków) do żywych organizmów. Ujem
ne efekty działania antropogenicznych trucizn środowiskowych zmuszają do 
badania oraz monitorowania interakcji chemiczno-biologicznych w organiz
mach żywych. W badaniu tych interakcji kluczową rolę odgrywają reakcje 
biotransformacji (faza I i II w terminologii Williamsa, 1974)r których 
istotną komponentą jest Cytochrom P-450. Interesujący biologicznie jest 
fakt, że Cytochrom P-450 bierze udział obok egzogennego także w endogen

* Zakład Fizjologii Zwierząt Instytutu Biologii WSP w Krakowie.

205



nym metabolizmie. Wykazanie obecności Cytochromu P-450 w organizmach bak 
teryjnych, roślinnych (JSnig i Pfeil, 1984), a także u zwierząt i czło
wieka może wskazywać na jego ewolucyjną rolę. Cytochrom P-450 i inne kom 
ponenty układu oksydaz o mieszanym działaniu obecne są w skórze, płucach 
i układzie pokarmowym. Wątroba jest narządem o najwyższym fizjologicznym 
poziomie aktywności Cytochromu P-450 i z racji centralnej roli w metabo
lizmie ksenobiotyków większość obecnie prowadzonych badań dotyczy tego 
narządu. Obecność tej hemoproteiny wykazano także w nerkach, nadnerczach 
(kora i rdzeń), mózgu, łożysku, jądrach i jajnikach (Hodgson, 1974), 
a także w ciałku żółtym (Uzgiris i wsp., 1977), trombocytach (Cinti i 
Feinstein, 1976), limfocytach i szpiku kostnym (Burkę i wsp., 1977). 
Pierwszy etap biotransformacji ksenobiotyków będący zazwyczaj reakcją 
utleniania (hydroksylacji) może mieć charakter przemian detoksykacyjnych 
(głównie Cytochrom P-450) lub bioaktywacyjnych (Cytochrom P-448) (Parke 
i Obrębska-Parke, 1987). Dla układu biorącego udział w procesach trans
formacji, w skład którego obok Cytochromu P-450 wchodzi reduktaza Cyto
chromu P-450, NADPH, Cytochrom b5 oraz tlen cząsteczkowy, zaproponowano 
następującą sumaryczną sekwencję hydroksylacji ksenobiotyku (RH):

H+ + RH + NAOPH + 02 --- ♦ R-OH + NADP+ + H20

w którym istota reakcji polega na zaktywowaniu tlenu cząsteczkowego 
w sposób umożliwiający wykorzystanie jednego atomu tlenu do stworzenia 
grupy hydroksylowej, przy czym akceptorem drugiego atomu tlenu jest wo
dór nukleotydu wiążący tenże tlen w cząsteczkę wody. Natomiast moleku
larny mechanizm katalizy z udziałłem układu oksydaz o mieszanym działa
niu według Goks^yr (1987) ma następujący przebieg:

I etap (inicjalny) - odwracalne (hydrofobowe) wiązanie substrątu 
(ksenobiotyku) do utlenionej formy (Fe+ )̂ Cytochromu P-450.

II etap. - przeniesienie pierwszego elektronu (ë) z kompleksu (Fe+ )̂ 
Cytochrom P-450-substrat przez NADPH zależną Reduktazę Cytochromu P-450 
i powstanie zredukowanego kompleksü (Fe+ )̂ Cytochrom P-450-substrat.

III etap - interakcja (wiązanie) kompleksu zredukowany (Fe+ )̂ Cyto
chrom P-450-substrat z tlenem cząsteczkowym i powstanie trzeciorzędowego 
kompleksu Ferrooksycytochrom P-450-substrat.
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IV etap - przeniesienie drugiego elektronu (ë) do kompleksu przez 
NADPH zależną reduktazę Cytochromu P-450 lub przez Cytochrom b̂ .

V etap - rozerwanie wiązania tlen-tlen i wbudowanie jednego atomu 
tlenu do nowo powstałej cząsteczki wody.

VI etap - przeniesienie drugiego atomu tlenu do substratu i oddysocjo 
wanie (Fe+ )̂ Cytochromu P-450, wszystkie te etapy ilustruje ryc. 1.

Wiązanie substratów lub inhibitorów do Cytochromu P-450 prowadzi do 
zmian w właściwościach widmowych enzymu. Spektrum wiązania ligandów do 
Cytochromu P-450 jest klasyfikowane do trzech typów jako wynik zróżnico
wania miejsc wiążących substraty lub inhibitory. Inny rodzaj zmian w za
kresie widmowym Cytochromu P-450 jest rejestrowany podczas denaturacji 
kompleksu zredukowany Cytochrom P-450-C0, a mianowicie wzrost absorpcji 
przy 420 nm i następowy spadek przy 450 nm. Rejestrowane zmiany wynikają 
ce prawdopodobnie z zaburzeń w wiązaniu ugrupowań sulfhydrylowych (SH) 
(piąty ligand) do hemu (Sato i Omura, 1978) wykorzystano do pomiaru ilo 
ści Cytochromu P-450.

Ogólna zasada pomiaru ilości Cytochromu P-450 we frakcji mikrosomal- 
nej polega na rejestracji widma różnicowego pomiędzy zredukowanym Cyto- 
chromem P-450 a kompleksem zredukowany Cytochrom P-450-C0. W tym celu 
do dwóch porcji mikrosomów, z których jedną nasycamy C0;dodaje się sil
nego reduktora (dwutionian sodowy), redukującego żelazo protoporfiryny.

Metoda pomiaru zawartości Cytochromu P-450 (Omura i Sato, 1964)

Odczynniki:
1. Bufor Tris-2.42 g Tris + 950 ml h^O dest. Doprowadzić IN HCL do 

pH 7.4 (ok.16.94). Dopełnić wodą dest. do 1000 ml.
2. Bufor Tris/KCL - 10,35 g KCL rozpuścić w 900 ml Buforu Tris.
3. Bufor Tris + sacharoza - 100 ml Buforu Tris/KCl + 8.55 g sacha

rozy.
4. Dwutionian sodowy
Przygotowanie frakcji mikrosomalnej:
1. 5 g wątroby przepłukać w buforze Tris/KCl o pH 7,4 i pociąć do

kładnie nożyczkami.
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2. Przenieść przygotowany fragment wątroby do probówki zawierającej 

20 ml Buforu Tris/KCl. Homogenizować w lodzie!
3. Wirować przez 20 min. przy 11500 obr/min.

- supernatant przelać do probówek plastikowych z zaznaczoną wagą i dopeł
nić buforem do pełna. Zakręcić nakrętki.

4. Wirować przez 40 min. przy 35000 obr/min.
- supernatant zlać, paletę zważyć i dopełnić do 5 ml Buforem Tris + sa
charoza (waga palety ok.1.5 g).
- zawiesić na politronie.
mikrosomy rozlać do małych probówek z zatyczką.
Pomiar ilości Cytochromu P-450:
1. Do 0.5 ml zawiesiny mikrosomalnej dodać 7 ml Buforu Tris/KCl

- dokładnie wymieszać i rozdzielić na pół.
2. jedną część nasycić tlenkiem węgla przez 30 sek.
3. Zmierzyć na spektrofotometrze UV-VIS transmisję (zarejestrować 

widmo 400-500 nm - krzywa podstawowa) obu próbek nienasyconej i nasy
conej CO.

4. Do obu kuwet dodać oki. 10 mg dwutionianu sodu. Wymieszać i po
nownie zarejestrować widmo w zakresie 400-500 nm, przy czym próbkę 
nasyconą CO ustawiamy z przodu.

Obliczenia:

log 100-log T 2 - log T
C = --------- x 15 (rozcieńczenie) = ------- x 15 = nm

E x b 0.091

wynik należy przeliczyć na mg białka.

Inhibitory i mechanizm indukcji Cytochromu pi-450

Inhibitopy Cytochromu P-450 i innych składników systemu oksydaz 
o mieszanym działaniu noszące także nazwę "samobójczych inhibitorów" 
("suicide inhibitors") działają według różnych mechanizmów. Głównymi 
miejscami działania inhibitorów są kofaktory (spadek lub destrukcja 
NADPH/NADH), a także nieodwracalne wiązanie do hemu (CO), hamowanie kom- 
petycyjne poprzez alternatywne substraty (SKF-525-A), brak tlenu (Goks^yr
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1987). Niektóre inhibitory wywierają supresyjny wpływ na specyficzne izo 
enzymy Cytochromu P-450. Przykładem może być naftoflawon selektywnie 
blokujący izoenzym indukowany 3-metylocholantrenem. Wykazano również blo 
kujący wpływ metali ciężkich takich,jak kadm (Ando, 1982) i ołów (Hanke 
i Piotrowski, 1985) na system Cytochromu P-450.

Mechanizm indukcji Cytochromu P-450 pod wpływem działania toksycz
nych związków-chemicznych nie jest w pełni poznany. Wiadomo jednak,że 
proces indukcji wywołany ekspozycją na ksenobiotyk może zachodzić 
według dwóch różnych mechanizmów. Pierwszym typem jest indukcja substra 
towa (pentobarbital, DDT), drugi natomiast to typ indukcji hormonalnej 
(3-metylocholantren, benzo/a/piren). W przypadku niektórych ksenobioty- 
ków (barbital) efekt indukcyjny zależy od RNA i syntezy białka. Inne 
badania (Ruckpaul i Rein, 1984) wskazują również na udział w procesie 
indukcyjnym cyklicznych nukleotydów. Liczba wskaźników biochemicznych 
monitorujących stopień intoksykacji (zmiany składu białek surowicy, po
ziomu lipidów, zmiany aktywności enzymów surowicy, uszkodzenie błon li- 
zosomalnych, zmiany profilu aminokwasowego) były omówione przez Bayne 
(1985). Coraz częściej uważa się (Goks0yr, 1987), że w monitoringu, 
zwłaszcza środowiskowym, istotną rolę mogą odegrać dwa specyficzne 
systemy biochemiczne - układ metalotioneiny (metale ciężkie) i system 
Cytochromu P-450 (środki farmakologiczne, pestycydy, policykliczne wę
glowodory). Na podstawie badań i obserwacji sądzi się (Payne, 1984, 
1987), że typ indukcji może być czułym wskaźnikiem użytym w biologicz
nym monitoringu.
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Богдан Кочановски

Цитохром П-450 как лимитированный индикатор 

биологического мониторинга

Резюме

В работе были представлены аспекты биотрансформации ксе

нобиотиков через взаимную связь оксидазов о смешанном дейст

вии, а также роль Цитохрома П-450 в молекулярном механизме 

гидроксиляции ксенобиотиков. Одновременно излажен принцип 

и метод измерения количества Цитохрома П-450 / Omura i Sato, 

1964/ в микросомальной фракции печени. Обсуждена роль ксено

биотиков в процессе торможения и индукции оксидазных сиотем 

о смешанном действии. Одновременно указана возможность при

менения измерения количества Цитохрома П-^450, а также типа 

индукции как индикатора биологического мониторинга.

CYTOCHROME P-450 AS LIMITED INOICATOR OF BIOLOGICAL MONITORING

Abstract

This article presents some aspects of xenobiotic biotransformation 
underlying the system of mixed function oxidases and the role played 
by Cytochrome P-450 in the molecular mechanism of xenobiotic 
hydroksylation. It describes both the principle and the methods of the 
quatity measurement of Cytochrome P-450 (Omura i Sato, 1964) in the 
microsomal fraction of liver. It presents the role of xenobiotics in 
the process of inhibition and induction of the system of mixed function 
oxidases. It indicates that it is possible to use the quantity measure
ment of Cytochrome P-450 and the type induction as an indicator of bio
logical monitoring.
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