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Cytochrom P-450 jako ograniczony wskaznik
biologicznego monitoringu

Streszczenie

W artykule przedstawiono wybrane aspekty Diotransformacji ksenobioty-
kow 8rzez ukkad oksydaz o m!eszanxm dziataniu, a takze role Cytochromu
P-450 w molekularnym mechanizmie hydroksylacji ksenobiotykow. " Podano
Jednoczesnie zasade 1 metodyke pomiaru_tlosci Cytochromu P-450 (Omura_

I Sato, 1964) we frakcji_ mikrosomalnej watroby. Omowiono_role Ksenobio-
tykow w procesie _hamowania_i indukcji~ uk¥adu oksydaz o mieszanym dzia-
faniu. Wskazano jednoczesnie na mozlwoSC zastosowania pomiaru 1losci
Cytochromu P-450 oraz typu indukcji jako ograniczonego wskaznika biolo-
gicznego monitoringu.

Wprowadzenie

Otaczajgca nas biosfera jest miejscem whgczania coraz to nowych
obcych zwigzkéw chemicznych (ksenobiotykéw) do zywych organizméw. Ujem-
ne efekty dziakania antropogenicznych trucizn Srodowiskowych zmuszajg do
badania oraz monitorowania interakcji chemiczno-biologicznych w organiz-
mach zywych. W badaniu tych interakcji kluczowg role odgrywajg reakcje
biotransformacji (faza 1 i Il w terminologii Williansa, 1974)r ktdrych
istotng komponentg jest Cytochrom P-450. Interesujacy biologicznie jest
fakt, ze Cytochrom P-450 bierze udziat obok egzogennego takze w endogen-
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nym metabolizmie. Wykazanie obecnosci Cytochromu P-450 w organizmach bak
teryjnych, ro$linnych (JSnig 1 Pfeil, 1984), a takze u zwierzat i czto-
wieka moze wskazywa¢ na jego ewolucyjng role. Cytochrom P-450 i inne kom
ponenty ukdadu oksydaz o mieszanym dziakaniu obecne sg w skorze, phucach
I ukkadzie pokarmowym. Watroba jest narzadem o najwyzszym fizjologicznym
poziomie aktywnosci Cytochromu P-450 i z racji centralnej roli w metabo-
lizmie ksenobiotykdw wiekszo$¢ obecnie prowadzonych badan dotyczy tego
narzadu. Obecno$¢ tej hemoproteiny wykazano takze w nerkach, nadnerczach
(kora 1 rdzen), mdzgu, 4ozysku, jadrach 1 jajnikach (Hodgson, 1974),

a takze w ciakku zoktym (Uzgiris i wsp., 1977), trombocytach (Cinti i
Feinstein, 1976), limfocytach i szpiku kostnym (Burke 1 wsp., 1977).
Pierwszy etap biotransformacji ksenobiotykow bedacy zazwyczaj reakcjg
utleniania (hydroksylacji) moze mieC charakter przemian detoksykacyjnych
(gtownie Cytochrom P-450) lub bioaktywacyjnych (Cytochrom P-448) (Parke
I Obrebska-Parke, 1987). Dla uk¥adu biorgcego udziat w procesach trans-
formacji, w skkad ktdrego obok Cytochromu P-450 wchodzi reduktaza Cyto-
chromu P-450, NADPH, Cytochrom b5 oraz tlen czasteczkowy, zaproponowano
nastepujaca sumaryczng sekwencje hydroksylacji ksenobiotyku (RH):

Ht + RH + NAOPH + 02 --- ¢ R-OH + NADP+ + H20

w ktorym istota reakcji polega na zaktywowaniu tlenu czasteczkowego
w sposdb umozliwiajacy wykorzystanie jednego atomu tlenu do stworzenia
grupy hydroksylowej, przy czym akceptorem drugiego atomu tlenu jest wo-
dor nukleotydu wiazacy tenze tlen w czasteczke wody. Natomiast moleku-
larny mechanizm katalizy z udziattem ukdadu oksydaz o mieszanym dziata-
niu weddug Goksyr (1987) ma nastepujacy przebieg:

I etap (inicjalny) - odwracalne (hydrofobowe) wigzanie substrgtu
(ksenobiotyku) do utlenionej formy (Fe+") Cytochromu P-450.

Il etap. - przeniesienie pierwszego elektronu (€) z kompleksu (Fe+?)
Cytochrom P-450-substrat przez NADPH zalezng Reduktaze Cytochromu P-450
I powstanie zredukowanego kompleksti (Fet+™) Cytochrom P-450-substrat.

i etap - interakcja (wigzanie) kompleksu zredukowany (Fet") Cyto-
chrom P-450-substrat z tlenem czgsteczkowym i powstanie trzeciorzedowego
kompleksu Ferrooksycytochrom P-450-substrat.
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v etap - przeniesienie drugiego elektronu (€) do kompleksu przez
NADPH zalezng reduktaze Cytochromu P-450 lub przez Cytochrom b

Vv etap - rozerwanie wigzania tlen-tlen i wbudowanie jednego atomu
tlenu do nowo powstatej czasteczki wody.

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

Wigzanie substratow lub inhibitorow do Cytochromu P-450 prowadzi do
zmian w wkasciwoSciach widmowych enzymu. Spektrum wigzania ligandow do
Cytochromu P-450 jest klasyfikowane do trzech typéw jako wynik zréznico-
wania miejsc wigzacych substraty lub inhibitory. Inny rodzaj zmian w za-
kresie widmowym Cytochromu P-450 jest rejestrowany podczas denaturacji
kompleksu zredukowany Cytochrom P-450-C0O, a mianowicie wzrost absorpcji
przy 420 nm 1 nastepowy spadek przy 450 mm. Rejestrowane zmiany wynikajg
ce prawdopodobnie z zaburzen w wigzaniu ugrupowan sulfhydrylowych (SH)
(pigty ligand) do hemu (Sato i1 Omura, 1978) wykorzystano do pomiaru ilo
Sci Cytochromu P-450.

Ogdlna zasada pomiaru ilosci Cytochromu P-450 we frakcji mikrosomal-
nej polega na rejestracji widma roznicowego pomiedzy zredukowanym Cyto-
chromem P-450 a kompleksem zredukowany Cytochrom P-450-CO. W tym celu
do dwoch porcji mikrosoméw, z ktorych jedng nasycamy CO;dodaje sie sil-
nego reduktora (cwutionian sodowy), redukujgcego zelazo protoporfiryny.

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

Odczynniki:

1. Bufor Tris-2.42 g Tris + 950 ml h"0 dest. Doprowadzi¢ IN HCL do
pH 7.4 (0k.16.94). Dopetni¢ wodg dest. do 1000 ml.

2. Bufor Tris/KCL - 10,35 g KCL rozpusci¢ 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 watroby przeptuka¢ w buforze Tris/KCl o pH 7,4 1 pociaé do-
kkadnie nozyczkami.
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2. Przenie$¢ przygotowany fragment watroby do probowki zawierajacej
20 ml Buforu Tris/KCl. HomogenizowaC w lodzie!

3. Wirowaé przez 20 min. przy 11500 obr/min.

- supernatant przela¢ do probowek plastikowych z zaznaczong wagg i doped-
ni¢ buforem do pekna. Zakreci¢ nakretki.

4. WirowaC przez 40 min. przy 35000 obr/min.

- supernatant zla¢, palete zwazyC i dopetni¢ do 5 ml Buforem Tris + sa-
charoza (waga palety ok.1.5 g).
- zawiesi¢ na politronie.

mikrosomy rozla¢ do makych probowek z zatyczka.

Pomiar ilosci Cytochromu P-450:

1. Do 0.5 ml zawiesiny mikrosomalnej doda¢ 7 ml Buforu Tris/KCI
- dokdadnie wymiesza¢ 1 rozdzieli¢ na pot.

2. jedng czesS¢ nasyci¢ tlenkiem wegla przez 30 sek.

3. Zmierzy¢ na spektrofotometrze UV-VIS transmisje (zarejestrowac
widmo 400-500 nm - krzywa podstawowa) obu probek nienasyconej 1 nasy-
conej (0.

4. Do obu kuwet doda¢ dd. 10 mg dwutionianu sodu. Wymieszac i po-
nownie zarejestrowa¢ widmo w zakresie 400-500 nm, przy czym probke
nasycong CO ustawiamy z przodu.

Obliczenia:

_log 100-log T 2-1log T

C= e p X 15 (rozcienczenie) = ~~ o1~ X 15 = nm

wynik nalezy przeliczy¢ na mg biakka.

Inhibitory 1 mechanizm indukcji Cytochromu pi-4%0

Inhibitopy Cytochromu P-450 i innych skdadnikéw systemu oksydaz
0 mieszanym dziakaniu noszace takze nazwe "samobdjczych inhibitorow'"
("'suicide inhibitors') dziakajg wedtug réznych mechanizmow. Glownymi
miejscami dziakania inhibitoréw sg kofaktory (spadek lub destrukcja
NADPH/NADH), a takze nieodwracalne wigzanie do hemu (CO), hamowanie kom-
petycyjne poprzez alternatywne substraty (SKF-525-A), brak tlenu (Goks'yr
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1987). Niektore inhibitory wywieraja supresyjny wphyw na specyficzne izo
enzymy Cytochromu P-450. Przykdadem moze by¢  naftoflawon selektywnie
blokujacy izoenzym indukowany 3-metylocholantrenem. Wykazano rowniez blo
kujacy wpkyw metali ciezkich takich,jak kadm (Ando, 1982) i okéw (Hanke
I Piotrowski, 1985) na system Cytochromu P-450.

Mechanizm indukcji Cytochromu P-450 pod wpywem dziakania toksycz-
nych zwigzkéw-chemicznych nie jest w pedni poznany. Wiadomo jednak,ze
proces indukcji wywokany ekspozycja na ksenobiotyk moze zachodzié
weddug dwoch réznych mechanizmbw. Pierwszym typem jest indukcja substra
towa (pentobarbital, DDT), drugi natomiast to typ indukcji hormonalnej
(3-metylocholantren, benzo/a/piren). W przypadku niektdorych ksenobioty-
kow (barbital) efekt indukcyjny zalezy od RNA i syntezy biatka. Inne
badania (Ruckpaul i Rein, 1934) wskazujg rowniez na udziat w procesie
indukcyjnym cyklicznych nukleotydow. Liczba wskaznikow biochemicznych
monitorujacych stopien intoksykacji (zmiany skadu biakek surowicy, po-
ziomu lipidow, zmiany aktywnoSci enzymow surowicy, uszkodzenie blon li-
zosomalnych, zmiany profilu aminokwasowego) byly oméwione przez Bayne
(1985). Coraz czesciej uwaza sie (GoksOyr, 1987), ze w monitoringu,
zwhaszcza Srodowiskowym, istotng role mogg odegraé dwa specyficzne
systemy biochemiczne - ukdad metalotioneiny (metale ciezkie) 1 system
Cytochromu P-450 (Srodki farmakologiczne, pestycydy, policykliczne we-
glowodory). Na podstawie badan i obserwacji sadzi sie (Payne, 1984,
1987), ze typ indukcji moze byC czubym wskaznikiem uzytym w biologicz-
nym monitoringu.
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borgaH Ko4yaHoBCKU

UnToxpom M-450 Kak NUMUTUPOBAHHLIA WHAMKATOP
O10NOrNYECKOro MOHWTOPUHIA

Pe3tome

B pa6oTe O6binu npefACTaBNeHb acnekTsl GuoTpaHchopmaumn Kce-
HOOWOTUKOB uepe3 B3aUMHYH CBA3b OKCWAA30B O CMEWaHHOM [eicT-
BUM, a Takxe ponb LuToxpoma M-450 B MONEeKynspHOM MexaHu3me
rMAPOKCUNALNN KCEHOBWOTUKOB. OA4HOBPEMEHHO W3NAXeH NPUHLMN
N MeTon u3mepeHus konuyectsa LuToxpoma M-450 / Omura 1 Sato,
1964/ B mMMKpocOManbHOM tpakuuu neveHn. 06CYxAeHa pPoNib KCEHO-
OMOTUKOB B NPOLECCE TOPMOXEHUS U WHAYKLWU OKCUAA3HLIX CUOTEM
0 CMewaHHoM fAelcTBun. OLHOBPEMEHHO yKa3aHa BO3MOXHOCTb npu-
MEHEHUA u3mepeHua KonuyectsBa LnuToxpoma M-450, a Takxe Tuna
WHAYKLUWW KaK WHAMKATOpa 6MONOrMY4ecKoro MOHUTOPUHIa.

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 1 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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