ENZYMY METABOLIZUJACE KSENOBIOTYKI - Ii Il FAZA

1. CZESC TEORETYCZNA

Procesy metabolizmu ksenobiotykéw (biotransformaciji) przebiegaja w trzech etapach.
Jedna z gltownych funkcji tych proceséw jest tworzenie bardziej polarnych i dzigki temu
tatwiej rozpuszczalnych w wodzie pochodnych, ktore szybciej moga ulec wydaleniu z
organizmu. Procesy pierwszej fazy sg to gtdwnie przemiany oksydacyjne, majgce na celu
wprowadzenie lub odstonigcie grupy polarnej — gldwnie hydroksylowej. W fazie drugie;j,
zwang rowniez fazg biosyntezy lub sprzegania - nastgpuje dolgczenie do metabolitu
pierwotnego zaktywowanej metabolicznie czasteczki zwigzku endogennego (np. kwasu
glukuronowego lub aminokwasu), dzigki czemu powstaje tatwo rozpuszczalny w wodzie
koniugat. Teraz z kolei pojawia si¢ problem usunigcia takiej wysoce hydrofilowej czasteczki z
komorki, ze wzgledu na barierg, jakg stanowi lipofilna btona komérkowa. W zwiazku z tym
istnieje szereg transporterow btonowych, ktéore w sposob aktywny, z nakladem energii
usuwajg ostateczne metabolity poza komorke, skad moga juz swobodnie dociera¢ do
krwiobiegu 1 zosta¢ wydalone z moczem, z6tcig lub wydychanym powietrzem. Jest to tzw.

trzecia faza.

Istnieje wiele czynnikow wptywajacych na aktywno$¢ procesow detoksykacyjnych
takich jak roznice migdzygatunkowe, wiek, pte¢, sktad diety, ciaza, choroby, czy srodowisko
a szczegoOlnie ekspozycja na dzialanie czynnikéw szkodliwych wynikajaca z miejsca

zamieszkania czy wykonywanej pracy.

Do najwazniejszych enzymoéw katalizujagcych reakcje pierwszej fazy metabolizmu
naleza cytochromy CYP450. Enzymy te stanowia superrodzing monooksygenaz (EC 1 —
Oksydoreduktazy). CYP450 wystepuja w gltadkim retikulum endoplazmatycznym komorki;
niewielkie ilo$ci znajdujg si¢ tez w mitochondriach i jadrze komdérkowym. Charakteryzujg si¢
specyficznoscig substratowg i tkankowa, co wigze si¢ z wystgpowaniem licznych izoform
poszczego6lnych enzymow (a wige enzymu katalizujacego t¢ sama reakcje, ale w innej tkance
lub przy udziale innego substratu). Poszczegolne izoformy CYP450 oznacza si¢ kolejno
cyframi arabskimi, wskazujagcymi na rodzing, do ktorej przynaleza, nastepnie wielka litera,
oznaczajaca podrodzine i kolejng cyfra, okreslajaca poszczegolnych cztonkéw podrodzin. Np.
CYP2E1 oznacza izoforme 1 z podrodziny E, z drugiej rodziny. U cztowieka wystepuja
przedstawiciele 18 rodzin CYP450. Wigkszosc¢ izoform wystepuje w watrobie (np. CYP1AL,



CYP1A2, CYPI1BI), nerkach, ptucach, jelicie cienkim (np. CYP3A4), tozysku (np.CYP3A7),
naskorku, jadrach, nadnerczu (np. CYP11B2), jajnikach (np. CYP19), nablonku gruczotu
piersiowego, tkance mézgowej (np. CYP7B), w limfocytach i leukocytach krwiobwodowej
(np. CYP3AS5). Niektore wystepujag w tkankach catego organizmu w réwnym stopniu (np.
CYP51). CYP450 katalizujg przede wszystkim reakcje hydroksylacji, epoksydaciji,
dealkilacji, oksydacyjnej deaminacji i aromatyzacji. Sg one zdolne do utleniania ogromnej
liczby zwiazkéw chemicznych o bardzo zréznicowanej budowie, zaréwno endo i
egzogennych, biorgc udziat w ich metabolizmie. Podstawowa funkcja cytochroméw to
detoksykacja licznych ksenobiotykow, w tym rowniez wielu lekéw (CYP1, CYP2, CYP3)
oraz hydroksylacja hormondéw sterydowych (CYP7, CYP11, CYP17, CYP19, CYP21,
CYP24, CYP27), kwasow tluszczowych i eikozanoidow (CYP4, CYP5, CYPS).

Druga wazng funkcja cytochroméw jest ich udziat w procesach anabolicznych. Oprocz
syntezy hormonow steroidowych jak estrogeny (CYP19) czy androgeny (CYP17), enzymy te
odpowiadaja takze za synteze tzw. neurosteroidow, zwigzkow biorgcych udziat w regulacji
procesdow poznawczych 1 pamigciowych (np. CYP7B, CYP17, CYP11B1). Ponadto
cytochromy P450 biorg udziat w aktywacji metabolicznej ksenobiotykoéw, czego skutkiem

moze by¢ powstawanie zwigzkow toksycznych lub mutagennych.

CYP2E1 stanowi zaledwie 7% aktywnosci watrobowej CYP450. Specjalizuje sie w
metabolizmie niewielkich czasteczek heterocyklicznych, jak np. pirydyna, czy inne aminy

aromatyczne (m.in. paracetamol), a takze alkoholi (etanol), ketonow (aceton) oraz
fluorowcopochodnych weglowodorow, sposrod ktorych rekrutuje si¢ wiele lekow uzywanych
w anestezjologii. Silnymi induktorami tej izoformy jest wtasnie etanol i aceton, a mechanizm
indukcji jest dos¢ osobliwy, bo polegajacy na stabilizacji biatka enzymatycznego. Utleniajac
niektore zwiagzki do pochodnych chinonowych, cytochrom ten roéwniez przyczynia si¢ do
aktywacji metabolicznej i wzrostu toksycznosci niektorych lekow — w tym popularnego leku
przeciwbolowego i przeciwgoragczkowego, jakim jest paracetamol. Paracetamol, a wlasciwie
jego metabolit — N-acetylo-4-benzochinoimina (NAPQI), moze dziata¢ hepatotoksycznie.
NAPQI jest silnym utleniaczem, reaguje z grupami tiolowymi biatek (okresla si¢ to
tworzeniem adduktow z biatkami), w wyniku czego staja Si¢ one obiektem dziatania uktadu
immunologicznego. W przypadku ciezkiego zatrucia paracetamolem mamy do czynienia z
wysyceniem szlakéw metabolicznych (sprzegania z GSH, sulfatacji i glukuronidacji) i
wzmozonego metabolizowania paracetamolu na drodze utleniania i powstawania NAPQI.

Benzochinoimina moze ulegac¢ detoksykacji poprzez nieenzymatyczng reakcje z grupami



sulfhydrolowymi glutationu, badz z innymi zwigzkami zawierajagcymi grupe tiolows, jak
metionina lub N-acetylocysteina, ktéra jest podawana przy zatruciach paracetamolem.
Calkowite zniszczenie komorek watroby nieuchronnie prowadzi do smierci (dawka smiertelna
paracetamolu wynosi 15-20 graméw). Badania z wykorzystaniem zwierzat zmodyfikowanych
genetycznie wykazaty, ze wytaczenie funkcji genu CYP2EL a takze CYP1A2 wplywa na
podwyzszenie dawki smiertelnej paracetamolu, co dowodzi o istotnej roli tych izoenzymow w
metabolicznej intoksykacji tego leku.

Jak wspomniano juz powyzej w drugiej fazie biotransformacji, zmodyfikowane
podczas reakcji utleniania, redukcji lub hydrolizy ksenobiotyki, w tym chemiczne
kancerogeny, a takze endogenne zwigzki niepolarne/hydrofobowe np. bilirubina ulegaja
biotransformacji do form bardziej polarnych umozliwiajacych ich wydalenie. Reakcje
sprzegania zachodzace w Il fazie biotransformacji katalizujg glownie enzymy klasy
transferaz, a metabolitami, ktore biorg udziat w tych reakcjach sg aminokwasy, glutation, oraz
aktywowane kwasy tj: octowy, siarkowy i przede wszystkim glukuronowy. Produkty
sprzegania s3 zazwyczaj kwasami organicznymi, ktore w warunkach fizjologicznych

wystepuja w formie zjonizowanej 1 tatwo ulegaja wydaleniu z moczem lub z6fcia.

Transferazy urydynodifosfoglukuronianowe (UDPGT) [E.C.2.4.1.17] s3 jednym z
glownych detoksykacyjnych systeméw odpowiedzialnych za usuwanie z ustroju utworzonych
w reakcjach | fazy biotransformacji rozmaitych reaktywnych metabolitow endogennych
substratow takich jak: bilirubina, kwasy zolciowe, steroidy, tyroksyna, aminy biogenne,
witaminy rozpuszczalne w tluszczach. Ponadto, funkcja tych enzymow jest taczenie kwasu
glukuronowego z réznymi egzogennymi zwigzkami chemicznymi takimi jak:
hydroksylowane policykliczne weglowodory aromatyczne (PWA), heterocykliczne aminy,

metabolity zwigzkéw pochodzenia roslinnego i wielu lekow. W reakcji glukuronidacji, Cq

kwasu glukuronowego taczy si¢ z rdéznego rodzaju aglikonami tworzac kwasy [-D-
glukopiranozydouronowe (glukuronidy). Zwykle w reakcji uczestnicza cztery typy
aglikonéw: hydroksylowy (fenolowy lub alkoholowy), karboksylowy, sulthydrylowy i
aminowy. UDPGT sg grupa izoenzymow o masie czasteczkowej 50-60 kDa, zlokalizowanych
gtownie w siateczce endoplazmatycznej. Mimo, ze watroba jest najwazniejszym miejscem
glukuronidacji w organizmie cztowieka, niektore pozawatrobowe tkanki majg roéwniez
zdolno$¢ wigzania zwigzkdw z kwasem glukuronowym. Znaleziono, bowiem aktywnos¢

UDPGT w nerkach, ptucach, przewodzie pokarmowym i w mniejszych ilosciach w skorze,



$ledzionie, mozgu, sercu i tarczycy. Geny UDPGT zostaly nazwane w podobny sposéb do
gendéw cytochromu P450.

U ssakow opisano 47 roznych form UDPGT. Co najmniej 20 z nich zostato zidentyfikowane i
sklasyfikowane do dwoch podrodzin w oparciu o identycznos¢ sekwencji. Podrodzina biatek
UDPGT1 posiada identyczng C-koncowa sekwencje kodujaca, podczas gdy 246 N-
koncowych aminokwaséw bylo podobne tylko w 38%. lzoenzymy z rodziny UDPGT1
katalizujg reakcje glukuronidacji bilirubiny, fenoli, amin i kwasow karboksylowych.
Genetyczne defekty zaobserwowane w genie UDPGT1 zwigzane s3, z hiperbilirubinemia.
Podrodzina UDPGT?2 zostata podzielona na UDPGT2A, ktora zawiera przynajmniej jeden
wechowo specyficzny gen i UDPGT2B, ktéra zawiera geny indukowane przez fenobarbital
jak rowniez liczne geny, ktéore s3 produkowane konstytutywnie i biora udzial, w
glukuronidacji endogennych sterydéw i amin biogennych. Jak dotychczas rodzina UDPGTS8
zawiera jeden gen kodujacy enzym, ktory sprzega galaktoze z ceramidem. Pozostale 63
UDPGT nie wystepuje u ssakow i obejmuja UDPGTIB1 z ptlastugi (ryba), UDPGTO9,
UDPGT10 i UDPGT13-UDPGT26 z C. elegans, UDPGT31 i UDPGT32 z wiruséw i
owadow, UDPGT71-UDPGT79 z drozdzy, UDPGT101-102 z bakterii.

Wiadomo, Ze istnieja rdéznice zalezne od ptci w szybkosci reakcji glukuronidacji. Doniesiono,
ze reakcje glukuronidacji u zwierzat sa szybsze u samcoéw niz u samic z powodu zwigkszone;j

aktywnosci UDPGT.

2. CZESC PRAKTYCZNA

2.1. Ocena indukcji CYP2E1 w watrobie szczura przez etanol

Cel

Celem ¢wiczenia jest zbadanie wptywu pojenia etanolem szczuréw rasy Wistar na aktywnos¢
CYP2EL1 (in vivo).

W celu zbadania indukcji CYP2EI pod wplywem etanolu szczury rasy Wistar zostaty pojone
10% etanolem przez okres 2 miesi¢cy (tzw. szczury ,,HIGH”). Grupe kontrolng stanowity
zwierzgta pojone wytacznie wodg (szczury ,,LOW?). Po okresie 2 miesieCy zwierzeta zostaly
usmiercone i pobrano od nich watroby. Watroby poddano homogenizacji w 0,25M buforze
sacharozowym (pH 7.55) z dodatkiem 50mM Tris, 25mM KCI i 3mM MgCly, a nastepnie
poddano wirowaniu réznicowemu w celu izolacji frakcji cytoplazmatycznej 1 mikrosomow.

Uzyskane mikrosomy zawieszono w 0,01M buforze fosforanowym z dodatkiem 20%



glicerolu (pH 7.4). Liczebno$¢ zarowno grupy badanej, jak i kontrolnej wynosita po 3
szczury. Szczury uzyskano dzigki uprzejmosci dr hab. P. Mikotajczaka z Katedry
Farmakologii UMiKM.

Zasada metody

Aktywnos¢ cytochromow P450 ocenia si¢ na podstawie pomiarow aktywnos$ci tzw. markerow
enzymatycznych. Dla CYP2E1 takim markerem jest hydrolaza p-nitrofenolu (PNPH), jako, ze
izoforma ta jest zdolna do przeprowadzania reakcji hydroksylacji aromatycznych pochodnych
nitrowych. Produktem reakcji (rycina 1) katalizowanej przez PNPH jest 4-nitrokatechol,
ktorego poziom mozna oceni¢ spektrokolorymetrycznie (max. absorpcji przy 546 nm).

Substrat dla tej reakcji, p-nitrofenol, wykazuje bardzo niska absorbancj¢ przy tej dtugosci fali.

OH OH
CYP2ZE1 OH

NADPH, O,
NO, NO,

Ryc. 1. Hydroksylacja p-nitrofenolu.

Odczynniki
- bufor fosforanowy 0.1M zawierajacy 5 mM MgCl;, pH 6,8

- roztwoér 0.2 mM p-nitrofenolu
- 10 mM roztwor NADPH

- 0.6M roztwor HC1O4

- 10M roztwor NaOH

- mikrosomy szczura



Wykonanie

1) Przygotowaé nastepujace proby w NISKICH PROBOWKACH szklanych wg tabeli:

Skladniki reakcji Préby szczuréw pojonych Préby szczuréw pojonych woda
etanolem (ul) (nb)
(H) (L)
Bufor fosforanowy + 1750 1750
MgCl.
Substrat — p-nitrofenol 50 50
Mikrosomy 100 100
Preinkubacja w temp. 37°C przez 3 minuty
Roztwor NADPH 100 100
Inkubacja w temp. 37° C przez 30 minut
HCIO., 500 pl

(zatrzymanie reakcji)

Przela¢ do plastikowych probowek, odwirowa¢ przy 2500 RPM, 15 min

Pobra¢é po 1000 ul supernatantu do czystych probowek

NaOH
(wywotanie barwy)

100

2) Odczytac absorbancj¢ wzgledem wody przy dtugosci fali A=546nm

3) Aktywnos$¢ PNPH w badanych frakcjach mikrosomalnych obliczy¢ ze wzoru:

Akt pnpH [nmol/min/mg] = (AAbs x 12993) : (Cb x 0,1 x 30)

AAbs — zmiana absorbancji w czasie inkubacji (w tym wypadku = wartosci odczytanej po 30

min)

Cp — stezenie biatka w danej probie w mg/ml

12993 — molowy wsp. absorpcji dla nitrokatecholu

0,1 — obj. uzytej frakcji mikrosomalnej (w ml)

30 — czas inkubacji (minuty)




