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13. GYAKORLAT

BIOTRANSZFORMACIOS ENZIMEK VIZSGALATA

1. Anilin hidroxilaz aktivitasanak mérése

Végpontos kolor-teszt

Bevezetés

A citokrém P450 hem-proteinek, kivéve a voros vérsejteket és az izomsejteket, minden eml6s
sejttipusban megtaldlhatok. A citokrém P450 izoenzimek prokariotdkban is el6fordulnak. Szubsztrat-
specifitdsuk igen széles tartomdnyban van, a legkiilonb6z6bb szerkezetli vegyiiletek oxid4cidjat katalizl-
jék. Szubsztratjaik kozott szerepelnek: a szervezetben szintetizilt vegyiiletek (endogén), mint pl.
szteroidok, zsirsavak, prosztaglandinok és leukotrienek, valamint vegyiiletek mint a gyogyszerek,
élelmiszer adalékok vagy ipari melléktermékek, amelyek a tdpldlékkal, injekcidval, belélegzéssel, boron
keresztiil felszivodva keriilhetnek a szervezetbe (exogén vegyiiletek, xenobiotikumok).

A lipofil vegyiiletek lebontdsa, szervezetbdl vald kiiiritése két 1épésben torténik. A vizoldékonysag
novelésére pl. az aromds vegyiiletek hidroxildlédnak, vagy mds reaktiv, hidrofilebb csoportok alakulnak
ki (I. fazis reakci6i). Az Gj hidroxilcsoportra tovabbi szubsztituensek (glitkuronsav, glicin, szulfét, stb.)
kapcsolddhatnak, novelve a vizoldékonysédgot és ezzel gyorsitva a szervezetbdl valé kiiiriilést (II. fazis
reakcioi).

A citokrém P450 rendszer részt vesz:

a) a szteroid hormonok bioszintézisének néhany 1épésében

b) zsirsavak és néhdny szarmazékuk metabolizmusdban

c) gyogyszerek inaktivdldsdban vagy aktivdldsdban

d) vegyiiletek atalakitdsaban, aminek sordn reaktiv molekulédk is képzddhetnek

A citokrém P450 elnevezés a molekula spektralis tulajdonsdgaib6l szdrmazik. Az endoplazmatikus
retikulum prepardtumot (mikroszéma frakcié), vagy mitokondrium belsd faldbol szdrmazé készitményt
Na-ditionittal (Na,S,0,) redukélva, majd szénmonoxidot vezetve a szuszpenziba, a CO megkdtése utdn
egy 450 nm hullamhosszon abszorpciés maximumot mutatd pigment (P450) keletkezik.

A citokrém P450-ek aminosav szekvencidjuk hasonlésdga alapjan kiilonb6z6é gén-csalddokba so-
rolhaték (izoenzimek). Jelenleg az ismert izoenzimek szdma 150 koriil van.

A citokrém P450 katalizalt reakci6 ltaldnos alakja:
Szubsztrat—H + @, + NADPH + H* —  Szubsztra+—@H + NADP* + H,@

A molekuléris oxigén a levegdbdl szarmazik. A reakcié befejeztével az egyik oxigén atom az 4t-
alakitott szubsztrat hidroxilcsoportjdban, a masik oxigén atom a keletkezd vizben taldlhat6. A reakciot
monooxigenaz reakcionak, a citokrém P450 izoenzimeket monooxigenazoknak is nevezik.

A citokrém P450 fehérjében hem protoporfirin IX prosztetikus csoport van. A hem — protein
szubsztratkotd és molekuldris oxigénkotd hellyel rendelkezik. A vas atom a porfirin-gytirii négy pirrol
nitrogénjéhez kotddik. A két axidlis ligand koziil az egyikhez a fehérjelanc egyik cisztein szulfhidril
csoportja kapcsolédik. A szubsztrat az oxidélt vasat tartalmazé (Fe®*) enzimhez kapcsolddik. A reakcidk

sordn a vas a Fe™ és Fe®* dllapot kozott valtozik.
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Az egész folyamatot a kovetkezd egyenletek irjdk le:
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A citokrom P450 monooxigenaz egyes reakcidlépéseinek folyamatabraja

A monooxigenalas egyes lépései

1. aszubsztrdt megkotése

2. egy elektron felvétele a NADPH — citokrom P450 reduktdz segitségével. A
haromértéki vas kétértékiivé alakul

3. amolekuldris oxigén megkdotése
elektron 4thelyezddése

5. madsodik elektron felvétele a citokrém bs segitségével (a citokrém bs-6t a NADH —
citokrom bs reduktdz redukalja)

6. hidroxildlt szubsztrat és viz képzGdése, citokrém P450 (Fe’) visszanyerése

A citokrém P450 rendszert elektronokkal (redukalt ekvivalensekkel) a NADPH — citokrém P450
reduktdz és a NADH - citokrém bs reduktdz enzimek latjak el. A NADPH — citokrém P450 reduktdz és a
NADH - citokrém bs reduktaz flavoproteinek (FAD, ill. FMN). Az egyelektronos elektrondtvitel e
kofermentek (prosztetikus csoportok) segitségével valésul meg.

A monooxigendz reakcidban a szubsztraton elsd 1épésben hidroxilcsoport alakul ki. A hidroxilcso-
port kiilonbdzd atomcsoportokon is kialakulhat, ami 4ltal ezek instabilissé vdlnak és kémiai, nem en-
zimkatalizalt, reakcioban tovdbbalakulnak. A funkcids csoportok levdlnak, ezzel a molekula stabilizalo-
dik. fgy végeredményben az italakitott molekulan hidroxilcsoport nem taldlhaté, de igy nyilik lehetéség
pl. demetildlasra (formaldehid a melléktermék), deetildlasra (acetaldehid a melléktermék), dltalaban
dealkilaldsra, vagy dehalogénezésre (HCI, HBr melléktermékkel), stb.
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A gyakorlaton az enzimaktivitds mérésénél szubsztratként anilint hasznidlunk. Az oxigendlds sordn
az aminocsoporthoz képest para helyzetben OH-csoport alakul ki, 4-aminofenol képzddik. Ligos kozeg-
ben a 4-aminofenol a reakcidelegybe bevitt fenollal kék szinti termékké oxidalddik.

A monooxigendz reakci6hoz NADPH szolgdltatja a redukélt ekvivalenseket. A NADPH-t magas ara
miatt a lehetd legkisebb koncentracidban alkalmazzuk, ugyanakkor gondoskodunk regeneraldsardl. A
regenerdlast a gliikk6z-6-foszfat — gliik6z-6-foszfat-dehidrogendz NADPH general6 rendszerrel biztositjuk.

Anyagok, eszk6zok

Szubsztrat oldat (62.5 mmol/l HEPES puffer, KC1 187.5 mmol/l, anilin.HC1 6.2 mmol/l, albumin 0.025
%, gliik6z-6-P.Na 6.25 mmol/l, dithiothreitol 0.125 mmol/l, G-6-P-dehidrogendz 1.25 U/ml)

Trikl6recetsav oldat (15.0 %)

Mikroszéma frakcié. Két, 150-200 g-os, éjszakan 4t éheztetett, patkdny mdjat, a maj silyanak
megfeleléen 10-szeres térfogati, jéghideg, 0.15 mol/l KCl-oldatban Elvehjem-Potter tiveg — teflon
homogenizatorral homogenizaljuk (10-12 g méjat, 100-120 ml pufferben). A homogenizatumot 20
percig 9000 g-vel, 4 °C -on centrifugdljuk. A szupernatanst szintén 4 °C -on, 100 000 g-vel 45
percig centrifugéljuk. Az iiledéket a mdj silydval megegyezd térfogatd 0.15 mol/l KCl-oldatban a
homogenizatorral szuszpendaljuk. A szuszpenzidban fehérjét hatdrozunk meg. A prepardtum
fehérje koncentricidja ilyenkor kb. 15-20 mg/ml. A mikroszéma szuszpenziét a felhasznaldsig
lefagyasztva taroljuk
(-70°C).

NADPH.Nay-oldat (10.0 mmol/l, 1 %-os NaHCO; oldatban)

Natriumkarbonat oldat (10.0 %)

Ligos fenol oldat (2.0 %)

Standard oldat (4-Aminofenol.HCI, 0.5 mmol/l)

37 °C -os viztiirdd

Centrifuga, centrifugacsovek, kémcsovek

Pipettdk

Fotométer, sziikitett kiivettak

Mérés

Mianyag centrifugacsébe mérni PROBA VAK

Ml ml

SZUBSZTRAT OLDAT 0.80 0.80
TCA oldat — 0.25
Mikroszéma szuszpenzid 0.10 0.10
NADPH.Na, oldat 0.10 0.10

Inkubdlds gyakori rdzogatdssal 37°C-on, 30 percig
TCA oldat 0.25 _
Centrifugalas kb. 2000 g-vel, 10 percig

TCA feliilisz6bdl dj kémcsébe 0.75 0.75
Natriumkarbonat oldat 0.25 0.25
Ligos fenol oldat 0.75 0.75

Szobahémérsékleten 30 percig dllni hagyjuk az oldatot, majd
mérjiik az oldat abszorbancidjit 620 nm-en

A(620)

Standard egyenes készitése

UvegkémcsSbe mérni 1. 2. 3. 4. Vak
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Desztilldlt viz (ml) 0.95 0.90 0.85 0.80 1.00
4-Aminofenol oldat (ml) 0.05 0.10 0.15 0.20 —
TCA oldat (ml) 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25
Az elegybdl Gj kémcsébe kimérni (ml) 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75
Natriumkarbondt oldat (ml) 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25
Luigos fenol oldat (ml) 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75
Szobahdmérsékleten 30 percig allni hagyjuk az oldatot, majd
mérjiik az oldat abszorbancidjat 620 nm-en
o] 1T ]
Szamitasok, feladatok, kérdések

Adatok a szdmitdsokhoz 1. 2. 3. 4. Vak
Bemért 4-Aminofenol (umol) 0.025 0.050 0.075 0.100 0.000
Koncentraci6 a fotometraldsndl (umol/l) 8.57 17.14 25.71 34.29 0.00

A standard egyenesbdl szdmitsuk ki a 4-aminofenol moldris abszorpciés koefficiensét

(Ms.: 145.6).

A standard bemérések segitségével, a mikroszéma frakcié fehérjetartalmanak ismeretében, szamitsuk ki a
mikroszéma minta fajlagos enzimaktivitdsat (mU / mg protein). A mikroszéma szuszpenzid

fehérjetartalma: 17.5 mg / ml.

Magyardazza meg a szubsztrat-oldatban levé anyagok szerepét az enzimreakciéban: HEPES puffer,
albumin, KCl, G-6-P.Na, G-6-P-dehidrogendz, ditiotreitol, anilin.
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2. UDP-gliikuronil transzferaz aktivitasanak mérése

Osszetett kinetikus UV teszt

Bevezetés
UDP-gliikuronil-transzferdz (EC 2.4.1.17)
UDP-gliikurondt + akceptor = UDP + akceptor-B-D-gliikuronid

o o (6]
N 2 o o uop |
\ Ng” "
°\ o o B UDPG-T o o0 |
I A, = N I (AN,
0—P—0—P—0 Nooo 0—P—0—P—0
| \ o ] o
L ) o o~ + R- - ¢ o]
MEROREAKCIO R-OH R
UDP-gliikuronsav Xenobiotikum Glikuronid
(H) o
o o N O N
@ . PK o o 0 f CH
ofp o Pio N C-0—P—0 _ [ I N | °
‘ | | —r~ O—P—0-P-0—P—O N 0 Cc=0
& O o [ U B o
o 0} O O + \07
Foszfoenolpiruvat UTP Piruvat
SEGEDREAKCIO
LDH CH,
|
Piruvat + NADH + H+ —— 1> NAD+ + c‘;fOH
C
] . SN -
INDIKATORREAKCIO o7 "o
Tejsav

A méregtelenitési reakciot az elsé sor irja le. Az UDP-gliikuronsav (“aktiv gliikuronsav”)
szolgdltatja a gliikozidos kotéssel a xenobiotikumhoz kapcsolédo hidrofil molekularészt, a gliikuronsavat.
A reakciot az UDP-gliikuronil transzferdz (UDPG-T) katalizdlja. Esetiinkben ez a mérdreakcio. A
mdsodik egyenletsorban a segédreakcio, a harmadik sorban a meghatdrozdst lehetové tevé indikdtor-
reakcio taldlhato. Az elso lépésben keletkezett UDP-t egy segégreakcioval, a piruvdt kindz (PK) és
Jfoszfoenolpiruvdt segitségével UTP-vé alakitjuk, majd a foszfoenolpiruvdtbol keletkezd piruvdtot az
indikdtor-reakcioban laktdtdehidrogendzzal (LDH) és NADH-val tejsavvd és NAD-dd alakitjuk. A 340
vagy 365 nm-nél mérheto abszorbanciacsokkenés a NADH oxiddcidjdt jelzi.

A biotranszformacié (méregtelenitési funkcié) masodik fazisaban legnagyobb jelentdsége a
glitkuronil-transzferaznak van. A gliikuronil-transzferaz az UDP-gliikuronsavrél glilkuronsavat visz at a
biotranszformaci6 els6 fazisaban el6készitett xenobiotikumra. Gliikozidos kotés jon 1étre. Az igy
kialakul6é molekula a giikuronsav hidroxilcsoportjai és a disszocidbilis karboxilcsoportja révén jelentds
mértékben vizoldékonnyd valik. A konjugdtum pK, értéke 4-nél kisebb, ezért fizioldgids koriillmények
kozott a molekula teljesen disszocidlt dllapotban van. A vesén 4t torténd kivélasztasndl, ellentétben a
lipofil anyagokkal, a glomeruldris filtrdcié utin mar nem szivodik vissza.

Esetenként a méregtelenitésben résztvevd molekulan tobb hidroxilcsoport is glitkuroniddlhat6. A
képzddd termék molekulatomege ilyenkor meghaladja a 400-500 Dalton értéket. Ilyen nagy molekulat a
vese mdr nem képes kivélasztani é€s a méregtelenitett xenobiotikum az epefolyadékkal tiriil. A
glitkuronidalt metabolit egy rész€rdl a bélben taldlhaté glitkuronidaz a glitkkuronsavat hidrolitikusan le-
hasitja. Az igy lipofilebbé valt metabolit djra felszivodik, majd gliikuronidalédik és az epével ismét
kivalasztasra keriil. Ezt nevezik a méregtelenités folyamatdban a metabolitok enterohepatikus korforga-
sanak.
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Az enzim f6leg a mijban (endoplazmatikus reticulum), a citokrém P-450 kozvetlen kézelében
fordul el6, igy a biotranszformécio két fazisa konnyen 0sszekapcsolddhat. Az enzim szubsztratspecifitdsa
csekély, szubsztratjai kozott fenolok, alkoholok, aminok és zsirsavak szerepelnek.

A gliikuronidélds mellett a méregtelenitésben szerepe van még a szulfatképzésnek, metilezésnek,
acetildlasnak vagy a glicinnel, taurinnal, glutaminnal, glutationnal val6 konjugdlasnak.

Anyagok, eszk6zok

Mikroszéma frakcié. Két, 150-200 g-os, éjszakdn 4t éheztetett, patkdny mdjat, a mdj stlydnak
megfeleléen 10-szeres térfogatu, jéghideg, 0.15 mol/l KCl-oldatban Elvehjem-Potter iiveg — teflon
homogenizatorral homogenizaljuk (10-12 g majat, 100-120 ml pufferben). A homogenizatumot 20
percig 9000 g-vel, 4 °C -on centrifugdljuk. A szupernatdnst szintén 4 °C -on, 100 000 g-vel 45
percig centrifugaljuk. Az tiledéket a mdj silydval megegyezd térfogatd 0.15 mol/l KCl-oldatban a
homogenizatorral szuszpendaljuk. A szuszpenzidban fehérjét hatarozunk meg. A prepardtum
fehérje koncentricidja ilyenkor kb. 15-20 mg/ml. A mikroszéma szuszpenziét a felhasznaldsig
lefagyasztva taroljuk
(-70°C).

Munkaoldat (125 mmol/l HEPES puffer, MgCl,.6H,0 8.25 mmol/l, Foszfoenolpiruvat.3CHA 0.35
mmol/l, UDP-gliikuronsav.Na; 2.5 mmol/l, Piruvétkindz 8 U/ml, Laktatdehidrogendz 1.0 U/ml)

Szubsztrat-oldat (3-Metil-2-nitrofenol 3.0 mmol/I)

NADH-oldat (1.5 mmol/l, 1 %-os NaHCO; oldatban)

TRITON X-100 oldat (0.5 %)

Pipettdk, kémcsovek

Fotométer, sziikitett kiivettak

Mérés
Mikroszéma szuszpenzi6 el6készitése méréshez

A gliikuronil-transzferaz enzim a mikroszéma lipidrétegeibe van dgyazva. A lipid kettdsréteg meg-
bontasara a szuszpenzi6hoz nem-ionos detergenst (TRITON X-100) adunk.

A gyakorlat megkezdése el6tt a j61 szuszpendalt mikroszéma prepardtum 0.5 ml-éhez 0.4 ml
HEPES puffert és 0.1 ml 0.5 %-os TRITON X-100 oldatot adunk. Az elegyet 5 percig 37 °C -on
inkubdljuk, majd 125.0 mmol/l, pH 7.2 HEPES-pufferrel 5 ml-re higitjuk. A meghatdrozdshoz a TRITON
X-100-zal aktivalt, higitott mintdbdl mériink be. A reakcidielegybe kb. 150-200 pg mikroszéma-fehérje
kertil.

Kozvetleniil sziikitett PROBA
kiivettaba mérni ml
MUNKAOLDAT 0.6
Szubsztrat oldat 0.1

a fotométer nulldzasa 365 nm-en
NADH oldat 0.2

Mikroszéma szuszpenzidé 0.1

mérés 365 nm-en, percenként leolvasdssal

Az aktivitdsmérést szobahOmérsékleten végezziik. Az oldatokat az adott sorrendben mérjiik a
sziikitett kiivettdba. A szubsztrat oldat bemérése utdn a fotométert nullazzuk. A NADH-oldat hozzdmé-
rése utdn a reakciot a detergenssel kezelt mikroszéma szuszpenzié hozzaadasaval inditjuk. Azonnal, majd
percenként, 5 percig, mérjiik az oldat abszorbancidjat 365 nm-en.

Szamitas
A percenként mért értékek atlagdval (AAsqs/min ) szdimoljuk a mikroszéma prepardtum fajlagos
aktivit4sat.
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6 .
AA
Vx10°xh » (AAjes/min) _ nmol/min/mg
exdxv prot
exdxv -t kiemelve, értéke kiilon szamolva: 30303-nak adddik.

A vizsgélt minta specifikus aktivitdsa (nmol/min/mg) = 30303 X (AAj¢s/min) / prot

az egyenletekben:

A% a reakcidelegy Ossztérfogata (1.0 ml)

10° dtszamitdsi faktor

AA/min az 1 perc alatt mért abszorbancia valtozas

€ a NADH molaris abszorpcios koefficiense (365 nm-nél 3300 mol''.t.em™)
d a fényut hossza a kiivettaban (1 cm)

v a bemért vizsgdlandé minta térfogata (0.1 ml)

prot a mikroszémaminta fehérjetartalma (mg/ml)

h a mikroszéma szuszpenzi6 higitdsa (10 x)

A fenolos hidroxilcsoportot tartalmazé aromds vegyiiletek gliikuronidaldsanak sebessége az OH-
fenol-szarmazék koziil a legkonnyebben gliikuronidalhat6. A fenolos OH-csoport pK, értéke 6.9, igy
fiziol6gids pH-ndl a molekula kb. 75 %-ban disszocidlva van.

Feladatok, kérdések

Szamitsuk ki mikroszéma készitményiink fajlagos aktivitdsat (szdmoljunk 17.5 mg/ml proteintarta-
lommal).

Milyen része a sejtnek a mikroszéma?

Milyen mds, a biotranszformdacié szempontjabdl 1ényeges enzimeket tartalmaznak a mikroszémak?

Mi az enzimaktivitds egysége?

Mi a térfogataktivitds, mi a fajlagos enzimaktivitds?

Mi a kiilonbség a kinetikus és a végpontos aktivitdsmérés kozott?

Mi a Warburg-féle optikai teszt 1ényege?

Ismertessen néhdny Osszetett Warburg-féle optikai tesztet



