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Abstract

Cytochrome P450-dependent monooxygenases are the key enzymes of phase I reactions. They are especially abundant in the
liver and play an important role in xenobiotic metabolism, especially in the case of lipophilic medications. In the hepatocytes,
P450s are found in two different compartments, in which they have two different electron transfer chains. P450 enzymes that be-
long to different families also have different gene regulatory mechanisms. Many of these genes can be turned on or induced by
a chemical signal, which is probably related to the role of P450 in detoxification. Some P450s can activate procarcinogens to car-
cinogens, so their induction may be a cancer risk. The activity and inducibility of particular P450 isoforms differ in particular
zones of the hepatic acini. They are also dependent on many physiological factors, including the age and sex of an individual.
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1. Introduction

The term “cytochrome P450-dependent monooxy-
genase system” (CYP-450) denotes a complex of inte-
gral proteins situated in the microsomal membrane,
nuclear capsule, plasmalemma and mitochondria. It
should be mentioned, however, that in the cells of
prokaryotic organisms and in some fungi, the above-
mentioned hemoproteid is a type of cytosol protein.
The CYP-450 gene appeared in primitive, unicellular
organisms approximately 2—3 billion years ago. Thus,
it is a philogenetically old group of genes that imple-
ments extremely important metabolic functions [10].

CYP-450 is classified as a cytochrome protein —
which are single-electron transmitters operating in the
oxidoreductive pathways of cells. This is possibly due

to the presence of the B heme system in its catalytic
center (protoporphyrin IX). Cells of all organisms,
starting from bacteria, fungi, plants, animals and end-
ing with humans, have developed complex mecha-
nisms for metabolising accumulated exogenous and
endogenous lipophilic compounds into compounds
that are hydrophilic, polar and may be excreted with
urine or bile. The mechanism is based on hydroxy-
lation, oxidation or reduction of substrates and the ac-
tivity itself is carried out by CYP-450 together with
other collaborating enzymatic proteins in the so-called
metabolic phase I [6]. In phase II, the resultant inter-
mediate metabolites are conjugated with UDP-glu-
curonic acid, sulfates, glutathione or amino acids [17].
In both the aforementioned phases of xenobiotic and
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endogenous compound metabolism, the liver plays
a crucial role.

The equilibrium between biotransformation phase
I and II depends on numerous factors, including gene
polymorphism, age, sex, diet, hormones, the activity
of inductors and inhibitors, interactions between vari-
ous xenobiotics and between xenobiotics and endoge-
nous substrates. Disturbing the equilibrium may lead
to serious consequences, since the substrate activation
that occurs in biotransformation phase I induces ad-
verse effects, including mutagenic, carcinogenic and
embryotoxic consequences [19]. The resultant reac-
tive oxygen species (ROS) modify purine and pyrimi-
dine bases, induce point mutations and DNA-chain
breaks [21].

2. The CYP-450-dependent monooxygenase
system

The monooxygenase system referred to in section 1
is composed of four basic elements. In addition to
CYP450, the system includes proteins that supply
electroreduction equivalents — NADPH CYP-450
reductase (1.6.4.2), NADH cytochrome-bs reductase
(1.6.2.2) and cytochrome bs [16], while the optimum
environment required for the reaction to occur is pro-
vided by phosphatidylcholine — a typical lipid compo-
nent of biological membranes [15]. The active centre
of CYP-450 situated at the C-terminal polypeptide
chain contains protoporphyrin IX, the iron atom of
which forms coordination bonds, sharing electrons
with four nitrogen atoms of the pyrrole ring, as well as
with a sulphur atom of the cysteine network originat-
ing from the hemoprotein protein chain. Under normal
conditions, another, sixth ligand of the heme group is
a water molecule [24]. When a carbon monoxide is
substituted in place of the water molecule, a red shift of
the Sorret peak occurs (450 nm). At the C-terminal of
the protein there is also situated the substrate-binding
site, a domain responsible for cooperation with
NADPH-CYP-450 and NADPH-CYP-bs reductase, as
well as antigen determinants. At the N-terminal, on the
other hand, there is a hydrophobic anchor, which has
an amino acid sequence similar to secretory proteins.
The anchor extends as far as the lumenal space of the
endoplasmic reticulum. The N-terminal also accom-
modates the hydrophobic channel, which provides the
only route for transporting metabolised substrates
through the CYP-450 catalytic centre. The molecular
weight of particular CYP-450 isoforms ranges from
43 000 to 60 000 Daltons [11].

An integral membrane protein that closely cooper-
ates with CYP-450 is NADPH reductase with a molec-
ular weight of 76,000-80,000. Its cytosol-facing
catalytic section (C-terminal) contains domains that
bind equimolar amounts of NADPH, FAD and FMN,
as well as a domain that cooperates with CYP-450.
Electrons captured from NADPH are transferred to
FAD, FMN, and subsequently to CYP-450 heme iron.
The electrons may also be donated to CYP-450 by
NADH with NADH reductase being involved, al-
though the K, value of the latter is one order of magni-
tude higher as compared to NADPH reductase. In
consequence, the process is much slower. The organ-
isms have at their disposal solely one NADPH
reductase gene. Despite the fact that the protein gener-
ated on the gene matrix does not appear in homologous
forms, it must cooperate with numerous CYP-450
forms and participate in reduction of other electron ac-
ceptors [5].

Other redox partners for the cytochromes P-450
that are contained solely in the external membrane of
the mitochondria are as follows: an iron-sulfide pro-
tein — the so-called adrenodoxin, and flavoprotein —
adrenodoxin reductase. The mitochondria contain
both the constitutive forms of CYP-450 and its induc-
ible forms, the latter being capable of metabolising
family I, II and III xenobiotics. The mitochondria are
estimated to contain 10—15% of cellular hemoproteids
that metabolise xenobiotics [1].

CYP-450s participate in various types of reactions,
but their monooxygenase activity is of the greatest im-
portance. As a consequence of this reaction, one atom
of oxygen is incorporated into a substrate molecule,
while another, following an NADPH-dependent re-
duction, forms water [20]. The above cycle of
CYP-450 (Fe™) catalytic metabolism includes:

1. formation of the CYP-450-substrate (Fe™ RH)
complex, with iron reduction within the complex
by an electron supplied by NADPH reductase
(Fe+3_Fe+2);

2. binding of molecular oxygen to heme at the 6 li-
gand position, with resultant formation of the oxy-
cytochrome P-450-substrate complex (Fe “O,RH);

3. reduction of the thus formed three-component
complex by an electron supplied by cytochrome bs
(or NADPH CYP-450 reductase), hydrogenation
and formation of the FeFOOH-RH complex;

4. capture of the second proton, thus breaking the
Fe™?OOH complex with formation of water and
(FeO)". During the subsequent stage, an atom of
oxygen is transferred from the reactive (FeO)~
complex to the (Fe"*-ROH) substrate. In the final
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stage, a hydrophilic product of the monooxygenase
reaction (ROH) is detached from CYP-450.

Ifthe cycle of catalytic metabolism is interrupted at
the stage where the first electron is transferred, oxygen
is released as superoxide anion radical (O, ); when it is
interrupted at the second electron stage, the released
compound is hydrogen peroxide (H,O,).

In the hepatic microsomes, the stechiometry of the
components of the CYP-450-dependent monooxyge-
nase system is as follows: 10 to 20 CYP-450 molecules
and 5 to 10 cytochrome bs molecules cooperate with
a single NADPH reductase molecule [5]. These quan-
titative relations change when induction and inhibition
are involved. Cytochrome bs, a low molecular weight
protein found both on the mitochondrial external
lamina and in microsomes, captures electrons from
cytochrome bs NADH reductase (chain II).

3. The cytochrome P-450 superfamily

In humans, as well as in bacteria, protozoa, plants
and animals, the cytochrome P-450 superfamily con-
sists of approximately 2500 microsomal, mitochon-
drial and cytosol proteins [5, 11]. Particular CYP-450
isoforms significantly differ in their substrate specific-
ity. The specificity is relatively low in isoforms that
metabolise xenobiotics and much higher in isoforms
associated with endogenous substrate metabolism.
The former are characterized by considerable in-
ducibility, which markedly affects the amount and
quality of the generated intermediate metabolites. On
the other hand, the latter either do not have this prop-
erty or else exhibit residual inducibility.

CYP-450 was identified by Klingenberg and Gar-
finkel in 1958 [12]. Initially, the enzyme was called
“pigment P”, and when Sato performed its spectral
analysis in 1960, it became known as “cytochrome
P450”. In 1983, the first complete hemoprotein se-
quence was described. Three years later, the number of
known sequences was 67; to date, more than 7700 se-
quences have been described. In the eighties, the
superfamily of proteins was classified based on the
amino acid sequence homology. Thus, CYP-450 fami-
lies (40% match) and subfamilies (55% match) were
distinguished. Up to 2007, in humans, 18 families and
44 subfamilies were identified, encompassing 57 genes
and 58 pseudogenes. The list is constantly being ex-
panded (http://drnelson.utmem.edu).

4. Chemical induction of CYP-450

The isoforms belonging to the CYP-1, CYP-2,
CYP-3 and to a lesser degree CYP-4 families are in-
volved in xenobiotic metabolism. Their activity level
results from gene polymorphism, gene duplication, in-
duction of synthesis by xenobiotics or activation of the
already synthesised cytochrome protein. Increased ac-
tivity may also result from a different mechanism,
namely modification of protein synthesis at the trans-
lation stage or its posttranslational modification. This
is what occurs in the case of CYP-450 2E1.

“Induction” is understood here as a substrate dose-
dependent increase of monooxygenase activity result-
ing from an increased number of synthesised de novo
CYP-450 molecules. The process has serious conse-
quences. In the case of pharmaceuticals, it may accel-
erate their biotransformation rate, change the clear-
ance rate, decrease the time of their activity and cause
formation of qualitatively different, toxic metabolites.
Particular inductors often stimulate various CYP-450
isoforms.

Despite significant progress in recent years, the de-
gree of understanding of molecular mechanisms of in-
duction continues to be low, with the exception of the
CYP-450 family 1. All the CYP-450 families involved
in xenobiotic metabolism (families 1-4) implement
the process thanks to intracellular receptors, which ful-
fil the role of ligand-dependent transcription factors.

Family 1 is induced by halogen derivatives of ben-
zodioxans and benzophurans (e.g. TCDD), aromatic
carbohydrates (methylchloranthrene, dimethylbenz-
anthracene, benzo(a)pyrene and flavones (3-naphtho-
flavone). Numerous data justify regarding the cyto-
plasmic receptor that binds to the above substrates as
an orphan protein, which does not have a physiologi-
cal ligand, although even here some doubts arise.

The Ah receptor, a product of a gene located in hu-
mans on chromosome &, is a conservative protein that
is present not only in vertebrates, but also in insects
(Drosophila melanogaster — the fruit fly) or in proto-
zoa (Caenorhabditis elegans). The protein is synthe-
sised before chemical induction and stored in its in-
active form in the cytoplasm as a complex formed with
two molecules of heat shock proteins (Hsp-90) —
XAP2 and p-23. The proteins protect the complex
against ubiquitination and digestion by proteosomes.
The presence of a ligand — e.g. TCDD —results in com-
plex dissociation, receptor phosphorylation by tyro-
sine kinase and nuclear translocation of the AhR-
ligand complex. There, the AhR-ligand heterodime-
rises with AhR nuclear translocator proteins and inter-
acts with dioxin response element sequences (DRE)
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located in the 5’ terminal region of the CYP family 1
genes [2, 21]. The Ah receptor controls not only the
family 1 cytochromes — 1A1 and 1A2, but also the
metabolic phase II enzymes, including glutathione
transferase, aldehyde dehydrogenase, DT-diaphorase
and UDP-glucuronyltransferase. Control is also exer-
cised over numerous proteins that participate in cell
proliferation (TGF-p, IL-18, PAI-2), cell cycle regula-
tion (p-27, jun-B) and apoptosis (Bax); possibly, the
effect may encompass a more extensive group of
genes, which is indicated by results of investigations
carried out employing micromatrices [3, 14]. In the
years 2000-2004, Brause et al. published a series of re-
ports that indicated that B-naphthoflavone, methyl-
chloranthrene and -naphthoflavone interact with yet
another cytoplasmic receptor, other than AhR, namely
a protein characterised by a similar sequence of poly-
peptide chain, but a decidedly different sedimentation
constant equaling 4S [4]. Evidence has accumulated
that indicates the involvement of AhR in controlling
the synthesis of B-naphthoflavone-binding protein.
Moreover, the Ah receptor controls the AhRR repres-
sor protein, which is an element of a negative feedback
mechanism that ultimately determines the effects of its
binding to the ligand.

Much less is known about the molecular back-
ground of CYP-450 family 2 induction by phenobarbi-
tal-type compounds or by numerous other xenobiotics,
including such substances as cyclophosphamide,
phenytoin, clotrimazole, carbamazepine, pesticides
(dieldrin, metoxychlorine, y-chlordane), solvents — ac-
etone, polychlorinated biphenyls, acetaminofluoren or
ethyl alcohol. Induction by the above compounds af-
fects not only family 2 (subfamily 2A, 2C), but also
family 3 (subfamily 3A), which is after all controlled
by other inductors. The induction level of particular
isoforms in rat microsomes is highly differentiated:
from 24 x for CYP-2C6 to 100 x in the case of
CYP2B1 and 2B2 [24].

The effects of induction in hepatic cells become
visible within 30—60 minutes (the level of transcrip-
tion increases), while after 10-20 hours, the hepato-
cytes exhibit a sudden increase in the area of the
smooth endoplasmic reticulum, an increase in the ac-
tivity of phase II enzymes, synthesis of heme and lipid
metabolism. Most likely, activation affects approxi-
mately 50 different genes [5]. The phenobarbital-bind-
ing receptor is nuclear CAR (constitutive androstane
receptor) protein, which is also a so-called orphan pro-
tein, and RXR (retinoic acid receptor) protein [4].
CAR heterodimerizes with RXR and the resultant he-
terodimer acts as a mediator in activating genes sus-
ceptible to retinoic acid through interacting with

RARE sequences in their promoter segments. In the
proximal promoter region of rat CYP-2B genes, the
following sequences are located: NF1, C/EBP, TATA
box and guanine-enriched BTE, which are responsible
for constitutive expression. The region is not, how-
ever, sufficient to initiate gene expression and requires
cooperation of PBRU (phenobarbital responsive en-
hancer unit), which is a multi-component enhancer lo-
cated in the distal promoter region. The role of
a positive element in PB-dependent CYP2B1/B2 ex-
pression is fulfilled by nuclear factor 1 (NF1), which
contains nuclear receptor binding sites for NR1 and
NR2. In various animal species, the PBRU sequences
are characterised by a considerable level of homology.
Apart from the nucleotide sequence, selection of a re-
ceptor binding to NR1/2 is determined by location of
repeats and introns [7, 8].

Another orphan protein that may possibly partici-
pate in PB induction is the pregnane x receptor (PRX),
which is present in the hepatocytes and intestinal epi-
thelial cells of fetuses and adult individuals.

Initiation of CYP3A1/2 gene transcription occurs
following the formation of the PXR and RXR
heterodimer, which specifically binds to AGTTCA se-
quences separated by three-nucleotide spacers in the
promoter segment. The finding that CAR and PXR
may heterodimerize with RXR supports an association
between processes involved in xenobiotic biotrans-
formation and endogenous signal transduction. In
turn, CYP-450 family 4 isoforms with lauric and
arachidonic acid w-hydroxylase activity are subject to
induction by some hypolipidemic pharmaceuticals or
TCA-type solvents, which is interesting and important
from the toxicological viewpoint. In addition to P450
activity induction, the above-mentioned medications
trigger proliferation of the smooth endoplasmic reticu-
lum and peroxisomes in hepatocytes [9]. The activity
of fatty acid B-oxidation also increases. CYP4 induc-
tion is mediated by the peroxisome proliferator acti-
vated receptor (PPAR), which is a member of a large
family of hormonal receptors that — having bound to
a particular ligand — bind to specific DNA sequences
initiating gene transcription [9].

5. Location of CYP-450-dependent
monooxygenases in the cell

Cytochromes P-450 and bs, as well as their collabo-
rating NADPH and NADH reductases form a system
that is located in several compartments in the hepato-
cytes. A special place is occupied by the smooth and
rough endoplasmic reticulum, the lipoprotein mem-
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branes of which are 10-15% composed of the above-
mentioned proteins. The discussed system is distrib-
uted in a markedly uneven manner [10, 11]. Some
microsomal vesicles, which constitute a biochemical
equivalent of the endoplasmic reticulum obtained by
ultrafiltration, contain a much greater number of mono-
oxygenases than others. This uneven distribution of
the monooxygenase system in the reticulum, which
has been confirmed by biochemical and immunofluo-
rescent methods, points to a special role of the phos-
pholipid environment of the membranes that to a varying
degree facilitates the processes of anchoring integral
proteins in their structures and forming supercom-
plexes by cooperating reductases and cytochromes.
Most likely the immediate lipid environment of the
monooxygenase system ensures spatial fit of the multi-
plied cytochromes P450 and cytochromes bs to an
NADPH-reductase molecule of cytochrome P-450
reductase and affects the accumulation, and then trans-
fer of lipophilic substrates via the functional channel
to the catalytic centres of hemoproteids contained in
the supercomplex. Quantitative or qualitative modifi-
cation of the phospholipid environment in the micro-
somal membranes significantly affects the degree of
advancement of processes catalysed by CYP-450.
Supercomplex breakage followed by introduction of
CYP-450 monomers to synthetic lipoprotein mem-
branes interrupts their previous organisation and
hydroxylation ability.

Another hepatocyte compartment that contains
both xenobiotic-metabolising CYP-450 and endoge-
nous substrates is mitochondria. These organelles ex-
hibit close structural and functional associations. More
than 80% of mitochondria in the hepatocytes of ro-
dents show an association with the endoplasmic retic-
ulum in the form of direct membrane-membrane
contacts or specialised bridges [11]. Such junctions are
intensified when type I or Il inductors are in operation,
and restricted when the P-450 cytochrome is damaged
by alkylating substances, certain pesticides and phar-
maceuticals, including macrolide antibiotics. The
structural and functional integration of these two large
and undoubtedly key role-playing cell organelles takes
place via cytochrome bs, which fulfils the function of
a keystone situated both on the mitochondrial external
membrane and in the microsomes. The coupling of the
functions of the mitochondrial electron transport chain
and microsomal CYP-450 monooxygenase complex is
an expression of the initiation — in extraordinary situa-
tions — of additional compensatory mechanisms that
minimise danger evoked for example by an intensified
supply of xenobiotics. The associations of the mito-
chondria and the endoplasmic reticulum have yet an-

other background (basis), which results from the ne-
cessity to transport numerous proteins encoded by the
nuclear genome, including components of the respira-
tory chain, to the mitochondrial external membrane.

Within mitochondria, there are located constitutive
CYP-450 forms that metabolise such endogenous sub-
strates as cholesterol, steroid hormones, vitamin D3,
and bile acids. The mitochondrial isoforms CYP11A1
and CYP11B1 participate in generation of pregneno-
lone and cortisol. It is estimated that 10—-15% of xeno-
biotic-metabolising cellular cytochromes P450 are
also situated in mitochondria. These are predominantly
representatives of families 1 and 2, such as CYP1A2,
CYP2B1 and CYP2B2, but also CYP3Al and
CYP3A2. In contrast to their microsomal counterparts,
the aforementioned cytochromes are surface proteins
that are linked with the mitochondrial internal lamina
by mutual electrostatic interactions. They are synthe-
sised on nuclear DNA and transported to the internal
lamina through the above-mentioned bridges [11].

In the 1980’s, the presence of inducible forms of
CYP-450 was confirmed in two other hepatocyte struc-
tures, namely in the external membrane of the nuclear
envelope and in the plasmalemma. In the external
membrane of the nuclear envelope, which is united
joined to the rough endoplasmic reticulum, the pres-
ence of TCDD, 3-methylcholantrene and p-naphtho-
flavone-induced CYP45-family 1 were detected. In
spite of the fact that the observed concentration values
of family 1 cytochromes are very low as compared to
microsomes, their location in the close vicinity of the
nucleus may be associated with an increased risk of
DNA damage by the generated active intermediate
metabolites or by way of formation of reactive oxygen
species. In the hepatocyte plasmalemma, the content
of CYP-450 and the activity of CYP-450 reductase are
minimal. Some investigators believe their presence to
be an artifact resulting from the use of inappropriate
isolation procedures. Isolated reports indicate the pres-
ence of hepatocytes CYP2E1, and possibly also CYP3A1
and CYP3A2 in the cellular membrane [10, 11].

The location of the CYP-450-dependent mono-
oxygenase system in the liver confirms the morpho-
logical and functional heterogeneity of hepatocytes in
particular acinar zones, described in Part I of the pres-
ent article. Thus, NADPH CYP-450 reductase is pref-
erentially located in several (4-5) hepatocyte layers
surrounding the central veins, i.e. in zone 11, and grad-
ually reduces its activity in acinar zones II and I.
Densitometric evaluation of the density of the product
of reaction catalysed by the discussed reductase in rat
hepatic acini confirms that in zone III, it is 1.6 to
2.2 times higher than in zone I. Also, the level of par-
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ticular isoforms of CYP-450 families 1, 2 and 3 con-
firms the predomination of zone III over the remaining
hepatocytes [3, 13]. Densitometric analyses of the dis-
tribution of products of immunofluorescence reaction
on the above-mentioned cytochromes demonstrate
that with prior induction by 3-methylocholanthrene,
alochlorine 1201 or ethanol, not only is the amount of
the reaction product significantly increased in the
hepatocytes, but the said product also extends to the
neighboring acinar zones Il and I. This general rule is
partially breached by the hepatic acini of the Holtzman
rats, where CYP-450 family 2 is present in zone 1l and
II, while family 3 extends over all the acinar zones,
showing only a minimum predominance in zone III.
Some differences in the location and activity of the
CYP-450 family 1-4-dependent monooxygenase sys-
tem in the acini also depend on the age of experimental
animals, their sex, and also their diet, although the
preferential location of the system in zone III is indis-
putable [18]. This phenomenon provides a perfect ex-
planation for necrosis of central acinar segments, in
other words in acinar zones III, observed in numerous
cases of acute poisoning [23]. Unfortunately, to date,
the causes of zonal CYP-450 location in the hepatic
acini have not been determined, notwithstanding that
all the hepatocytes and acinar zones are capable of ef-
fectively responding to the supplied inductors.

6. Age and expression of hepatic CYP-450

The initiation of biotransformation activity in rat
liver cells occurs at the end of pregnancy, thus preced-
ing the completion of structural and functional matura-
tion of the organ [26]. The process extends until the
animal achieves sexual maturity and then the liver ulti-
mately takes over the responsibility for systemic xeno-
biotic metabolism. Numerous investigations suggest
that constitutive expression of mRNA and CYP1A1,
1A2 and 2B1/2 proteins does not occur in fetal life, but
becomes active one day prior to end of pregnancy and
at that time is subject to 3-methylcholantrene and
polychlorinated biphenyl induction [25]. In rats, rab-
bits and hamsters, expression of mRNA and CYP2E1
protein in the liver is observed several hours or days
after birth. In turn, CYP3 A reveals its catalytic activity
solely in extrafetal life. The provided examples con-
firm the fact that in the developing liver, the activity of
particular CYP-450 isoforms arises at various points in
time and exhibits divergent readiness for induction.

When sexual maturity is achieved, the activity of
the CYP-450-dependent monooxygenase system is
gradually decreased or stabilised at a low level. In-

ducibility also diminishes —in the case of rats CYP2B1
and 2B2, this happens after the animal is more than
12 months old. At that time, in rodents, functional
feminisation of the liver occurs, consisting in a de-
crease in the activity of sex-dependent xenobiotic me-
tabolising enzymes. In elderly male rats, the
mentioned activity approximates that observed in fe-
males [22].
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APPENDIX 1. LIST OF ABBREVIATIONS

Ah

AhR
AhRR

Bax

BTE
C/EBP
CAR
CYP-450
DNA

FAD

FMN
Hsp-90
IL-1B
mRNA
NADH
NADPH
NF1 and NF2
NR1 and NR2
PAI-2

PB

PBRU
PPAR
PXR
RARE
ROS
TATA box
TCA
TCDD
TGF-B

aryl hydrocarbon

Ah receptor

AhR repressor

proapoptotic protein

basic transcription element
CCAAT/enhancer binding protein
constitutive androstane receptor
cytochrome P450

deoxyribonucleic acid

flavin adenine dinucleotide

flavin mononucleotide

heat shock protein

interleukin 1

messenger ribonucleic acid

reduced nicotinamide adenine dinucleotide
reduced nicotinamide adenine dinucleotide phosphatase
nuclear factor 1 and 2

nuclear factor 1 and 2 receptors
plasminogen activator inhibitor type 2
phenobarbital

phenobarbital responsive enhancer unit
peroxisome proliferator activated receptor
pregnane x receptor

retinoic acid responsive element

reactive oxygen species RXR — retinoid x receptor
regulatory sequence

tetrachloroacetic acid
2,3,7,8-tetrachlorodibenzodioxin

transforming growth factor/tumor necrosis factor 3
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ROLA WATROBY W PROCESIE BIOTRANSFORMACJI

KSENOBIOTYKOW.

CZESC II. METABOLIZM KSENOBIOTYKOW W WATROBIE
Z UDZIALEM UKELADU MONOOKSYGENAZ ZALEZNYCH

OD CYTOCHROMU P450

1. Wprowadzenie

Mianem uktadu monooksygenaz zaleznych od cyto-
chromu P450 (CYP-450) okresla si¢ kompleks bialek in-
tegralnych zlokalizowanych w blonach mikrosomalnych,
otoczce jadrowej, plazmolemie oraz mitochondriach. Na-
lezy jednak wspomnie¢, iz w komdrkach organizméw
prokariotycznych oraz u niektorych grzybow wspom-
niany hemoproteid reprezentuje typ biatka cytozolowe-
go. Gen CYP-450 pojawit si¢ w prymitywnych, jedno-
komodrkowych organizmach okoto 2—3 miliardy lat temu.
Jest to wige stara filogenetycznie grupa genow, realizu-
jaca niezwykle wazne funkcje metaboliczne [10].

CYP-450 nalezy do bialek cytochromowych beda-
cych jednoelektronowymi przeno$nikami w szlakach
oksydoredukcyjnych komorek. Czyni to dzigki obecnos-
ci w swoim centrum katalitycznym uktadu hemowego
(protoporfiryna 1X). Komoérki wszystkich organizmow,
poczawszy od bakterii, grzybdw, roslin, zwierzat, az po
czlowieka, wyksztalcily ztozone mechanizmy metaboli-
zacji kumulujacych si¢ zwiazkow lipofilnych pochodze-
nia zewngtrznego i endogennego do zwiazkéw hydro-
filnych, polarnych, mozliwych do usunigcia z moczem
lub zo6tcia. Mechanizm ten, oparty na hydroksylacji, utle-
nianiu lub redukcji substratow, przeprowadza CYP-450
wraz z innymi wspotpracujacymi biatkami enzymatycz-
nymiw tzw. I fazie przemian [6]. W fazie Il powstate me-
tabolity posrednie sa sprzg¢gane z kwasem UDP-glukuro-
nowym, siarczanami, glutationem lub aminokwasami [17].
Watroba w obu wymienionych fazach przemian kseno-
biotykow oraz zwiazkow endogennych odgrywa rolg za-
sadnicza.

Réwnowaga pomigdzy 1 i II faza biotransformacji
zalezy od wielu czynnikow, w tym: polimorfizmu genow,
wieku, plci, diety, hormondw, oddziatywania induktoréw
i inhibitoréw, wzajemnej interakcji pomigdzy ksenobio-
tykami oraz ksenobiotykami i endogennymi substratami.
Naruszenie owej rownowagi moze prowadzi¢ do powaz-
nych konsekwencji, bowiem dokonujaca si¢ w I fazie
przemian aktywacja substratow wzbudza niepozadane
efekty, w tym mutagenne, kancerogenne, embriotoksycz-
ne [19]. Powstajace reaktywne formy tlenu (RFT) mo-
dyfikuja zasady purynowe i pirymidynowe, indukuja mu-
tacje punktowe i pgknigcia tancucha DNA [21].

2. Uklad monooksygenaz zaleznych od CYP-450

Na wspomniany w rozdziale 1. uktad monooksygenaz
sktadaja si¢ cztery podstawowe sktadowe. Obok CYP450
uczestnicza w nim biatka dostarczajace rownowaznikow
elektroredukcyjnych — reduktaza NADPH CYP-450
(1.6.4.2), reduktaza NADH cytochrom-bs (1.6.2.2) oraz
cytochrom bs [16]. Natomiast optymalne srodowisko wy-
magane do przebiegu reakcji stwarza fosfatydylocholi-
na — typowy sktadnik lipidowy bton biologicznych [15].
W centrum aktywnym CYP-450 ulokowanym w C-kon-
cu tancucha polipeptydowego zawarta jest protoporfi-
na IX, a jej zelazo tworzy wiazania koordynacyjne, dzie-
lac elektrony z czterema atomami azotu pierscienia piro-
lowego, a takze z atomem siatki cysteiny pochodzacej
z tancucha biatkowego hemoproteiny. Kolejnym, szos-
tym ligandem grupy hemowej w warunkach prawidlo-
wych, jest czasteczka wody [24]. Podstawienie jej tlen-
kiem wegla doprowadza do przesunigcia piku Sorreta
w kierunku fal czerwonych (450 nm). Na C-koncu biatka
lokuje si¢ takze miejsce wiazania substratu, domeny od-
powiedzialne za wspoétdziatanie z NADPH reduktaza
CYP-450 1 CYP-bs, a takze determinanty antygenowe.
Na N-konicu znajduje si¢ natomiast kotwica hydrofobowa
dysponujaca sekwencja aminokwasowa podobna do bia-
ek sekrecyjnych. Sigga ona az do przestrzeni lumenalnej
siateczki $rodplazmatycznej. Tam tez znajduje si¢ hy-
drofobowy kanat stanowiacy jedyna droge transportu
substratow metabolizowanych przez centrum katalitycz-
ne CYP-450. Masa czasteczkowa poszczegodlnych izo-
form CYP-450 waha si¢ od 43 000 do 60 000 dalto-
néw [11].

Integralnym biatkiem btonowym, $cisle wspotpracu-
jacym z CYP-450, jest NADPH reduktaza o masie czas-
teczkowej 76 000-80 000. W jej czgsci katalitycznej zwro-
conej do cytozolu (fragment C-koncowy) znajduja si¢ do-
meny wiazace w rownomolarnych ilosciach NADPH,
FAD i FMN oraz domena wspdtpracujaca z CYP-450.
Elektrony pobierane z NADPH przenoszone sa na FAD,
FMN, a nastgpnie zelazo hemowe CYP-450. Elektrony
moga takze ptyna¢ do CYP-450 z NADH przy udziale
NADH reduktazy, aczkolwiek jej K, jest o rzad wielkos-
ci wigksze niz w wypadku reduktazy NADPH. W kon-
sekwencji 6w proces jest znacznie wolniejszy. Orga-
nizmy dysponuja wylacznie jednym genem reduktazy
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NADPH. Pomimo, iz powstajace na jego matrycy biatko
nie wystepuje w formach homologicznych, to musi wspot-
pracowac z wieloma izoformami CYP-450 oraz uczestni-
czy¢ w redukeji innych akceptorow elektronow [5].

Kolejnym partnerem redoks dla cytochroméw P-450
zawartym wylacznie w blonie wewngtrznej mitochon-
dridw sa: biatko zelazo-siarczkowe zwane adrenodok-
syna oraz flawoproteina — reduktaza adrenodoksyny.
Mitochondria zawieraja zar6wno formy konstytutywne
CYP-450, jak i indukowalne, metabolizujace ksenobioty-
ki, w tym z rodziny I, II oraz IIl. Szacuje sig, iz w mito-
chondriach zlokalizowane jest 10-15% komorkowych
hemoproteidow metabolizujacych ksenobiotyki [1].

CYP-450 uczestnicza w réznych typach reakcji, cho-
ciaz aktywno$¢ monooksygenazowa ma najwigksze zna-
czenie. W jej rezultacie jeden atom tlenu zostaje wbu-
dowany do czasteczki substratu, natomiast drugi, po re-
dukcji z udziatem NADPH, tworzy wodg [20]. Powyzszy
cykl przemian katalitycznych CYP-450 (Fe™) obejmuje:

1. utworzenie kompleksu CYP-450-substrat (Fe™ RH)
z redukcja zelaza w kompleksie przez elektron do-
starczony przez NADPH reduktaze (Fe'>-Fe'?);

2. zwiazanie tlenu czasteczkowego z hemem w 6 pozy-
cji ligandowej, w wyniku czego powstaje kompleks
oksycytochrom P-450-substrat (Fe ?O,RH);

3. redukcj¢ powstatego trojsktadnikowego kompleksu
przez elektron dostarczany z cytochromu bs (lub re-
duktazy NADPH CYP-450), uwodornienie i utwo-
rzenie kompleksu FeOOH-RH;

4. przejgcie drugiego protonu oznaczajace rozbicie
kompleksu Fe ?OOH oraz powstanie wody i (FeO) ™.
W kolejnym etapie dokonuje si¢ przeniesienie atomu
tlenu z reaktywnego kompleksu (FeO)" do substratu
(Fe™-ROH). Na etapie koficowym od CYP-450 od-
lacza si¢ hydrofilny produkt reakcji monooksygena-
zowej (ROH).

Jezeli cykl przemian katalitycznych zostanie przer-
wany na etapie przekazania pierwszego elektronu, to tlen
zostanie uwolniony w postaci anionorodnika ponadtlen-
kowego (O;), a gdy na etapie drugiego elektronu, to
uwalniany bedzie nadtlenek wodoru (H,0O5).

W mikrosomach watrobowych stechiometria sktad-
nikow uktadu monooksygenaz zaleznych od CYP-450
ksztalttuje si¢ nastgpujaco: z jedna reduktaza NADPH
wspotpracuje 10-20 czasteczek CYP-450 oraz od 5 do
10 czasteczek cytochromu bs [5]. Owe stosunki iloSciowe
zmieniaja si¢ w warunkach indukcji Iub inhibicji. Cyto-
chrom bs bedacy matym biatkiem obecnym zaréwno na
blaszce zewngtrznej mitochondriéw, jak i w mikroso-
mach, przejmuje elektrony z NADH reduktazy cytochro-
mu bs (tancuch II).

3. Nadrodzina cytochromu P-450

Na wspomniang w tytule nadrodzing sktada si¢ ok.
2500 biatek mikrosomalnych, mitochondrialnych, cyto-
zolowych, zaréwno u ludzi, jak i u bakterii, pierwotnia-
kow, roslin 1 zwierzat [5, 11]. Poszczegodlne izoformy
CYP-450 istotnie r6znia si¢ specyficznoscia substratowa.
Jest ona stosunkowo niewielka w przypadku izoform me-
tabolizujacych ksenobiotyki, natomiast znacznie wigksza
dla zwiazanych z przemiang substratdéw endogennych.
Pierwsze z wymienionych cechuja si¢ znaczna indukcyj-
no$cia, wptywajaca zasadniczo na ilo$¢ i jako$¢ pow-
stajacych metabolitow posrednich. Drugie natomiast tej
cechy nie posiadaja lub tez reprezentuja ja w formie
szczatkowej.

CYP-450 zostal zidentyfikowany w 1958 r. przez
Klingenberga i Garfinkla [12]. Poczatkowo enzym na-
zwano pigmentem P, a po dokonanej przez Sato w 1960 r.
charakterystyce widmowej cytochromem P450. W 1983 1.
poznano pierwsza petna sekwencj¢ hemoproteiny. W trzy
lata p6zniej liczba rozpoznanych sekwencji wynosita 67,
a do chwili obecnej opublikowano ich ponad 7700. W la-
tach osiemdziesiatych omawiang nadrodzing biatek skla-
syfikowano na podstawie homologii sekwencji amino-
kwasowej. I tak wyodrgbniono rodziny CYP-450 (ce-
chujace si¢ 40% zgodnoscia) oraz podrodziny (55% zgod-
nos$cia). Do roku 2007 u cztowieka wyodrgbniono 18 ro-
dzin i 44 podrodziny obejmujace 57 genoéw i 58 pseudo-
gendéw. Wymieniona lista jest systematycznie uzupet-
niana (http://drnelson.utmem.edu).

4. Indukcja chemiczna CYP-450

[zoformy rodziny CYP-1, CYP-2, CYP-3, i w mniej-
szym stopniu CYP-4, sq zaangazowane w przemiany
ksenobiotykdéw. Poziom ich aktywno$ci wynika z poli-
morfizmu genow, ich duplikacji, indukeji syntezy przez
ksenobiotyki lub aktywacji wysyntetyzowanego juz biat-
ka cytochromu. Ow wzrost moze mie¢ i inne podloze,
a mianowicie wynika¢ z modyfikacji syntezy biatka na
etapie translacji lub jego modyfikacji potranslacyjne;.
Tak si¢ miedzy innymi dzieje w wypadku CYP-450 2E1.

Przez indukcjg rozumiemy zalezny od dawki sub-
stratu wzrost aktywno$ci monooksygenazowej wynika-
jacy z pomnozenia powstalych de novo czasteczek
CYP-450. Proces ten pociaga za soba powazne konsek-
wencje. W wypadku lekow moze doprowadzi¢ do przy-
$pieszenia ich metabolizacji, zmiany klirensu, skrocenia
czasu dzialania oraz tworzenia jako$ciowo odmiennych,
toksycznych metabolitow. Poszczegoélne induktory nie-
jednokrotnie stymuluja rézne izoformy CYP-450.

Znajomos$¢ molekularnych mechanizméw indukceji
mimo znacznych postgpéw dokonanych w ostatnich la-
tach jest nadal staba z wylaczeniem rodziny 1 CYP-450.
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Wszystkie rodziny CYP-450 zaangazowane w metabo-
lizm ksenobiotykdéw (rodziny 1-4) 6w proces realizuja
dzigki receptorom wewnatrzkomorkowym pelniacym ro-
le czynnikow transkrypeyjnych zaleznych od ligandu.

Rodzing 1 indukuja chlorowcowe pochodne benzo-
dioksanow i benzofuranow (np.TCDD), weglowodory
aromatyczne (metylocholantren, dimetylobenzoatracen,
benzo(a)piren oraz flawony (B-naftoflawon). Szereg da-
nych upowaznia do uznania receptora cytoplazmatycz-
nego wiazacego powyzsze substraty za biatko sieroce
nieposiadajace fizjologicznego ligandu, chociaz i tu po-
jawiaja si¢ watpliwosci.

Receptor Ah, produkt genu zlokalizowanego u czto-
wieka w chromosomie 8, jest biatkiem konserwatywnym
obecnym nie tylko u krggowcow, lecz takze w $wiecie
owadow (muszka owocowa) czy pierwotniakow (Caen-
orhabditis elegans). Jest syntetyzowany przed indukcja
chemiczna i magazynowany w postaci nieaktywnej w cy-
toplazmie komoérek w formie kompleksu z dwoma czas-
teczkami biatka szoku termicznego Hsp-90 — XAP2
i p-23. Wspomniane biatka zabezpieczaja go przed ubi-
kwitynacja 1 strawieniem w proteosomach. Pojawienie
si¢ ligandu np. TCDD powoduje dysocjacj¢ kompleksu,
fosforylacjg receptora przez kinazg tyrozynowa oraz trans-
lokacje¢ zespotu AhR-ligand do jadra komoérkowego. Tam
AhR-ligand taczy si¢ z biatkami Arnt w heterodimer
(ang. AhR nuclear translocator protein) i oddzialuje z se-
kwencjami DRE (ang. dioxin response element) zawar-
tymi w rejonie 5 koncowym genéw CYP z rodziny 1 [2,
21]. Pod kontrola receptora Ah znajduja si¢ nie tylko cy-
tochromy rodziny 1 — 1Al 1 1A2, lecz takze enzymy II
fazy przemian, w tym transferaza glutationu, dehydroge-
naza aldehydowa, DT-diaforaza i UDP-glukuronylotran-
sferaza. Ow wplyw obejmuje takze szereg biatek
uczestniczacych w proliferacji komoérek (TGF-B, IL-1p,
PAI-2), regulacji cyklu komérkowego — (p-27, jun-B)
oraz apoptozie — (Bax), a by¢ moze jeszcze szerszej gru-
py gendw, na co wskazuja wyniki badan z uzyciem mi-
kromacierzy [3, 14]. W latach 2000-2004 ukazalo si¢
szereg publikacji Brausego i wspotpracownikow wska-
zujacych, iz B-naftoflawon, metylocholantren i -nafto-
flawon oddzialuja takze z innym receptorem cytoplazma-
tycznym niz AhR, a mianowicie biatkiem o podobnej
sekwencji tancucha polipeptydowego, lecz zdecydowa-
nie ro6znej statej sedymentacji wynoszacej 4S [4]. Zgro-
madzono réwniez szereg przestanek §wiadczacych o za-
angazowaniu AhR w kontrolg syntezy biatka wiazacego
B-naftoflawon. Receptor Ah kontroluje ponadto biatko
represorowe AhRR stanowiace element ujemnego sprzg-
zenia zwrotnego ksztaltujacego ostateczne efekty jego
zwiazania z ligandem.

Zdecydowanie mniej wiadomo o podtozu molekular-
nym indukcji CYP-450 rodziny 2 dokonywanej przez
zwiazki typu fenobarbital, a takze przez wiele innych
ksenobiotykow, wsrod ktorych sa miedzy innymi: cy-

klofosfamid, fenytoina, klotrimazol, karbamazepina, pes-
tycydy (dieldrin, metoksychlor, y-chlordan), rozpusz-
czalniki: aceton, polichlorowane bifenyle, acetaminoflu-
oren czy alkohol etylowy. Indukcja przez powyzsze
zwiazki dotyczy nie tylko rodziny 2 (podrodziny 2A,
2C), lecz i rodziny 3 (podrodzina 3A), ktora znajduje si¢
przeciez pod kontrola innych induktoréw. Poziom in-
dukcji poszczegodlnych izoform w mikrosomach szczura
jest wysoce zroznicowany: od 2—4 x dla CYP-2C6 do
100 x w wypadku CYP2B1 i 2B2 [24].

Efekty indukcji w komorkach watrobowych staja si¢
widoczne juz po uptywie 30—60 min (wzrasta poziom
transkrypcji), natomiast po kilkunastu godzinach nastg-
puje w hepatocytach gwattowne pomnozenie powierz-
chni siateczki Srodplazmatycznej gtadkiej, ros$nie aktyw-
no$¢ enzymow Il fazy, syntezy hemu i metabolizmu li-
pidow. Przypuszczalnie aktywacja obejmuje blisko
50 réznych genow [5]. Receptorem wiazacym fenobarbi-
tal jest biatko jadrowe CAR (ang. constitutive androstane
receptor) rowniez nalezace do tzw. biatek sierocych oraz
biatko RXR (ang. retinoic acid receptor) [4]. Po potacze-
niu tworza one heterodimer posredniczacy w aktywacji
gendéw wrazliwych na kwas retinowy poprzez oddzia-
lywanie z sekwencjami RARE w ich odcinkach promoto-
rowych. W proksymalnym rejonie promotordw szczu-
rzych genow CYP-2B wystgpuja sekwencje NF1,
C/EBP, TATA box oraz BTE wzbogacony w guaning,
odpowiadajace za ckspresj¢ konstytutywna. Rejon ten
nie jest jednak wystarczajacy dla uruchomienia ekspresji
genu i wymaga wspotdziatania sekwencji PBRU (ang.
phenobarbital responsive enhancer unit) bgdacej wie-
losktadnikowym wzmacniaczem zlokalizowanym w dy-
stalnym regionie promotorowym. Rolg elementu pozy-
tywnego w ekspresji CYP2B1/B2 zaleznej od PB od-
grywa NF1 (ang. nuclear factor 1) zawierajacy miejsca
wiazania dla NR1 i NR2 (ang. nuclear receptor binding
sites). Sekwencje PBRU cechuje znaczny poziom homo-
logii u r6znych gatunkéw zwierzat. O wyborze receptora
wiazacego si¢ z NR1/2 obok sekwencji nukleotydowe;j,
decyduje posadowienie motywow powtdrzonych oraz se-
kwencji oddzielajacych [7, 8].

Innym bialtkiem sierocym, ktére by¢ moze bierze
udziat w indukcji PB jest PXR (ang. pregnane x receptor)
obecny w hepatocytach oraz komoérkach nabtonkowych
jelit ptodow oraz osobnikdéw dorostych.

Inicjacja transkrypcji genéw CYP3A1/2 nastgpuje po
utworzeniu heterodimeru migdzy biatkami PXR i RXR,
ktory taczy sig specyficznie z sekwencjami AGTTCA po-
przedzielanych trojnukleotydowymi przerywnikami w od-
cinku promotorowym. Obserwacja, iz bialka CAR i PXR
moga tworzy¢ heterodimery z RXR, $wiadczy o zwiaz-
kach pomigdzy procesami metabolizmu ksenobiotykow
a transdukcja sygnatow endogennych. Z kolei izoformy
CYP-450 rodziny 4 o aktywno$ci ow-hydroksylazy kwasu
laurowego 1 arachidonowego podlegaja interesujacej
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i waznej z punktu widzenia toksykologii indukcji ze stro-
ny niektorych lekéw hypolipidemicznych lub rozpusz-
czalnikéw typu TCA. Wspomniane leki, obok indukcji
aktywnosci P450, wywotuja w hepatocytach proliferacje
siateczki §rodplazmatycznej gladkiej i peroksysomow [9].
Wozrasta takze aktywno$¢ B-oksydacji kwasow ttuszczo-
wych. Indukcja CYP4 odbywa sig za posrednictwem re-
ceptora jadrowego PPAR (ang. peroxysome proliferator
activated receptor) nalezacego do duzej rodziny recepto-
réw hormonalnych, ktore po powiazaniu si¢ z okreslo-
nym ligandem, lacza si¢ z specyficznymi sekwencjami
DNA, uruchamiajac transkrypcje genow [9].

5. Lokalizacja komoérkowa monooksygenaz
zaleznych od CYP-450

Cytochromy P-450 i bs oraz wspoélpracujace z nimi
reduktazy NADPH i NADH tworza system zlokalizo-
wany w hepatocytach w kilku kompartmentach. Wsrod
nich pozycj¢ szczego6lna zajmuje siateczka srodplazma-
tyczna gladka i szorstka, ktorych btony lipoproteinowe
w 10-15% zbudowane sa ze wspomnianych biatek.
W blonach siateczki $rodplazmatycznej omawiany sys-
tem rozmieszczony jest wyjatkowo nierownomiernie [ 10,
11]. Niektore pecherzyki mikrosomalne, ktore stanowia
ekwiwalent biochemiczny siateczki $rddplazmatycznej
uzyskiwany w drodze ultrawirowania, zawieraja znacz-
nie wigcej monooksygenaz niz inne. To potwierdzone
metodami biochemicznymi i immunofluorescencyjnymi
nierownomierne rozmieszczenie uktadu monooksygenaz
w siateczce wskazuje na szczegdlna rolg otoczenia fos-
folipidowego bton, ktére w réoznym stopniu sprzyja pro-
cesom zakotwiczenia bialek integralnych w ich struk-
turze oraz tworzenia superkomlpeksow przez wspotdzia-
lajace reduktazy i cytochromy. Prawdopodobnie bezpo-
$rednie lipidowe otoczenie uktadu monooksygenaz za-
pewnia przestrzenne dopasowanie si¢ zmultiplikowany-
ch cytochroméw P450 i cytochroméw bs do czasteczki
NADPH-reduktazy cytochromu P-450 oraz wptywa na
akumulacje, a nastgpnie przekazywanie lipofilnych sub-
stratow przez kanat funkcjonalny do czgsci katalitycznej
hemoproteidow zawartych w superkompleksie. Modyfi-
kacja ilosciowa lub jakosciowa otoczenia fosfolipido-
wego w btonach mikrosomalnych w powaznym stopniu
wplywa na zaawansowanie proceséw katalizowanych
przez CYP-450. Rozbicie superkompleksoéw, a nastgpnie
wprowadzenie CYP-450 w formie monomerow do syn-
tetycznych blon lipoproteinowych, przerywa poprzednia
ich organizacj¢ i zdolno$¢ do hydroksylacji.

Kolejnym kompartmentem hepatocytow, w ktorych
zawarte sg zar6wno CYP-450 metabolizujace ksenobio-
tyki, jak i substraty endogenne, sa mitochondria. Pomig-
dzy wymienionymi organellami mozna zaobserwowaé
Sciste powigzania strukturalne oraz funkcjonalne. Ponad

80% mitochondriow w hepatocytach gryzoni wykazuje
powiazania z siateczka $rodplazmatyczna w formie bez-
posrednich kontaktow typu blona-btona lub wyspecjali-
zowanych mostkéw [11]. Owe polaczenia ulegaja inten-
syfikacji w warunkach dziatania induktorow typu I lub II,
a ograniczeniu po uszkodzeniu cytochromu P-450 po-
przez substancje alkilujace, niektore pestycydy oraz leki,
w tym antybiotyki makrolidowe. Integracja strukturalna
i funkcjonalna tych dwoch duzych i bez watpienia klu-
czowych organelli komérkowych dokonuje sig¢ poprzez
cytochrom bs odgrywajacy rolg zwornika umiejscowio-
nego zardwno na blaszce zewngtrznej mitochondriow,
jak 1 w mikrosomach. Sprzggnigcie funkcji mitochon-
drialnego lancucha transportu elektronéw z mikrosomal-
nym kompleksem monooksygenaz zaleznych od CYP-450
jest wyrazem uruchamiania w komorkach w nadzwyczaj-
nych okoliczno$ciach dodatkowych mechanizméw kom-
pensacyjnych, minimalizujacych zagrozenia wywotane
np. wzmozonym naplywem ksenobiotykow. Zwiazki mi-
tochondriow i siateczki $rodplazmatycznej maja takze
inne podtoze wynikajace z koniecznosci transportu wielu
biatek kodowanych przez genom jadrowy, w tym wcho-
dzacych w sklad tancucha oddechowego, do blaszki
wewngtrznej mitochondriow.

W mitochondriach zlokalizowane sa przede wszyst-
kim konstytutywne formy CYP-450 metabolizujace sub-
straty endogenne typu: cholesterol, hormony sterydowe,
witamina D3 kwasy zo6tciowe. Mitochondrialne izoformy
CYP11A1iCYP11B1 uczestnicza miedzy innymi w pow-
stawaniu pregnenolonu i kortyzolu. Szacuje sig, iz lokali-
zacja mitochondrialng dysponuje rowniez 10-15% ko-
moérkowych cytochroméw P450 metabolizujacych kse-
nobiotyki. Sg to gldwnie cytochromy rodziny 1 i 2, jak
CYP1A2, CYP2B1 i CYP2B2, ale takze CYP3Al
i CYP3A2. Wspomniane cytochromy w odroznieniu od
ich odpowiednikow mikrosomalnych sa biatkami po-
wierzchniowymi powiazanymi z blaszka wewngtrzna po-
przez wzajemne oddziatywania elektrostatyczne. Sa syn-
tetyzowane na jadrowym DNA i przekazywane do blaszki
wewngtrznej poprzez wspomniane powyzej mostki [11].

W latach osiemdziesiatych 20. wieku potwierdzono
obecnos¢ indukowalnych form CYP-450 w dwoch ko-
lejnych strukturach hepatocytow, a mianowicie blaszce
zewngtrznej otoczki jadrowej oraz plazmolemie. W blasz-
ce zewngtrznej otoczki jadrowej zespolonej z siateczka
srodplazmatyczna szorstka zlokalizowano CYP450 ro-
dziny 1 indukowane przez TCDD, 3-metylocholantren
i B-naftoflawon. Mimo, iz obserwowane stgzenia cyto-
chromow rodziny 1 sa w poréwnaniu do mikrosomow
niewielkie, to jednak ich umiejscowienie w poblizu jadra
komorkowego moze si¢ wiagza¢ z nasilonym ryzykiem
uszkodzenia DNA przez generowane aktywne metaboli-
ty posrednie lub tworzenie reaktywnych form tlenu.
W plazmolemie hepatocytow zawartos¢ CYP-450 oraz
aktywnosci jego reduktazy sa minimalne. Cz¢$¢ badaczy
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sadzi, iz jest to raczej artefakt wynikajacy ze ztych pro-
cedur izolacyjnych. W pojedynczych doniesieniach
wskazywano na obecno$¢ w blonie komoérkowej hepa-
tocytow CYP2EI, a by¢ moze takze CYP3A1 i CYP3A2
[10, 11].

Lokalizacja uktadu monooksygenaz zaleznych od
CYP-450 w watrobie potwierdza opisang w czesci I ar-
tykutu heterogenno$¢ morfologiczng i funkcjonalng he-
patocytdw w poszczegolnych strefach gronek. I tak re-
duktaza NADPH CYP-450 preferencyjnie lokalizuje sig
kilku (4-5) poktadach hepatocytow otaczajacych zyly
centralne, a wigc w strefach III i stopniowo redukuje swa
aktywnos¢ w strefach II i I gronek. Densytometryczne
oceny gestosci produktu reakcji na omawiang reduktaze
w gronkach watrobowych szczura potwierdzaja, iz
w strefie 11 jest ona 1,6 do 2,2-krotnie wigksza niz w stre-
fie I. Rowniez zawarto$§¢ poszczegdlnych izoform
CYP-450 rodziny 1, 2 i 3 potwierdza dominacj¢ he-
patocytow stref I1I nad pozostatymi [3, 13]. Analizy den-
sytometryczne rozktadu produktéw reakeji immunofluo-
roscencyjnej na wymienione powyzej cytochromy wy-
kazuja, iz w warunkach uprzedniej indukcji 3-metylo-
cholantrenem, alochlorem 1201 Iub etanolem, nastgpuje
nie tylko istotne pomnozenie ilosci produktu w hepatocy-
tach, lecz i objgcie nim sasiednich stref 11 1 I gronek. Z tej
generalnej prawidlowosci czg§ciowo wytamuja sig gron-
ka watrobowe szczuréw rasy Holtzman, gdzie CYP-450
rodziny 2 wystgpuja w strefie 3 i 2, natomiast rodzina 3
obejmuje wszystkie strefy gronek z minimalng tylko
przewaga w strefie I11. Pewne roznice w lokalizacji i ak-
tywnosci uktadu monooksygenaz zaleznych od CYP450
rodzin 1-4 w gronkach zaleza takze od wieku badanych
zwierzat, pici, a takze zastosowanej diety, chociaz prefe-
rencyjna lokalizacja uktadu w strefach III nie ulega wat-
pliwosci [18]. Doskonale tlumaczy to obserwowana
w wielu ostrych zatruciach martwice czgsci centralnych
zrazikow, czyli stref III gronek [23]. Do chwili obecnej
nie zdotano niestety ustali¢, jakie sa rzeczywiste przy-
czyny strefowej lokalizacji CYP-450 w gronkach watro-
bowych, mimo iz wszystkie hepatocyty i strefy gronek sa
zdolne do efektywnej odpowiedzi na podane induktory.

6. Wiek i ekspresja CYP-450 zawartych
w watrobie

Zapoczatkowanie aktywnosci biotransformacyjnej
w komorkach watrobowych szczura nastgpuje pod ko-
niec ciazy, a wigc wyprzedza zakonczenie dojrzewania
strukturalnego i funkcjonalnego narzadu [26]. Trwa do
osiagnigcia dojrzatosci ptciowej, gdy ostatecznie watroba
przejmuje gtéwna rolg w ustrojowych przemianach kse-
nobiotykow. Szereg badan sugeruje, iz ekspresja konsty-
tucyjna mRNA ibiatka CYP1A1, 1A212B1/2 nie wystg-
puje w zyciu plodowym, ujawnia si¢ natomiast na jeden

dzien przed koncem ciazy i podlega wowczas indukcji
3-metylocholantrenem oraz polichlorowanymi bifenyla-
mi [25]. U szczura, krélika i chomika ekspresj¢ mRNA
i biatka CYP2El w watrobie obserwuje si¢ po kilku go-
dzinach lub dniach po urodzeniu. Z kolei CYP3A ujaw-
nia swa aktywnos$¢ katalityczng wylacznie w zyciu poza-
ptodowym. Podane przyktady potwierdzaja, ze w rozwi-
jajacej si¢ watrobie aktywnos¢ poszczeg6lnych izoform
CYP-450 pojawia si¢ w roznym czasie i wykazuje od-
mienng gotowos¢ do indukcji.

Po osiagnigciu dojrzatosci plciowej aktywnos¢ ukta-
du monooksygenaz zaleznych od CYP450 ulega stop-
niowemu obnizeniu lub stabilizuje si¢ na niskim po-
ziomie. Maleje takze ich indukcyjno$¢, co w przypadku
szczurzych CYP2B1 i 2B2 ma miejsce po 12 miesiacach
zycia. Opisuje si¢ takze wystgpujaca wowczas feminiza-
cje funkcjonalng watroby gryzoni polegajaca na obniza-
niu aktywnosci enzymoéw metabolizujacych ksenobio-
tyki, a zaleznych od pici. U starych samcoéw szczurow
wspomniana aktywnos$¢ zbliza si¢ do obserwowanej u sa-
mic [22].
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ZALACZNIK 1. SKOROWIDZ SKROTOW

Ah weglowodory aromatyczne

AhR receptor Ah

AhRR represor AhR

Bax biatko proapoptotyczne

BTE promotorowa sekwencja regulatorowa

C/EBP czynnik transkrypcyjny

CAR jadrowy receptor sierocy

CYP-450 cytochrom P450

DNA kwas deoksyrybonukleinowy

FAD dinukleotyd flawinoadeninowy

FMN mononukleotyd flawinowy

Hsp-90 biatko szoku cieplnego

IL-1B interleukina 10

mRNA informacyjny kwas rybonukleinowy

NADH zredukowany dinukleotyd nikotynamidoadeninowy
NADPH zredukowany fosforan dinukleotydu nikotynamidoadeninowego
NF1iNF2 czynniki jadrowe 112

NR1iNR2 receptory dla czynnikow jadrowych 112

PAI-2 inhibitor aktywatora plazminogenu typ 2

PB fenobarbital

PBRU sekwencja wzmacniajaca wrazliwa na fenobarbital
PPAR receptor aktywowany przez proliferatory peroksysomow
PXR receptor dla pregnanu

RARE sekwencja wrazliwa na kwas retinowy

ROS reaktywne formy tlenu

TATA box sekwecja regulatorowa

TCA kwas tetrachlorooctowy

TCDD 2,3,7,8-tetrachlorodibenzodioksyna

TGF-B czynnik martwicy nowotworow [3

Problems of Forensic Sciences 2008, LXXIII, 7-20



