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УЧАСТИЕ ИЗОФОРМ ЦИТОХРОМА Р-450 В МЕТАБОЛИЗМЕ
ПОЛИЦИКЛИЧЕСКИХ АРОМАТИЧЕСКИХ СОЕДИНЕНИЙ

Достижения в области исследования канцерогенной активности (КА)
полициклических ароматических углеводородов (ПАУ) показали, что
многие ПАУ проявляют КА только в процессе метаболизма. Так, в
частности при микросомальном окислении бенз(а)пирена (БП), обра-
зуется 7,8-дигидродиол 9,10-эпоксид БП, ответственный за канцероген-
ный эффект БП (Sims и др., 1974). Окисление БП катализируется мик-
росомальным гемопротеином цитохромом Р-450 (рис. 1) (Grover,

Рис. 1. Метаболизм бенз (а) пирена в эпоксиды, дигидродиолы и диол-эпоксиды; ЕН эпоксидгидратаза.

-1980). В настоящее время есть все основания считать, что это общеенаименование группы ферментов, имеющих одинаковые простетиче-
скис группы, но ооладающих не только различной 'субстратной, но ирегиональной селективностью (Nilsen и др., 1981). Можно предполо-жить, чю в окислении БП участвуют сразу несколько форм цитохрома
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Р-450, одна из которых и катализирует образование конечного канцер-
огена. В данной статье рассмотрена эта возможность на примере 'кон-
курентного ингибирования окисления дигидроднолов БП.

Методы исследования

Выделение микросом, инкубационная среда и определение продук-
тов окисления БП, меченого по 14С ( 14С-БП),
(4,5-ДДО), 7,8-дигидродиола (7,8-ДДО) и 9,10-дигидродиола (9,10-ДДО)

описаны ранее (Сергеев и др., 1982). Ингибировали окисление
14 С-БП немеченными 4,5-ДДО или 7,8-ДДО, водные растворы которых
по 0,1 мл (концентрацией 2-10~4 М) вводили в инкубационную среду
до начала реакции. Реакции начинали добавлением НАДФН. 4,5-ДДО
был синтезирован О. Паншиным по методике, описанной ранее (Raha,
1972); 7,8-ДДО БП был получен из США (Midwest Research Institute) ;

7,10“ 14СВР( 14С-БП) - из Англии (RCL Amersham), 60 mRh/mM.
Определение мутагенной активности немеченых дигидроднолов БП

проводили на штаммах Salmonella typhimarium ТА 98, ТА 100 методом
Эймса. Для метаболической активации тестируемых веществ исполь-
зовали постмитохондриальный супернатант гомогената печени (фрак-
ция S 9).

Результаты и их обсуждение

Участие изоформ цитохрома Р-450 в образовании конечного канцеро-
гена можно оценить по результатам конкурентного ингибирования окис-
ления дигидроднолов БП. Наиболее подходящими ингибиторами в этом
случае являются сами дигидродиолы БП. В таблице приведены резуль-
таты влияния немеченых дигидроднолов БП на накопление в фермент-
ной системе дигидроднолов, образующихся при окислении меченого БП.
Ингибирование метаболизма 14С-БП эквимолярными концентрациями
немеченого 4,5-ДДО БП увеличивает выход соответствующего меченого
дигидродиола почти в три раза по сравнению с выходом 4,5-ДДО
14С-БП в контрольном опыте. Выход остальных меченых дигидроднолов
существенно не отличается от контрольного (табл., I—2).1 — 2).

При введении в инкубационную среду вместе с 14С-БП в эквимо-
лярной концентрации немеченого 7,8-ДДО БП наблюдалось почти дву-
кратное увеличение выхода соответствующего меченого дигидродиола
по сравнению с контрольным (табл., 3—4).

Проверка на мутагенную активность немеченых дигидроднолов БП
показала, что по сравнению с контрольным числом (109) количество
гистидинположительных (his+) ривертантных колоний при тестирова-

Выход дигидродиолов 14С-БП, образующихся при микросомальном окислении 14С-БП,
в контрольном опыте и после прибавления в инкубационную среду 4,5-или 7,8-ДДО БП

(результаты представлены со среднеквадратичной ошибкой)

Номер
опыта Ингибитор

Дигидродиолы 14С-БП

4,5- 7,8- 9,10-

нМ/мг белка-мин

1 Отсутствие ингибитора 8,03+1,31 7,43+2,01 8,66+2,27
2 4,5-днгидродиол БП 25,03+1,31 7,00+1,75 10,85+3,23
3 Отсутствие ингибитора 14,00+1,31 12,25+2,01 13,48+2,80
4 7,8-дигидродиол БП 11,90+1,75 26,25+1,75 10,32+2,19
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Рис. 2. Участие изоформ в окислении дигидродиолов БП.

нии 7,8-ДДО БП возросло на порядок (2234). При испытании же на
мутагенность 4,5-ДДО БП число ривертантов (115) практически не
отличалось от контрольного. Конкурентное ингибирование окисления
одного дигидродиола (7,8-ДДО) другим (4,5-ДДО) не снизило числа
ривертантов (2059).

Ввиду того, что немеченые ф,5- и 7,8-ДДО БП являются конкурент-
ными субстратами по отношению к дигидродиолам 14 С-БП, по резуль-
татам проведенного исследования можно судить об участии изоформ
цитохрома Р-450 в окислении дигидродиолов БП исходя из следую-
щих рассуждений. Так, если в окислении всех дигидродиолов БП уча-
ствует только одна форма цитохрома Р-450, то немеченые дигидро-
диолы БП должны конкурентно ингибировать окисление сразу всех
меченых дигидродиолов БП, что, естественно, должно привести к их
накоплению в ферментной системе. Однако результаты эксперимента
свидетельствуют о накоплении в ферментной системе только одного из
дигидродиолов (4,5-ДДО или 7,8-ДДО) в присутствии конкурентного
субстрата. Это возможно лишь в случае участия на стадии окисления
дигидродиолов сразу трех изоформ цитохрома Р-450 (рис. 2), разли-
чающихся региональной селективностью.

Эти выводы подтверждаются результатами тестирования на мута-
генную активность предшественника конечного канцерогена
БП и объясняют неизменность числа ривертантов при тестировании на
мутагенную активность одновременно двух дигидродиолов БП (мута-
генного и немутагенного).
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TSÜTOKROOMI P-450 ISOVORMIDE OSA
POLOTSÜKLILISTE SÜSIVESINIKE METABOLISMIS

Artiklis on käsitletud inhibiitorite toimet 14C-ga märgistatud benso(a)püreeni (BP)
mikrosomaalsele oksüdatsioonile. Katsetes kasutati inhibiitorina märgistamata 4,5- ja
7,8-dihüdrodiooli (DHD). Inhibeerimine kutsus esile vastava DHD hulga tunduva suure-
nemise. 4,5- ja 7,8-DHD testimisel Salmonella typhimurium TA 98 ja TA 100 tüvedel
Ames’i meetodil selgus, et mutageenset aktiivsust omab ainult 7,8-DHD ja see ei
vähene 4,5-DHD samaaegsel oksüdeerimisel.

Eeltoodust on järeldatud, et roti maksast eraldatud mikrosoomides leiduvad tsüto-
kroomi P-450 isovormid, millel on regionaalne selektiivsus BP dihüdrodioolide suhtes.

Boris SERGEYEV, Valeri KOBLYAKOV,
Yuri TOLCHEYEV

THE SHARE OF THE ISOFORMS OF CYTOCHROME P-450
IN THE METABOLISM OF POLYCYCLIC AROMATIC COMPOUNDS

Inhibition of microsomal oxidation of [ l4 C] benzo(a)pyrene (BP) by unlabelled BP
metabolites 4,5-dihydrodiol (4,5-DHD) or 7,8-dihydrodiol (7,8-DHD) considerably
increases the amounts of corresponding dihydrodiols. 4,5-DHD and 7,8-DHD have been
tested in the Salmonella typhimurium ТА 98 and ТА 100 by the method of Ames. Only
7,8-DHD showed mutagenic activity, which did not decrease when both 7,8-DHD and
4,5-DHD were tested together.

The presence of cytochrome P-450 isoforms in rat liver cell microsomes, which are
regionally selective to BP dihydrodiols, is supposed.
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