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A citokrom P450 szerepe az oxidativ
stresszben
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Szabad gyok.

A sejtekben és szdvetekben végbemend oxidativ stressz altalaban olyan
helyzetre utal, amelyben tul sok szuperoxid és peroxid képzédik, bar mas re-
aktiv oxigénvegyuletek (ROS) — pl. hidroxil- és perhidroxilion — is keletkezhet-
nek) (1. tablazat). Az oxigéntermeld gyokok és reaktiv oxigénvegyluletek ter-
melése a sejtek glutation- és NADPH-szintjének csOkkenéséhez vezet, amely
pedig fontos szerepet jatszik mint antioxidans és redoxi pufferrendszer (2. tab-
lazat). Tehat az oxidativ stressz a természetes védekezd mechanizmusok — a
ROS-képzés utjan elért — megsemmisitésének tekinthetd.

1. tablazat
Reaktiv oxigénvegyuletek
Oxigénvegyilet Védémechanizmus
Szuperoxid 0, szuperoxid-dizmutaz (SOD)
Peroxid O;‘ katalaz és glutation-peroxidaz
Hidroxilgyok, OH' glutation (GSH)
Szingulett oxigén 0, antioxidansok: pl. B-karotin (A-vitamin)
Peroxigyok, RO antioxidansok: pl. E-vitamin és C-vitamin
Alkoxigydk, RO’ gyokkioltok: pl. a-tokoferol (E-vitamin),
aszkorbat (C-vitamin)
2. tablazat
Masodlagos védérendszerek ROS ellen
Enzim Reakcio
Szuperoxid-dizmutaz (SOD) 20, + 2H" > H,0,+ O,
Katalaz 2H,0, — 2H,0+0,
Glutation-peroxidaz (GPX) 2GSH + H,0, + 2H" - GSSG + 2H,0




Szamos elfajulasos kérforma (3. tablazat) figg 6ssze az oxidativ stresz-
szel (pl. kulonféle raktipusok, reumatoid arthritis, isémia, AIDS, korai 6rege-
dés) jaro tulzott ROS-termelés kovetkeztében. Azonban kulonb6zé védekezési
mechanizmusok léteznek a ROS ellen (pl. szuperoxid-dizmutaz — SOD —, ka-
talaz, glutation-peroxidaz — GPX), amelyek szabad glutationt (GSH) termelnek.

3. tablazat
Oxidativ stresszel és ROS-sal 6sszefliggd koéros allapotok

Autoimmun betegségek
Parkinson-kér

Sclerosis multiplex
Erelmeszesedés

Rak

Emfizéma (k6tészdveti gazgyulem)
Izomsorvadas

Sarldsejtes anémia

Reumas izlleti gyulladas

Malaria

Az oxidativ stressz mechanizmusanak, a reaktiv oxigénvegyuletek kulcs-
szerepének és a vas redoxi sajatsagainak megértése szempontjabdl tanulma-
nyozni kell azokat az elektronallapotokat, amelyekben a dioxigén-molekula
létezhet, valamint az aktivaldédast kivaltd modokat.

Oxigén és reaktiv oxigénvegyuletek (ROS)

Az oxigén igen gyakori elem az emberi testben (és mas, aerob szerveze-
tekben), a Foldon és altalaban a vilagmindenségben. Rendszerint elemi alla-
potban fordul el6 — amely energetikailag igen stabil — vagy kémiailag kotve
(H2O) és anionos alakban (hidroxid, karbonat, nitrat, szulfat), amelyek sok ké-
zetben és asvanyban talalhatok. Biologiai rendszerekben az oxigén fehérjék-
ben, nukleinsavakban, lipidekben, valamint sok, kis, kovalens szerves moleku-
laban (szteroid hormonok, prosztaglandinok, zsirsavak, nukleinsavak, amino-
savak, szénhidratok) fordul el6. Az oxigén O, alakjaban talalhatd a légkdrben
(kb. 20%-ban), de ha 1% ala csdkken a koncentracidja (tébb mint 2000 millié
évvel ezelbtt), anaerob életmdd alakul ki. Azonban vildgos, hogy a szabad
légkdri oxigén nélkllozhetetlen az aerob élethez, ahol a globinfehérjék oxi-
génhordozoként miikddnek (mioglobin és hemoglobin), mivel megkdtik a
dioxigént a hem vaskozpontjahoz, mert igen nagy az oxigénkotd affinitasuk.
Bar az oxigén altaldban kémiailag reaktiv elemnek tekinthetf, a dioxigén-
molekula viszonylag inert. Ennek oka a dioxigénkotés nagyfoku stabilitasa
(497 kd/mol), valamint az oxigénmolekula szokatlan elektronszerkezete.



A molekularis oxigeén triplett alapallapotban van, mivel a molekulanak két
paratlan elektronja van. Ez az allapot a spinkvantumszam képletébdl (2S + 1)
adddik, ahol S = 1/2 mindegyik paratlan elektronra vonatkozdéan. A képlet al-
kalmazasa az egész spinallapotra nézve 3-as értéket eredményez, mivel a
telies S = 1(1/2+1/2). Kimutathatd, hogy a kétatomos oxigén biradikalis tipus —

O-0-, ahol a két paratlan elektron két n* kétésgatld molekulaorbitalon he-
lyezkedik el. Ez megfelel a parhuzamos elektronspinek energetikai preferenci-
ajanak degeneralt orbitalokban, és fokozza az oxigén paramagneses jellegét.
A szerves molekulak tulnyomo tobbsége szingulett allapotban van, mivel nem
tartalmaznak paratlan elektront (S = 0, igy 2S + 1 = 1), mert az 6sszes elekt-
ronjuk paros a molekulaorbitalokban. A triplett és szingulett molekulak reakcidi
energetikailag kedvezétlenek, igy a molekularis dioxigén alapallapotban kémi-
ailag inert, szerves vegyuletek tekintetében. Ez igen kivanatos helyzet a 1ég-
zéshez oxigént igényl6 szervezetek szempontjabol, mert nélkulozhetetlen ah-
hoz, hogy a komplex életformak anyagcseréjukh6oz hasznosithassak az
oxidativ tulajdonsagokat. A vas igen fontos az oxigénaktivalashoz, eltekintve
az oxigentoxicitastol, ha aktiv allapotban van.

Ha az oxigén aktivalodik, elektronok adddnak a kétatomos molekulahoz,
igy megvaltozik az altalanos elektronallapot, bar elektronatrendezédés folytan
szingulett oxigén — az elem igen reaktiv alakja — képz6dik. Azonban egy vagy
két elektron hozzaadasa a triplett dioxigénhez szuper-, illetve peroxidot ered-
meényez (4. tablazat). Ezenkivul a peroxid kombinacidja protonokkal H,O, kép-
zb6désehez vezet, amely viszonylag instabil, és konnyen képez hidroxilgyoko-
ket szimmetrikus hasadas utjan. Ezek a ROS-ok felelsek lehetnek a bioldgiai
rendszerekben végbemend oxidativ stresszért, amikor a természetes védeke-
z6 mechanizmusok nem muikodnek.

4. tablazat
A dioxigénvegyuletek kotéshossza és kotési energiai
Vegyiilet Kotéshossz (A) Kotési energia (kJ/mol)
Dioxigén, O 1,21 497
Szuperoxid, O, 1,26 276
Peroxid, Oa 1,49 146

Vas és P450 szerepe
az oxigénaktivalasban

A P450 reakcio-korfolyamatban a vasatom (amely a hemcsoportban van
jelen) kolcsdonhatasba képes Iépni dioxigénnel, mivel mindkett6 maximalis
spinallapotban van. A dioxigén triplett alapallapotban és a vas Fe(lll) redoxi




alakban van a szubsztratkotés elétt, majd Fe(ll)-vé redukalédik. Azonban nyu-
galmi allapotban a P450-ben levé ferri-ion féleg minimalis spinhelyzetben van:
maximalis spinallapotba megy at a szubsztrattal valé kdlcsonhatast kdvetéen,
amikor a hemrész deszolvatalddik (1. abra).
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1. abra A P450 katalitikus ciklus
(RH = szubsztratum; LS = minimalis spinallapot; HS = maximalis spinallapot)

A vas a periddusos tablazatban az atmeneti elemek csoportjaba tartozik,
tehat elektronszerkezete hat elektront tartalmaz a 3d alhéjon. Az atomos vas
kiilsé (vegyérték-) elektronjait a 3d°4s? képlet fejezi ki, és ha elektronleadassal
pozitiv ionokat képez, akkor a 4s? elektronok kénnyebben eltavolithatok ener-
getikai okokbol. Tehat a Fe?* vagy Fe(ll) kiilsé elektronkonfiguracidjat a 3d°,
mig az Fe>* vagy Fe(lll) ionét a 3d° fejezi ki. Ez a redoxi allapot viszonylag
stabil, mivel egy félig betdltott d-héjat képvisel. A 3d° redoxi allapot maximalis
spinnel rendelkezhet — 6t paratlan elektronnal — és ez energetikailag kedvezd
a Fe*"-ionok szamara, gazallapotban. Azonban, ha a ferri-ion a P450 hemcso-
portjahoz van kotve, akkor a vas inkabb minimalis spint mutat, ahol négy elekt-
ron két elektronpart képez, és csak egy marad paratlan. Ennek egyik oka a
ferriallapot maximalis és minimalis spinformainak ionsugaraiban rejlik: a mini-
malis spinforma ionsugara kisebb, mint a maximalisé. Masik tényez6 a hem—
vas kotésének mértéke, bar ez a két hatas osszeflgg.

Nyugalmi allapotban a P450 féleg minimalis spinallapotu ferri-iont (hem)
tartalmaz, ahol hat ligandum van, amelyek négy nitrogént tartalmaznak a
porfiringyUribdl, egy tiolatként egy ciszteinmaradékbol és egy vizmolekulat a
tulsé hemfelszinen. A ferri-ion leginkabb minimalis spinallapotban van (1. ab-
ra) és a hemcsoport sikjaban helyezkedik el, mivel ionsugara pontosan beleil-
lik a porfiringylrld kdzepén levé mélyedésbe. Ha egy szubsztrat az enzim aktiv
oldalahoz kotédik, akkor a vizmolekula kiszorul, és a ferri-ion spinallapota ma-
ximalissa alakul, mikdzben a vas kimozdul a porfirin sikjabdl, mert ionmérete
megnovekedett. Valamilyen — eddig még nem tisztazott — modon a szubszt-
ratkotés, valamint a vas ionallapotanak és a hem geometriajanak valtozasai a



P450 enzim redukcidjat inditjdk meg redoxipartnere (reduktaz flavoprotein)
utjan, emlésok mikroszémarendszerében.

A redoxipotencialok igen fontosak a redukcios folyamatban, mivel a
szubsztratkotés csokkenti a P450 Fe(lll)/Fe(ll) redoxipotencialjat, ami meg-
konnyiti a ferri ferrova valé redukciéjat (5. tablazat). Ez annak tulajdonithato,
hogy a P450 nem tud konnyen redukalddni reduktaz hatasara kotott szubsztrat
hianyaban, mert a vas redoxipotencialja tul nagy. Ha mar eljutott a ferro-
allapotba a P450 kdnnyen megkdti a dioxigént, mivel az l,-nek nagy az affini-
tasa ferro-hemoprotein irant (pl. mioglobin, hemoglobin). Ez a komplex stabili-
zalodik egy elektronatviteli allapottal valé rezonancia utjan:

Fe(l)+ O, <> Fe(lll)+ O3

ahol a jobbra halado reakciét elésegiti a szuperoxi-anion protonacidja. Tehat a
P450 katalitikus ciklusanak kezdeti szakaszaiban aktivalta a dioxigén-moleku-
lat szuperoxidda ugy, hogy az oxigén csak egyetlen elektront veszit, amit az
oxigén—oxigén kotés gyengulése kisér (4. tablazat). A P450 gyorsan képes
megkotni az oxigént, mivel a vas és oxigén egyarant spinmentes allapotban
van, ezenkivul az oxigén elektronhianyos és a P450 redukalt alakja képes at-
adni egy elektront a dioxigénnek, és a képz6d6 szuperoxid reaktiv oxigénve-
gyulet. Azonban a P450 — ciklusanak befejezése céljabol — egy masodik re-
dukcion megy at, igy a ferri-szuperoxid komplex ferro-szuperoxidda alakul,
amely kdnnyen képez ferri-peroxidot elektrontranszfer utjan:

Fe(ll)+ O3 < Fe(lll)+ 03"

ahol a jobbra haladd reakciot ismét el6segiti a peroxid protonalasa. A ferri-
peroxid allapotban a P450 kémiailag igen reaktiv (a peroxid szingulett allapot-
ban van) és kdnnyen oxidalja a szerves szubsztratokat (RH):

2H*, 2e”

igy a teljes katalitikus ciklushoz két redukalé ekvivalens (két elektron vagy két
proton) egymast kovetd bevitele szikséges, amelyet a NADPH-fluggé FAD- és
FMN-tartalmu reduktaz flavoprotein biztosit. A P450-rendszer szokatlan redoxi
és katalitikus sajatsagai a Fe®*/Fe®" redoxipotencial és a spinallapot egyensu-
lyanak szabalyozasabdl és .finombeallitasabdl” erednek, amely a szubsztrat
hemkdrnyezetbe vald kotésébdl szarmazik. Az aktiv hely mentén elhelyezkedd
aminosav-maradékok részt vesznek a szubsztrat kotésében, mig az oxigén
aktivalasaban a tiolat-ciszteinnek van szerepe.



5. tdblazat
A P450 katalitikus ciklusban szerepl6 vegyuletek redoxipotencialja
(mikroszomalis rendszer)

Vegyiilet E° (mV)
NADP/NADPH —324

FAD/FADH —290

FMNH/FMNH, —270

Fe?'/Fe* P450 -300 —» —237 — —255 (szubsztrathoz kotott)
0,/0; ~160

O, IOH ~100

[O]/H,0 +450

Az oxidativ stressz mechanizmusa

A P450 reakciociklus aktiv oxigénvegyuleteket (szuperoxid, peroxid)
eredményez. A peroxid protonalasa utan H,O, képzdbdik, amelybdl hidroxilgyo-
kok keletkeznek:

H202 d 2OH

ahol a H,O,-molekula szimmetrikus hasitasa megy végbe. Az aktiv oxigénve-
gyuletek altalaban csak in situ képdédnek a P450-ciklus folyaman, mivel a
szubsztrat reagal ezekkel (6. tablazat). Azonban szétkapcsolas is el6fordulhat,
amikor a P450-rendszer feleslegben szabadit fel ROS-t, amely oxidativ
stresszhez és toxikus tunetekhez vezetd sejtkarosodast okozhat. Ez olyankor
fordul eld, amikor a szubsztrat meginditja a katalitikus ciklust, de nehezen oxi-
dalédik, és igy az oxidacios anyagcserével szemben ellenalld. Az eredményte-
len és a redoxi korfolyamat 6sszefliggd mechanizmusai fokozzak a ROS-
termelést a P450 monooxigenaz rendszerben, mikdzben kinonoid szubsztra-
tokbdl szabadgyokos szemikinonok képzédnek. A mitokondrialis szallitélanc is
képes ROS létrehozasara a redoxi korfolyamat utjan. Azonban van egy P450
enzim, amely altalaban maximalis spinallapotban van (P4502E) és képes
ROS-képzésre, ha elegendd koncentraciéban van jelen tipikus szubsztrat-
ja (benzol, etanol, haloalkanok). Nem megfelel6 szubsztrat hatasara fokozodik
a ROS-termelés, ami meghaladja a természetes védekezd rendszer kapaci-
tasat.




6. tablazat
Kulonboz6 P450 modellrendszerek anizolhidroxilezésének
osszehasonlitasa

Oxidalo Reagensek Anizol hidroxilezése (%)
rendszer
orto meta para

Citokréom P450 Fe(ll), O;" oH* 1 0 89
Fenton-reagens | Fe(Il), H,0, (OH)) 84 0 16
Udenfriend- Fe(ll), O,, EDTA, C-vitamin 46 22 32
rendszer

Hamilton- Fe(I)/Fe(lll), H2O,, hidrokinon 66 0 34
rendszer

Ullrich-rendszer sn(ll), O, HPOi_ 36 47 17
Trifluor-peroxi- CF3;C0O.0OH 74 0 26
ecetsav

Hasonl6 helyzet fordulhat el6 a mitokondrialis szallitélancban (citokrémok
részvetelével) és a flavoprotein-reduktaz is képes ROS képzésére az oxigén
kozvetlen redukcidjaval vagy kinonok (adriamicin, paraquat, duquat, dauno-
micin) kdzvetitésével. Ezenkivil a xantinoxidaz ndvelheti a szuperoxidot az
isémia (helyi vérszegénység) reperfuzios szakaszaban, amit a sejtes oxigén
KitrGlése kovet. Az isémias roham kalciumbearamlast eredményez, amely
stimulalja a xantindehidrogenazt és a xantinszint emelkedik az intracellularis
ATP kiurulése kovetkeztében. Ezenkivil felhalmozédnak a redukalt mitokond-
rialis elektrontranszport komponensei, amely tovabbi szuperoxidképzédéshez
vezet. Lipidperoxidacié akkor fordul eld, ha feleslegben képzédik ROS, kulo-
ndsen OH-gyokok. Ezek meginditjak a szabadgyokok képzddésének és sza-
porodasanak folyamatait, bar pl. az E-vitamin megszunteti az oxidativ stressz-
vez a lipidperoxidaciénak (nagymértékli ROS-termelés elérésével) és ez felte-
het6en a Haber—Weiss reakcio bioldgiai ekvivalansének tulajdonithato:

Fe(l)+ O, & Fe(lll) + O3
205 +2H" - 0, +H,0,
Fe(l) + H,O, - Fe(lll) + OH™ + OH




A katalitikus vas lehetséges forrasai kdzé tartozik a ferritin vastarolé fehérje,
amelybél szabad vas keletkezik a kinonok redoxifolyamata utjan, ahol a
reduktaz szolgal elektronforraskeént.

A lipidperoxidacio altal keletkezé szabadgyokods folyamatokhoz egy indi-
togyok (OH vagy CCIy) sziikséges, amely reagal a membran-foszfolipid tobb-
szorosen telitetlen oldallancaval:

OH +RH — H,0 + R

ahol az RH képviseli egy tobbszérdsen telitetlen zsirsav (PUFA) oldallancat.
Ezt kbvetben a szaporodas a lipidgyok (R) és a molekularis oxigén kombina-
cidja utjan torténik, és a keletkezé peroxilgyok (ROO') képes reagalni tobb
foszfolipiddel, igy tovabbi lipidgydkok képzédnek:

R + O, > ROO
ROO RH —» ROOH + R

Ezentul a peroxidalt foszfolipid (ROOH) képes reagalni ferro-ionnal és mas
gyOktipusokat képez:

ROOH + Fe(lll) » RO + Fe(lll) + OH

A lipidperoxidacios folyamatok elvégezhetdk E-vitaminnal vagy peroxida-
cios folyamat soran képz6dé gyokos regensek kombinalasaval, nem gyokos
tipusok termel6dése céljabol. Az aszkorbat is képes csokkenteni a Fe(lll)-
katalizalt lipidperoxidacié hatasat, valészinlleg mivel az igen hatékony reduka-
|6szer, az aszkorbinsav redukalja a Fe(lll)-t Fe(ll)-va. Masik hatasos lipidper-
oxidaz-gatrlé6 a katalaz, amely részt vesz a H,O,-nak O,-vé és H,O-va vald
atalakulasaban. Bar az OH-gyokok bizonyithatéan szerepet jatszanak a lipid-
peroxidacioban, kimutattak, hogy egy — azonos koncentracioju Fe(ll)-t és
Fe(lll)-t letrehozd — rendszer erésen fokozhatja a lipidperoxidaciot oxigengyo-
kok tavollétében. Tehat feltehetd, hogy a vas homeosztazisanak (allandé bel-
s6 kérnyezet) megzavarasa a szabad vas és a dioxigén ko6zott kdnnyen vég-
bemend reakcidnak tulajdonithatd. Szintén ROS-képzddést eredményezé fo-
lyamatok: az oxigén fotoaktivalasa a gerjesztett szingulett allapot elérésére,

OH-gyokok képzédése CFC aktivalasaval, CCl; gyokok keletkezése enzimre-
akcidval vagy fotokémiai hasitas eredményeképpen. A ROS képzddése oxida-
tiv stresszt eredményez, ha a természetes védekezb rendszerek inaktivalod-
nak a reaktiv molekulak fehérjékre, lipidekre és DNS-re gyakorolt tamadasa

folytan (7. tablazat). Kimutathatd, hogy az OH'-val végbemend reakcié sebes-
sége linearisan fugg 0ssze a vegyuletek ionizacios energiajaval és hasonlé
Osszeflggés tapasztalhatd a P450 altal kozvetitett katalizis egyéb teruletein is.



7. tablazat
A ROS-tipusok és toxikus hatasaik

ROS Célzott biomolekulak Karos hatasok
0, (>OH) fehérjék enzimkarosodas
H,O, lipidek lipidperoxidalas

és membrankarosodas

0, DNS sejttoxicitas, mutagenitas
és rakkeltés

ROS elleni védekezo mechanizmusok

Szamos bioldgiai védekezd rendszer fejl6dott ki, mivel a légkori oxigén-
szint emelkedése (kb. 2000 millié évvel ezelbtt) aerob szervezetek és soksej-
tes fajok evoluciéjat eredményezte. Az emlésok mind elsédleges, mind ma-
sodlagos védekez6 vonalakat fejlesztettek ki az esetleges oxigéntoxicitas el-
len: az elsbvel elérhetd a vas és oxigén szétvalasztasa, valamint ezek kol-
csénhatasanak szabalyozasa. igy pl. a vas-homeosztazis fenntartasa megelé-
zi az ellendrizetlen érintkezést a szabad vasion és a sejtes oxigén kozott, a
ferritinben tarolt vas és a transzferrin utjan valo transzport altal. Ezenkivul a
vastartalmu redoxi kdzpontok védve vannak a fehérjék aktiv helyeiben (pl.
ferredoxinok, mioglobin, hemoglobin, citokromok) és az enzimekben (ferro-
kelataz, citokrom P450, xantinoxidaz). Raadasul a citokrémoxidaz és cerulo-
plazmin képesek oxidacidkat katalizalni, de nem redukalnak oxigént a folya-
matban; az utébbi kilondsen fontos, mivel oxidalja a Fe(ll)-t és beépiti a ferri-
iont a transzferrinbe, egyidejlleg viz képzédik az oxigénbdl — de ROS nem
termelddik.

A masodlagos védémechanizmusok kozé tartozik harom enzimrendszer,
amelyek a ROS-t oxigénné és/vagy vizzé alakitjak: a szuperoxid-dizmutaz
(SOD), katalaz és glutation-peroxidaz (GPX). A 6. tablazat mutatja azokat a
reakciokat, amelyeket ezek katalizalnak. Ezek az enzimek részt vesznek a
szuperoxid a H,O,-vé alakitasaban (SOD), amit tovabbi méregtelenités kovet,
mialtal H,O, vizzé alakul (katalaz és GPX). Ez az enzimes védérendszer a
bioldgiai szervezeteknek olyan képesseéget biztosit, amellyel kezelhetdk a tul
sok oxigén estleges kockazatai. A glutation tripeptid (GSH) szintén meg tudja
védeni a sejtkdrnyezetet ROS ellen, mivel természetes antioxidansként és
redoxipufferként mikddik. A GPX szeléntartalmu enzim, amely a GSH-t oxidal-
ja GSSG-vé, amelyben diszulfidkotés van két ciszteinmaradék kozott. Mas
antioxidansok (A-, C- és E-vitamin) tovabbi védelmet nyujtanak a ROS altal
okozott oxidativ stressz ellen. A két utobbi vitamin el6seqgiti a lipidperoxidacio
gatlasat, mig az A-vitamin olyan antioxidans, amely lancszakadas ellen véd.




Kilénbdzé vélemények szerint a C-vitamin megaddzisai meghosszabbitjak
végs6 szakaszban levé rakbetegek életét, és a szdveti SOD-szintek jol egybe-
vagnak kulonbozé allatfajok élettartamaval. Ezentul a tapanyagban levé
antioxidansok kozé tartozé flavonoidok és tokoferolok — Az ABC-vitaminokkal
egyutt — természetes védelmet nyujtanak az oxigén karos hatasai ellen (rak,
eérelmeszesedés és oregedeés). Végul a terapias rendszerekhez tartoznak vas-
kelatképz6 szerek és spinbefogd vegyulletek, amelyeket nemrég fejlesztettek
ki (pl. a dezferri-oxamin és a bidentat Fe(lll)-kelatképzd) és a gydgyszeripar
fokoz6do érdeklddését valtottak ki.

(Dr. Palfi Agnes)
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