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The application of cytochromes in pharmaceutical biotechnology
Summary

Cytochromes are enzymes which play very important role in human meta-
bolism. These proteins contain hem as prostetic group. In vivo cytochromes are
responsible for energy production and drug metabolism. Cytochromes occur in
almost all human cells. Many classes of cytochromes are known but only four
classes have been used in biotechnology so far. These are cytochrome c, cyto-
chrome P-450, cytochrome hj and cytochrome bs Cytochrome ¢ and cytochrome
P-450 catalyse oxidizing reactions of organic compounds. These reactions are
similar to the reactions which occur in human body.
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1. Wstep

Cytochromy sg to biatka z grupy hemoprotein. Nazwe za-
wdzieczajg jaskrawemu zabarwieniu; wywodzi sie ona z j. grec-
kiego (kytos oznacza komoérke, chroma - barwe). Spehiaja za-
sadniczg funkcje w transporcie elektronéw w tancuchu oddecho-
wym, a jeden z rodzajéw odpowiada za metabolizm wielu sub-
stancji endo- i egzogennych.

Dla funkcjonowania cytochromu istotnym uktadem jest hem
[1], niebiatkowa grupa prostetyczna. Jest on zbudowany z czte-
rech pierscieni pirolowych potaczonych ze sobg grupami meti-
nowymi. W centrum ukfadu znajduje sie atom zelaza, ktéry po-
tgczony jest z atomami azotu pierscieni pirolowych za pomoca
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Rys. 1. Protohem [1].

dwoch wigzan kowalencyjnych i dwoch koordynacyjnych. W zaleznosci od rodzaju
podstawnikéw przy weglach pierscieni pirolowych, wyrdznia sie rézne odmiany
hemu, z ktérych najczestsza to protohem (podstawowy skiltadnik hemoglobiny)
(rys. 1).

Protohem (zelazoprotoporfiryna IX) jest grupa prostetyczng obecna w cytochro-
mach b, ¢ i Cl. Struktury hemu wystepujgce w cytochromach a i a3 r6znig sie od he-
mow cytochroméw b, ¢ i cp grupa formylowa zastepuje jedna z grup metylowych,
a fancuch weglowodorowy (Ci5) zastepuje jedna z grup winylowych (rys. 2).

Atom zelaza, stanowiacy centrum uktadu hemu odpowiada za prawidtowe funk-
cjonowanie cytochroméw. Przyjmuje on przenoszony elektron, w wyniku czego
przechodzi z trzeciego na drugi stopien utlenienia, a nastepnie oddaje elektron, po-
wracajac do pierwotnego stanu.

CH,

Rys. 2. Uktad hemu charakterystycz-
ny dla cytochroméw a i 83 [1].
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2. Charakterystyka i wystepowanie cytochromow

z uwagi na funkcje, jakg petnig cytochromy w organizmie mozemy je podzieli¢
na dwie kategorie:

a) cytochromy stanowigce uklad przenosnikoéw elektronéw w tancuchu oddecho-
wym roslin i zwierzat,

b) cytochromy wykazujgce wiasciwosci katalityczne w organizmie (cytochrom
P-450).

Cytochromy bedace przenosnikami elektronéw podzielono na podstawie budo-
wy i widma absorpcyjnego na grupy [1], oznaczone matymi literami, np. a, b, c,
a w ich obrebie wyr6zniono podgrupy, oznaczone dodaniem cyfry arabskiej jako in-
deks dolny do nazwy grupy, np. a3, bs itd. Cytochromy te w wiekszosci przypadkéw
nie wykazuja wtasciwosci katalitycznych, zaréwno w organizmie jak i poza nim. Od-
powiedzialne sg za przenoszenie elektronéw w tanicuchu oddechowym, w wyniku
czego nastepuje produkcja energii [1].

Elektrony sg przenoszone z NADH na O2 poprzez obecne w tancuchu oddecho-
wym trzy wielkie kompleksy biatkowe:

- reduktaze NADH-Q (kompleks 1),

- reduktaze cytochromowg (kompleks 111),

- oksydaze cytochromowg (kompleks V) (rys. 3).

Przept3AA elektronéw przez te transblonowe kompleksy powoduje pompowanie
protondbw w poprzek wewnetrznej btony mitochondrialnej. Dwie z trzech pomp
protonowych tancucha oddechowego majg jako podstawowe elementy cytochromy,
sg to kompleksy Il i IV.

Kompleks lll, czyli reduktaza cytochromowag, katalizuje przenoszenie elektro-
néw z ubichinolu (QH2) na cytochrom ¢ oraz rbwnoczesne przepompowywanie pro-
tondbw w poprzek wewnetrznej btony mitochondrialnej. W reduktazie cytochromo-
wej umieszczone sg dwa typy cytochroméw, okreslane jako b i ¢*. Hem cytochromu
C], w przeciwienstwie do wystepujacego w cytochromie b, jest z bialkiem zwigzany
kowalencyjnie. Sa to wigzania tioeterowe, ktdre powstaja w wyniku potaczenia grup
hydrosLilfidowych dwéch reszt cysteinowych z grupami winylowymi hemu.

NADH

reduktaza NADH-Q
Q (ubichinon)  ---—-- flawoproteiny z FADH2
reduktaza cytochromowg
Cytochrom ¢
oksydaza cytochromowg

Rys. 3. Sekwencja przenosnikéw w taricuchu
oddechowym [1]. 0,
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Cytochrom b posiada dwie grupy hemowe. Hem bL, umieszczony blisko cytopla-
zmatycznej powierzchni btony ma mniejsze powinowactwo do elektronéw od hemu
bn, znajdujgcego sie blizej powierzchni matriksowej. Hemy bi i bn znane sg réwniez
jako b-566 i b-560, poniewaz maksimum absorbowanego przez nie Swiatta wykrywa
sie przy tych dtugosciach fal [1].

Oksydaza cytochromowa, kompleks IV, katalizuje przeniesienie elektronéw z cy-
tochromu c do akceptora koricowego, ktérym jest tlen czgsteczkowy. Sklada sie ona
z 10 podjednostek. W sktad dwdch z nich wchodzg cytochromy. W podjednostce |
wystepuje cytochrom a3 a w podjednostce Il - cytochrom a.

Cytochromy posiadajgce wtasciwosci katalityczne w organizmie to ogromna gru-
pa izoenzymow, okreslanych wspoélng nazwg - cytochrom P-450. Zaliczane sg one
do grupy monoksygenaz. W tej grupie izoenzymdw wyrdzniamy rodziny okreslone
cyframi arabskimi (np. 1,2), podrodziny, okreslane przez dodanie do numeru rodzi-
ny duzej litery (np. IA, 2B), oraz poszczegélne izoenzymy, oznaczone dodaniem cy-
fry arabskiej do numeru podrodziny (np. 1A2, 2B1) [2].

3. Zastosowanie cytochromdéw w biotechnologii

Wykorzystanie cytochroméw w biotechnologii zalezy od wykazywanych przez
nie wkasciwosci katalitycznych. Cytochromy bedace elementami taficucha oddecho-
wego najczesciej takich wkasciwosci nie wykazujg, zaréwno w organizmie jak i poza
nim. Wyjatek stanowi tu cytochrom c, ktérego wtasciwosci katalityczne wykryto
poza komoérka [3]. Dlatego w biotechnologii znalazty zastosowanie: cytochrom b2,
cytochrom bs cytochrom c¢ i cytochrom P-450.

3.1. Charakterystyka cytochromu b2

Cytochrom b2 (EC 1.1.2.3) znalazt zastosowanie w biotechnologii [4]. Okreslany
jest jako dehydrogenaza kwasu mlekowego. Katalizuje reakcje utleniania kwasu
mlekowego i innych L-2-monohydroksykwaséw karboksylowych. Otrzymywany jest
z drozdzy piekarskich Saccharomyces cerevisiae oraz Hansenula onomala. jest on fizjo-
logicznym partnerem cytochromu ¢ u drozdzy. Znajduje sie w przestrzeni mie-
dzybtonowej w mitochondriach. {-rzedowa struktura domeny wigzgcej hem (rdzenia
cytochromu b2) jest homologiczna z ssaczym mikrosomalnym cytochromem bs.

3.2. Charakterystyka cytochromu b5

Cytochrom bs wystepuje powszechnie w wiekszosci tkanek [5]. jest obecny w re-
tikulum endoplazmatycznym, w erytrocytach wystepuje w formie rozpuszczalnej
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i jest zwigzany z procesem redukcji methemoglobiny. Bierze udziat w wielu reak-
cjach desaturacji i elongacji kwaséw tluszczowych, biosyntezie plazmalogenu, ste-
roli, reakcjach cytochromu P-450. Mechanizm, jakim cytochrom  wplywa na reak-
tywnos$¢ cytochromu P-450 jest stabo poznany. Stwierdzono jedynie, ze moze on
stymulowaé cytochrom P-450, hamowa¢ go lub nie mie¢ nan wptywu, co zalezy od
rodzaju izoenzymu cytochromu P-450. Uwaza sig, ze spetnia on podobna funkcje do
reduktazy cytochromu P-450. Patten i Koch [6] wykazali, ze dodatek lub koekspresja
cytochromu z cytochromem P-450 znacznie zmniejsza utlenianie wolnego NADPH
i powstawanie nadtlenku wodoru. Obecnos¢ cytochromu bs, jak sie wydaje, popra-
wia zatem wspoétdziatanie miedzy niektérymi izoenzymami cytochromu P-450 a re-
duktazg cytochromu P-450.

3.3. Charakterystyka cytochromu ¢

3.3.1. Budowa i wlasciwosci cytochromu ¢

Cytochrom c jest biatkiem rozpuszczalnym w wodzie i cechuje sie wysoka ter-
mostabilnoscia. Tak jak w przypadku wiekszosci peroksydaz, cytochrom c jest inak-
tywowany przez obecno$¢ nadmiaru nadtlenku wodoru lub innych nadtlenkéw or-
ganicznych. Inaktywacja prowadzi do modyfikacji hemowej grupy prostetycznej.
Prawdopodobnie jako produkt koncowy zostaje utworzona werdohemoproteina.
Dotychczas nie jest do korca jasny mechanizm procesu inaktywacji [7-12].

Sekwencja aminokwasowa cytochromu ¢ jest podobna we wszystkich organi-
zmach eukariotycznych, w ktdrych jest elementem faricucha oddechowego. W toku
ewolucji ulegt on niewielkim zmianom, co Swiadczy o jego istotnej roli dla funkcjo-
nowania organizmow.

Wyrézniono trzy klasy cytochroméw, réznigce sie dlugoscia tancucha biatkowe-
go, sposobem potaczenia hemu z grupa biatkowg i jego potozeniem oraz iloscig
grup hemowych (tab. 1).

Grupg prostetyczng cytochromu c jest hem. jest on kowalencyjnie zwigzany
z biatkiem za pomoca wigzan tioeterowych, ktére powstajg na skutek potaczenia
grup hydrosLilfidowych dwdch reszt cysteinowych z grupami winylowymi hemu.
Taki sposOb potaczenia hemu z biatkiem jest korzystny, poniewaz nie dochodzi do
sutraty” hemu w obecnosci rozpuszczalnikbw organicznych, co nastepuje w przy-
padku jakiejkolwiek peroksydazy.

Umiejscowienie i rola cytochromu c jest dobrze poznana, jednak sposéb, w jaki
przenosi on elektrony pomiedzy btonowa reduktazg a oksydazg cytochromowag po-
zostaje niejasny - najprawdopodobniej ulega dyfuzji poprzez btone, oddziatujgc
osobno z reduktaza cytochromowa i oksydaza cytochromowsa [1,3].
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Klasyfikacja cytochroméw c [13]

Kla.sa

Cechy

niski spin, hem potaczony koor-
dynagjnie z hisbdyng i metio-
ning.

hem potozony blisko N-korca
tancucha biatkowego, 80-120
aminokwasoéw

hem polozony blisko C-korica
faincucha biatkowego

gtochromy wielohemowe, hem
na 30-40 aminokwaséw, hem
koordynacyjnie jwigczony z 2
czasteczkami hisudmy

Wykorzystanie cytochroméw w biotechnologii farmaceutycznej

Podziat

(a) duzy

(b) maty’

(a) wysoki spin

b) niski spin

podstawa sa hemy

Cechy

petla biatkowa zamykajaca od
dotu szczeline, w ktérej znajduje
sie hem (rys. 4)

brak petli obecnej

w typie (@) (rys. 5)

hem zwigzany koordynagjnie
jedynie z histydyng

hem zwigzany koordynagjnie z
histydyng i metioning

3.3.2. Whasciwosci biokatalityczne cytochromu ¢

Tabela 1

Przyktady

mitochondrialny cytochrom ¢
(rys. 4) cytochrom C2
Pseudomonas cyt. ¢-551,
Chlorobium cyt. ¢-555 (algowy
qt. c-553)

cytochrom C4, C5

Desulfovibrio cyt. ¢-553 (m. 5)

cyt. ¢ (rys. 6)

oyt. 556

qt. €3 (3 hemy)

cyt. C3 (4 hemy)

ql c3 (8 heméw)

cyt. C7 (3 hemy) (gs. 7)

W organizmie zywym cytochrom c¢ nie wykazuje aktywnosci katalitycznej. Jed-

nak ex vivo ma zdolnos$¢ katalizowania reakcji hydroksylacji i oksydacji w obecnosci
nadtlenku wodoru (aktywnos¢ peroksydazy). Aktywnosc ta jest wieksza w przypad-
ku, gdy enzym jest zwigzany na btonie fosfolipidowej. Najprawdopodobniej wynika

Rys. 4. Mitochondrialny cytochrom c z serca konia (klasa | a). Petla biatkowa zamykajaca szczeling,
w ktoérej znajduje sie hem jest zaznaczona na czarno (IB).
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Rys. 5. Cytochrom c-553 (klasa | b). Pozostato$¢ po petli biatkowej zamykajacej szczeline, w ktérej
znajduje sie hem zaznaczono na czarno |[13],

Rys. 6. Cytochrom c (klasa 11) |13].

Rys. 7. Cytochrom Cy (klasa 111) [13;.
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to z interakcji miedzy ujemnie natadowang btong i dodatnio natadowang powierzch-
nig cytochromu. Enzym ten w postaci wolnej lub immobilizowany w obecnosci
wody utlenionej lub jakiego$ organicznego nadtlenku katalizuje reakcje oksydacji
(N-, O-demetylacji, S-oksydacji, epoksydacji olefin), ktére przebiegajg podobnie do
reakcji oksydacji katalizowanych przez cytochrom P-450. Po raz pierwszy oksydacja
weglowodoréw przez cytochrom c, przy udziale wody utlenionej, byta zauwazona
przez Akasake i wsp. [14]. Reakcja ta zachodzi przy udziale immobilizowanego en-
zymu w rozpuszczalniku organicznym, przy zawartosci wody mniejszej niz 5%. Wol-
ny cytochrom c¢ nie jest zdolny do przeprowadzenia tej reakcji. Ostatnio zauwa-
zono, ze cytochrom c potrafi przeprowadzac reakcje oksydacji policyklicznych aro-
matycznych weglowodoréw w ukladzie zawierajacym ]0% acetonitrylu i 1| nM wody
utlenionej [15j. Poznano wiasciwosci katalityczne cytochroméw pochodzacych
z réznych Zzrodel, takich jak zwierzeta, drozdze czy komorki bakterii (tab. 2).

Tabela 2
Przyktadowe substraty i produkty reakcji katalizowanych przez cytochrom c [3]
Substraty Produkty Literatura
Weglowodory aromatyczne
antracen 9,10-antracbinon [15]
benzen fenol [14]
benzo(a)piren 1,6-benzo (a) pirenodion [16]
piren 1,8-pirenodion [15]
Zwigzki heterocykliczne i organiczne zwigzki siarki
benzotiofen sulfotlenek benzotiofenu [17]
karbazol nieznany [15]
dibenzotiofen sulfotlenek dibenzotiofenu [17]
N-metylokarbazol N-hydroksymetylokarbazol [18]
tioanizol metyiofenylosiilfotienek 18]
Inne substraty
guajakol tetraguajakol [19]
kwas linolenowy nadtlenek kwasu linolenowego [20]
liiminol chemiluminescencja [21]
stilben epoksyd stilbenii [18]

Cytochrom ¢ posiada wiasciwosci, ktére mozna wykorzysta¢ w biokatalizie:

- prostetyczna grupa hemowa jest zwigzana z biatkiem kowalencyjnie;

- jest aktywny w szerokim zakresie pH [13], np. w przypadku oksydacji dibenzo-
tiofenu pomiedzy pH = 2 a pH = 11; dotychczas nie poznano innego enzymu o ta-
kim zakresie aktywnosci;

- enzym zachowuje aktywnos$¢ w Srodowisku o wysokim stezeniu rozpuszczal-
nikbéw organicznych;
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Reakcje hydroksylacji

Reakcje N-demetylacji amin aromatycznych i alifatycznych
CH3 H

Reakcje utleniania zwigzkéw zawierajgcych uktady aromatyczne

Rys. 8. Reakcje katalizowane przez cytochrom c.

- jest termostabilny; cytochrom c¢ z serca konia katalizuje reakcje w temperatu-
rze ponad 120°C, przy czym optimum temperaturowe wynosi 80°C;

- jest stosunkowo niedrogi - cena i stabilno$¢ sg gtdbwnymi czynnikami istot-
nymi dla biokatalizy na wiekszg skale.

Reakcje katalizowane przez cytochrom c zostaly przedstawione na rysunku 8 [3].

3.3.3. Modyfikacja cytochromu ¢

Obecnie dokonuje sie modyfikacji enzymu w celu poprawy jego wtasciwosci fizy-
kochemicznych i biokatalitycznych [3]. Zmiana polega na modyfikacji jego struktury
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z wykorzystaniem inzynierii genetycznej, jak i poprzez modyfikacje chemiczng. Se-
kwencja aminokwasowa cytochromu c jest dokladnie poznana. Dzieki temu mozli-
wa jest zmiana struktury I-rzedowej enzymu. Dokonuje sie zamiany fenyloalaniny
w pozycji 82 na glicyne i cysteiny w pozycji 102 na treonine. Taka modyfikacja
zwieksza 10-krotnie aktywno$¢ enzymu [15]. Niektére modyfikacje moga doprowa-
dzi¢ do zmiany miejsca aktywnego, a w rezultacie do zmiany powinowactwa enzy-
mu. Pomimo ze cytochrom c jest bardzo stabilnym biatkiem, mozna te wlasciwos¢
jeszcze zwiekszy¢. Jego termostabilno$¢ moze zosta¢ poprawiona przez utworzenie
dodatkowych mostkoéw disulfidowych, dzieki wprowadzeniu cysteiny obecnej w spe-
cyficznych miejscach biatka.

Niekorzystnym zjawiskiem jest inaktywacja cytochromu przez oksydacje w obec-
nosci wody utlenionej, co stanowi czynnik limitujacy dla katalizy na wiekszg skale.
Problem ten jednak mozna rozwigza¢ przez ukierunkowana, punktowa mutacje.
Zmiana aminokwasu w miejscu wrazliwym na inaktywacje na inny, bardziej odporny
na utlenianie, moze doprowadzi¢ do zwiekszenia stabilnosci biatka.

Modyfikacja chemiczna polega na podstawieniu wolnych grup aminowych
w biatku przez glikol polietylenowy (PEG) i zestryfikowaniu wolnych grup karboksy-
lowych grupami metylowymi |19j. Taka zmiana prowadzi do wzrostu termostabilno-
&ci (gtéwnie dzieki stabilizacji reszt aminowych przez PEG) i ukierunkowania jego
dziatania na zwigzki aromatyczne. Dodatkowo, modyfikacja chemiczna wolnych
grup aminowych na powierzchni biatka moze znaczaco zwiekszy¢ rozpuszczalnosé
enzymu w rozpuszczalnikach organicznych. Dzieki temu moze to poprawi¢ wydaj-
nos¢ katalizy w przypadku zwigzkéw hydrofobowych.

3.4. Charakterystyka cytochromu P-450

3.4.1. Budowa i whasciwosci cytochromu P-450

W organizmie cztowieka wiekszos$¢ proceséw metabolizmu lekéw zachodzi przy
udziale ogromnej rodziny izoenzymow okreslanych wspo6lng nazwag cytochromu
P-450 [lj. Cytochrom P-450 jest hemoproteing posiadajaca jako kofaktor protoporfi-
ryne IX, a jego nazwa pochodzi od maksimum absorpcji przy 450 nm, jakie daje
kompleks jego zredukowanej formy z tlenkiem wegla. Cytochrom zakotwiczony jest
w blonie retikulum za pomoca dwodch transmembranowych petli [22]. Miejsce
wigzania substratu znajduje sie od strony btony retikularnej, natomiast hem uto-
zony jest réwnolegle do powierzchni btony. Z cytochromem P-450 zwigzana jest re-
duktaza cytochromu P-450 zalezna od NADPH. Interakcja pomiedzy tymi dwoma
molekutami polega prawdopodobnie na powstawaniu licznych, dopetniajgcych sie
par tadunkéw. Dla prawidtowego funkcjonowania tego uktadu stosunek cytochromu
P-450 i jego reduktazy powinien wynosi¢ 1:1. jednak w organizmie czlowieka ilos¢
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reduktazy jest 40 razy mniejsza niz cytochromu P-450, dlatego aktywnos¢ reduktazy
jest czynnikiem limitujgcym dla wielu reakcji zaleznych od cytochromu P-450. Naj-
wiecej cytochromu P-450 znajduje sie w watrobie, ale jego izoenzymy rozmieszczo-
ne sg niemal we wszystkich organach i tkankach, np. w jelitach (CYP 450 2C i 2D6),
w plucach (CYP 450 2E1 i 2F1) czy w modzgu (CYP 450 4B1 i 2E1) [2]. Cytochrom
P-450 nie wystepuje w komérkach miesni pragzkowanych i erytrocytow.

Cytochrom P-450 sktada sie z rodzin i podrodzin. Okresla sie je na podstawie po-
dobienistwa sekwencji aminokwasow, ktére mieszczg sie w granicach od ponizej
30 do powyzej 98% [1]. Dotychczas poznano 281 réznych rodzin cytochromu P-450
i 537 podrodzin. Poznano 977 cytochromow u zwierzat, 607 u roslin, 109 u niz-
szych eukariota i 151 u bakterii. Opisano 30 rodzin cytochromu P-450, w tym
10 u ssakow (tab. 3). Z funkcjonalnego punktu widzenia, cytochromy mozna podzie-
li¢ na dwie klasy: cytochromy zwigzane z syntezg steroidéw i kwasow zoétciowych
oraz cytochromy metabolizujace gtdwnie ksenobiotyki. Cytochromy zwigzane z me-
tabolizmem steroidéw i kwaséw zétciowych sg proste i zawierajg tylko jedng forme.
Wszystkie te enzymy sg bardzo dobrze zabezpieczone u ssakdw, natomiast jesli
chodzi o ich katalityczng aktywnos¢, zachowujg raczej sztywna specyficznos¢ sub-
stratu i produktu. To mocne zabezpieczenie wynika prawdopodobnie z ich krytycz-
nej roli w syntezie steroidéw i kwasow zétciowych. Cytochromy P-450 metaboli-
zujgce ksenobiotyki rozwinely sie prawdopodobnie z cytochroméw metabolizu-
jacych steroidy.

Tabela 3
Rodziny glochromu P-450 u ssakéw, wg Gonzaleza [23]
P-450 Liczba podrodzin Liczba form Reakcje

CYPI 1 2 metabolizm ksenobiotykéw

CYP2 8 57 metabolizm ksenobiotykow i steroidow

CYP3 2 10 metabolizm ksenobiotykéw i steroidéw

CYP4 2 10 hydroksylacja kwaséw tluszczowych (0o i co-Il-)

CYP7 1 hydroksylacja cholesterolu (7a)

CYPII hydroksylacja steroidow (lip)

CYP 17 hydroksylacja steroidéw (17a)
CYP19

CYP21 hydroksylacja steroidow (21)

—_— e e e N —

3
1
1 aromatyzacja
1
1

CYP27 hydroksylacja cholesterolu (27)

P&zniejsze zwiekszenie sie ich ré6znorodnosci zwigzane jest ze zréznicowaniem
Swiata roslinnego i zwierzecego. Obecnie trwaja poszukiwania specyficznych sub-
stratow i selektywnych inhibitoréw poszczegdlnych izoenzymow. W tabeli 4 przed-
stawiono znane obecnie specyficzne substraty i inhibitory izoenzyméw odpowie-
dzialnych za metabolizm lekéw i innych ksenobiotykéw.
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Tabela 4

Gléwne izoenzymy cytochromu P-450 odpowiedzialne za metabolizm lekéw i innych ksenobiotykéw oraz

przykitady ich selektywnych substratéw oraz inhibitoréw [25,26]

P-450

1Al

L\2

2A6

2B1
2B6

2C8

2C9

2C19

2D6

2E1

2FI

3A4

Substrat

7-etok.syrezorufina (0-deetylacja) enzym niekon-

styluhwny

fenacetyna (O-deet\lacja)
kofeina (N3-demetyiacja)

7-etoksyrezorufina (0-deet\lacja) specyficzny

w nieobecnosci 1Al

kumaiyna (7-hydroksylacja)

prazikwantel (4-hydroksylacja)

nikotyna
tamoksifen

taksol
werapamil
kwas arachidonow)-

tolbutamid (metyl-hydroksylacja)
(S)-warfar\na (7-hydroksylacja)
diklofenak (4'-hydroksylacja)
(S)-mefenytoina (4’-hydroksylacja)

debryzochina (4-hydrok.sylacja)
sparteina (2,3 i 5,6 didehydrosparteina)
bufuralol (I’-hydroksylacja)
dekstrometorfan (O-demetylacja)

chlorzoksazon (6-hydroksylacja)
dimetylnitrozamina (N-demetylacja)

skatol

tifedvpina (aromatyzacja)
erytromycyna (N-demetylacja)
testosteron (6p-hydroksylacja)

Inhibitor

7,8-benzoflawon

fiiralyllina
fluwoksamina

7,8-benzoflawon selektywny w nieobecnosci 1Al

8-metoksypsoralen
dietyltiokarbaminian

cymetydyna

fluwoksamina
paroksetyna

kwercetyna

sulfafenazol

teniposid

chinidyna, ajinalina
fluoksetyna
paroksetyna
lewomepromazyna
tiorydazyna
disulfiram
4-met\'lpyrazon
dietyltiokarbaminian

nieznany

gestoden
troleandomycyna

Induktor

P.AH

palenie papierosow
omeprazol

fenobarbital
pyrazol

fenobarbital
cyklofosfamid
rifampicyna
fenobarbital

barbiturany

rifampicyna

jak sie wydaje
nieindukowalny

atenolol

rifampicyna
barbiturany
karbamazepina

Powszechnie akceptowany mechanizm reakcji katalizowanej przez cytochrom
P-450 wyglada nastepujaco [24]: substrat (lek) wigze sie poczatkowo z utleniong
formg (Fe™*") cytochromu. Powstanie kompleksu substrat-cytochrom przyspiesza
redukcje zelaza cytochromalnego przez NADPH-cytochrom P-450-reduktaze. Zredu-
kowany kompleks cytochromu przylgcza nastepnie molekute tlenu, co nastepuje
bardzo szybko. Dostarczenie drugiego elektronu przez reduktaze cytochromu
P-450 zalezna od NADPFI lub przez cytochrom bs (i dwéch jonéw wodorowych) akty-
wuje molekute tlenu, co w efekcie daje utleniony metabolit i wode oraz zregenero-
wang utleniong forme cytochromu P-450.
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Hydroksylacja zwigzkéw aromatycznych i alifatycznych

0 , 0
HIC -C-N ~ Lot H,C—&—N OH
H H
Deaminacja
NH. 0
R—JZH—CH3 [OH] R—él—CH3 + HCA

O-dealkilacja

[OH]

R —O— CH, R—OH + HC
N-dealkilacja
H
/CH3 \ /H
R —N --—R—N—CH, + HC,
\CH, EI 0
N-oksydacja

HgCA
HC — N [OH] HICAN=0 + H~
H.C H,C"

Sulfoksydacja

OH
R—S—R’ J'\]’\ R—S—R + H"
I
0]

* Epoksydacja alkanéw, policyklicznych weglowodoréw i halogenkéw benzenu
* Przeksztatcanie amin do N-tlenkéw, hydroksylamin i nitropochodnych

* Dehalogenacja halogenkéw weglowodoréw

Rys. 9. Reakcje katalizowane przez cytochrom P-450 [2,23,25,271.

Cytochrom P-450 ma zdolno$¢ katalizowania reakcji prowadzacych do powsta-
nia produktu tatwiej rozpuszczalnego w wodzie od wyjsciowego substratu. W orga-
nizmie ludzkim odpowiedzialny jest za metabolizm substancji endo- i egzogennych,
majacy na celu gtdwnie ich detoksykacje i usuniecie, jednak niektére reakcje prze-
prowadzane przez ten enzym powodujg efekt wrecz przeciwny, dajac produkt me-
tabolizmu o wiekszej toksycznosci niz substrat. Reakcje katalizowane przez cyto-
chrom P-450 przedstawiono na rysunku 9.
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3.4.2, Mozliwosci zastosowania cytochromu P-450 w biotechnologii lekow

Cytochrom P-450 moze pelni¢ szczegdlng role w otrzymywaniu lekéw metodami
biotechnologicznymi. Funkcja fizjologiczna cytochromu P-450 polega na jego udzia-
le w biosyntezie substancji endogennych oraz metabolizmie zwigzkéw egzogen-
nych. Mozliwosci stosowania cytochromu P-450 w biotechnologii wynikajg z uni-
katowych wiasciwosci tej hemoproteiny [27];

- istniejg liczne formy molekularne cytochromu P-450 rGznigce sie wlasciwos-
ciami katalitycznymi;

- cytochrom P-450 cechuje sie niskg specyficznoscig substratowg, co stwarza
mozliwosci wykorzystania jako substratow zwigzkéw o bardzo zréznicowanej
strukturze chemicznej;

- poszczego6lne formy molekularne cytochromu P-450 cechujg sie wysoka regio-
selektywnoscia i stereospecyficznoscia katalizowanych reakcji;

- rozwdj biologii molekularnej umozliwit dokonywanie zmian whasciwosci kata-
litycznych cytochromu P-450.

Najczesciej wykorzystywanym zrédiem cytochromu P-450 sg komorki watroby
(hepatocyty) lub izolowane z nich mikrosomy. Coraz czesciej jednak metodami inzy-
nierii genetycznej wprowadza sie geny odpowiedzialne za synteze cytochromu P-450
do mikroorganizmow, np. do komdrek E. coli lub tez indukuje sie go w réznych mi-
kroorganizmach, stosujac odpowiednie pozywki. Gdy zrédtem energii dla komérek
drozdzy jest glukoza, wykrywa sie w nich tylko minimalne ilosci cytochromu P-450.
Dodanie jednak do pozywki wzrostowej etanolu, a nastepnie galaktozy, w sposéb
znaczacy zwieksza stezenie cytochromu P-450; dochodzi ono do 200 pmoli/mg
biatka [28]. Ze wzgledu na obecnos¢ w komérkach drozdzy endogennej oksydore-
duktazy zaleznej od NADPH cytbchromu P-450, ktéra z cytochromem P-450 tworzy
funkcjonalny system monooksygenazy, sg one dobrym modelem do badania meta-
bolizmu lekéw oraz do badan zaleznosci miedzy strukturg cytochromu P-450 a jego
witasciwosciami katalitycznymi.

4. Metody izolowania i oczyszczania cytochromoéw

Poczatkowo w badaniach nad wtasciwos$ciami cytochromoéw wykorzystywano
cate organizmy (zwierzeta laboratoryjne), p6zniej izolowane tkanki (np. mikrosomy
watroby szczura). Umozliwito to poznanie funkcji cytochromédw wchodzacych
w sktad tancucha oddechowego, izoenzyméw cytochromu P-450 oraz cytochromoéw
wspétpracujacych z cytochromem P-450.

W celu wiekszej mozliwosci zastosowania cytochroméw w biotechnologii wyma-
gane byto dokladne poznanie ich struktury i wtasciwosci, nie tylko w okreslonych
organizmach i tkankach, ale tez poza nimi. Stalo sie to mozliwe dzieki wyizolowa-
niu pojedynczych cytochromoéw. Dotychczas wyizolowano cytochromy taricucha od-
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dechowego [29], cytochrom b2, cytochrom cytochrom c i liczne izoenzymy cyto-
chromu P-450. Z punktu widzenia biotechnologii istotna jest mozliwos¢ otrzymania
czterech ostatnich rodzajéw cytochromow.

Pierwsze metody izolowania cytochroméw polegaty na wyizolowaniu tych biatek
bezposrednio z komoérek. W ten sposob uzyskuje sie cytochrom b2, izolujgc go z mi-
tochondriéw dwdéch gatunkdéw drozdzy: Saccharomyces cerevisiae i Hansenula anomala
[30]. Cytochrom otrzymuje sie z mikrosoméw réznych zwierzat, takich jak
szczur, kurczak [31], owca czy krélik [32].

Cytochrom c, ktory jest bardzo powszechng proteing u eukariota, izoluje sie
z bardzo réznorodnych organizméw - bakterii, grzybow, ros$lin i zwierzat. W czy-
stej postaci uzyskano go z Saccharomyces cerevisiae, Paracoccus denitrificans i Synechocystis
sp. [33,34]. Chociaz cytochrom ¢ w komorce jest elementem fancucha oddechowe-
go, poza komorka wykazuje odmienne wiasciwosci. Wyizolowanie go z komorki
umozliwito badanie tych cech, ktére okazaly sie bardzo korzystne, podobne do
witasciwosci cytochromu P-450.

Cytochrom P-450, bedacy ogromna rodzing izoenzymdéw bardzo interesujgcych
z uwagi na powszechne wystepowanie i niepowtarzalne whasciwosci, znajduje sie
w mitochondriach bakterii, grzybow i roslin. U zwierzat wystepuje w wielu réznych
tkankach i organach, np. w ptucach, mézgu, nabtonku itd. Najwieksze stezenie cyto-
chromu P-450 wystepuje jednak w mikrosomach watroby, skad izoluje sie i oczysz-
cza r6zne izoenzymy cytochromu P-450 [32[. Mozemy je podzieli¢ na trzy grupy;

1) enzymy stale obecne w komdrkach, ktére sg nieindukowalne lub stabo indu-
kowalne: 2C7, 2C11, 2C12, 2C13, 2D1, 1D2;

2) enzymy stale obecne w komorkach, ktérych ilos¢ znacznie wzrasta w wyniku
indukcji za pomoca réznych ksenobiotykow: 1A, 2A1, 2B2, 2C6, 2E1, 3A2, 4Al;

3) enzymy, ktére nie wystepuja w komoérkach mikrosomow fizjologicznie lub wy-
stepuja w bardzo matej ilosci, ale sg indukowane za pomoca ksenobiotykow: IAl,
2B1, 3Al.

Izoenzymy nalezace do grupy pierwszej izolowane sg z mikrosomoéw zwierzat,
ktorym nie podawano zadnych substanciji, w celu indukcji okreslonego izoenzymu
cytochromu P-450. Enzymy zaliczane do pozostatych grup izolowane sg z mikroso-
mow zwierzat, ktorym w celu zwiekszenia stezenia okreslonego izoenzymu cyto-
chromu P-450 podawano okre$lone ksenobiotyki.

Rodzina izoenzymow cytochromu P-450 jest bardzo rozbudowana. Pojedyncze
izoenzymy izoluje sie r6znymi metodami chromatograficznymi, takimi jak nisko-
i wysokocisnieniowa chromatografia cieczowa (LPLC i HPLC), chromatografia cieczo-
wa biatek (FPLC), chromatografia jonowymienna (IEC), chromatografia powinowac-
twa (IMAC), chromatografia interakcji hydrofobowych (HIC).
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5. Otrzymywanie cytochroméw metodami inzynierii genetycznej

w dobie szybko rozwijajacej sie inzynierii genetycznej i biotechnologii powstaty
metody otrzymywania cytochroméw w wyniku ekspresji w komorkach bakterii
Escherichia coli [35], drozdzach Saccharomyces cerevisiae i w uktadzie komérek owa-
dzich i bakulowirusa [36].

Otrzymywanie poszczegolnych cytochroméw tg metodg stato sie mozliwe dzieki
uzyskaniu cDNA cytochroméw. jest to dwuniciowy fragment DNA, otrzymywany
z mRNA za pomocg odwrotnej transkryptazy, zawierajgcy tylko geny kodujgce pro-
teiny cytochromoéw. cDNA jest nastepnie izolowane i przenoszone do komoérek go-
spodarza, w ktérych ulega ekspres;ji i dochodzi do produkcji biatka. Metoda ta zna-
lazta zastosowanie do otrzymywania cytochromu ¢ [37] oraz izoenzyméw cytochro-
mu P-450 [38-40].

Pierwszym gospodarzem do otrzymywania cytochroméw byty komaorki Escherichia
coli. Proces polega na wprowadzeniu cDNA cytochromu do odpowiedniego wektora,
za pomocg ktérego transformuje sie bakterie. Transformowane bakterie hoduje sie
w celu zwiekszenia biomasy i wyprodukowania odpowiedniej ilosci biatek, a nastep-
nie izoluje obecne w komérkach cytochromy. Poczatkowo ekspresja genéw cyto-
chroméw byta na stosunkowo niskim poziomie, jednak po kilku latach doswiadczen
uzyskano stosunkowo wysoki stopienn ekspresji, wykorzystujac wektor pCWori"*
[38] oraz stosujgc odpowiednie warunki wzrostu.

Najistotniejsza, z punktu widzenia biotechnologii farmaceutycznej, jest mozli-
wos$¢ badania metabolizmu lekéw przy wykorzystaniu cytochromu P-450; dlatego
tez mozliwosci jego otrzymania staly sie gtdbwnym celem badaczy.

Komorki drozdzy Saccharomyces cerevisiae okazaty sie lepszym systemem do ekspre-
sji genow cytochromow P-450, z uwagi na obecnos¢ endogennej reduktazy cytochro-
mu P-450 zaleznej od NADPH, ktora z cytochromem P-450 tworzy funkcjonalny system
monooksygenazy. Wadg tego ukladu jest stabsze wspétdziatanie miedzy drozdzowa
reduktazg cytochromu P-450 a zwierzecymi cytochromami P-450. Dlatego tez metoda-
mi inzynierii genetycznej skonstruowano takie szczepy drozdzy, ktére wykazuja ak-
tywnos$¢ wszystkich sktadnikéw mikrosomalnego systemu monooksygenaz zaleznych
od cytochromoéw P-450. Postepowanie polega na wprowadzaniu w kolejnych pokole-
niach kasety cDNA dla cytochromu P-450 potgczonego z odpowiednim plazmidem,
a nastepnie plazmidu z kasetg zawierajgcg cDNA dla reduktazy cytochromu P-450 zalez-
nej od NADPH. W ten spos6b komoérka drozdzy moze syntetyzowaé oba skfadniki ludz-
kiego systemu transportu elektronéw, a tak uzyskane szczepy moga by¢ wykorzystywa-
ne w biotechnologii lekéw [41]. Uzyskane proteiny izoluje sie takze z komorek drozdzy.
Dlatego tez, w celu Sledzenia replikacji wprowadzonego genu, a takze dla utatwienia
izolacji wyprodukowanych biatek, stosuje sie markery: adeninowy ADE2 i uracylowy
URA3. Wydajnos$¢ tego procesu wynosi ok. 10-26%, z pewnymi wyjatkami [39].

Obecnie najbardziej rozpowszechnionym systemem ekspresji genéw kodujacych
ludzkie enzymy cytochromu P-450 jest uktad komérek owadzich i bakulowirusa.
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System ten cechuje duza pojemnos¢ insercyjna genomu bakulowirusa, mozliwos¢
ekspresji kilku heterologicznych genéw z duza wydajnoscig biosyntezy bialek wa-
runkowana silnymi promotorami: polihedrynowym lub biatkiem plO oraz wysokie
prawdopodobieristwo uzyskania aktywnego biatka, z uwagi na dobrg obrdbke po-
translacyjng [42].

Otrzymywanie cytochroméw tg metoda przebiega w dwéch etapach. W pierw-
szym nastepuje przeniesienie cDNA kodujgcego dany cytochrom na tzw. wektor po-
Sredniczacy. W skiad tego wektora wchodzi dany insert (¢cDNA ok. 20 kbp), region
promotora (powyzej punktu insercji), obszary poliadenylowe, ktére wspdlnie z pro-
motorem zapewniajg wysoki stopieni ekspresji wstawionego genu oraz marker, kto-
ry pozwala zidentyfikowac¢ kolonie posiadajgce wprowadzany gen. Wektor ten jest
nastepnie wprowadzany do komérek owada wczesniej zainfekowanych bakulowiru-
sem. Tam dochodzi do fuzji wprowadzonego cDNA i DNA bakulowirusa. W drugim
etapie wyizolowany bakulowirusowy wektor z wprowadzonym cDNA przenosi sie
do komorek gospodarza. W przypadku otrzymywania izoenzymow cytochromu
P-450 sg to linie komoérkowe High Five z Trichoplusia ni (btyszczka kapusciana) lub li-
nia Sf-9 z Spodoptera frugiperda (mél bawetniany) [36). Nastepnie, po hodowli na od-
powiednich pozywkach, izoluje sie zsyntetyzowane cytochromy metodami chroma-
tograficznymi, podobnymi jak w przypadku izolowanych z tkanek zwierzecych.

6. Podsumowanie

Na podstawie dotychczasowych wynikoéw badan, prowadzonych za pomocg roz-
norodnych metod mozna dokladniej pozna¢ strukture cytochroméw, a przez to tak-
ze funkcje, jaka petnia one w organizmie oraz poza nim. Mozna tez wyjasnic¢ prze-
bieg niektérych proceséw metabolicznych zachodzgcych w komoérkach, m.in. ludz-
kich, oraz wykorzysta¢ do otrzymywania substancji przydatnych dla cztowieka. Roz-
woéj metod biologii molekularnej i inzynierii genetycznej stwarza duze mozliwosci
i perspektywy wykorzystania cytochroméw do badan nad substancjami wykazu-
jacymi aktywnos$¢ w organizmie ludzkim. Ekspresja cDNA daje mozliwos¢ stworze-
nia komorek lub tez bioreaktora, ktére zawieratyby petng baterie enzyméw metabo-
lizujgcych ksenobiotyki.
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