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A környezeti stressz és a celluláris
stresszválasz

A vízi környezet stresszhatásai az élôlényekben
komplex celluláris reakciókat váltanak ki. A halak
bôrükkel, kopoltyújukkal állandó és szoros kapcso-
latban vannak a vízzel, illetve a vízben lévô toxikus
vegyületekkel, s ezáltal közvetlenül, illetve közvet-
ve, a táplálkozásuk révén felhalmozhatják testük-
ben az idegen anyagokat. Minden élôlény, így a ha-
lak szervezete is rendelkezik olyan, meglehetôsen
konzervált, molekuláris védelmet szolgáló fehérje
rendszerekkel, amelyek metabolizálják vagy elimi-
nálják az idegen vegyületeket. Közülük a nehéz-
fémeket kötô metallotioneineket és a xenobiotiku-
mokat átalakító citokróm P450-függô monooxi-
genázokat kell kiemelnünk. A különbözô halfajok-

ban végbemenô specifikus reakciókról, a részt vevô
enzimek és fehérjék szerkezetérôl és mûködésérôl
számos irodalmi adat áll rendelkezésre, azonban
kevésbé ismert egy-egy vegyület komplex biokémi-
ai hatása, amely végsô soron az élôlények adaptá-
ciós képességét befolyásolja. Ezen alapkérdésbôl
kiindulva vizsgáltuk, hogy a szubletális koncentrá-
cióban jelen lévô kadmium hogyan befolyásolja a
ponty stresszhatásokkal szembeni védelmét ellátó
enzimek és fehérjék mûködését.

A kadmium és citokróm P4501A izoenzi-
mek kölcsönhatása
A kadmium az egyik legtoxikusabb hatású nehéz-
fém, amely a sejtekben a fehérjék aminosav oldal-
láncain, szulfhidril- és anionos csoportokhoz kö-
tôdve denaturációt okoz, vagy metallotioneinekhez
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Summary

The complex biochemical stress responses to
cadmium exposure were studied in liver of carp
(Cyprinus carpio). Cd2+ injection in sublethal
concentration resulted in increased hepatic
microsomal activities of EROD and ECOD, two
CYP1A enzymes. Oxidative stress caused by the
heavy metal was supposed to modify the ER
membrane structure surrounding the
cytochrome P450 enzymes, however the inter-
actions existing between the proteins and mem-
brane lipids preserved the enzymes from denat-
uration. The induction of hsp70 and hsp90
genes by Cd2+ was found and the stress proteins
may contribute to the protection of the
cytochrome enzymes. The induction of CYP1A
genes seems to be inhibited by metal ions and it
could be related to the free ions interacting with
cell proteins.
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Összefoglalás

Alacsony kadmium expozíció esetén a ponty
citokróm P450-függô EROD és ECOD enzimeinek
aktivitását fokozza, míg a CYP1A gének indukció-
jának látszólagos gátlását eredményezi. Feltéte-
lezhetôen a nehézfém és az ER membrán kölcsön-
hatásán kívül a lipidperoxidáció következtében
változik a citokróm P450 enzimek mikrokörnye-
zete, amely a fehérjék konformációjának változását
és ennek megfelelôen a katalitikus aktivitás növe-
kedését okozza. A vizsgált biotranszformációs enzi-
mek denaturálódással szembeni védelméhez hoz-
zájárulhatnak a stresszfehérjék. A metallotionein
szint enyhe növekedése a kadmium toxicitással
szemben nem, vagy csak korlátozott védelmet
nyújt. Az alacsony dózisú kadmium hatás potencí-
rozza a kész CYP1A enzimek biotranszformációs
aktivitásának fokozódását, de növekvô expozíció
esetén várható, hogy érzékenyebbé teszi a halakat
a poliaromás vegyületekkel szemben, mivel gátol-
hatja az adaptív stresszválaszt.
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kapcsolódva felhalmozódik, s lassan ürül a szerve-
zetbôl. Természetes úton a Cd(II) ionok a vízi kör-
nyezetbe csak adott geológiai feltételek következ-
tében kerülnek, s koncentrációjuk viszonylag ala-
csony. A folyamatos expozíció vagy a környezeti
feltételek változása következtében az élôlényekben
a fém akkumulálódik. A kadmium-fehérje kölcsön-
hatást a pontymáj citokróm P450-függô monooxi-
genáz rendszerén vizsgáltuk, mivel a xenobiotiku-
mok biotranszformációját katalizáló enzimek ré-
szei a szervezet molekuláris védelelmét szolgáló és
adaptációjában szerepet játszó rendszereknek. A
citokróm P450 enzimek az ER membránjában loka-
lizálódó monooxigenázok, amelyek a lipofil szubsz-
trátokat alakítják vízoldékonyabb formává, majd
közvetlenül vagy további átalakítás után kiválasz-
tásra kerülnek. A széles, átfedô szubsztrát speci-
fitással rendelkezô citokróm P450-függô monooxi-
genázok emlôsökben a génjeik specifikus induk-
torokkal való indukálhatósága alapján öt géncsa-
ládba sorolhatók. A halak máj- és veseszöveteiben
egyértelmûen a poliaromás vegyületek biotransz-
formációját katalizáló CYP1A géncsalád izoenzimei
indukálhatók. Újabban pisztrángban kimutatták,
hogy β-naftoflavonnal (BNF) – amely egyébként
specifikus CYP1A induktor – a CYP2K géncsalád is
indukálódik [1]. A CYP1A géneket a specifikus
induktorokon kívül maguk a szubsztrátok is akti-
válják. A citokróm P450 enzimeket kódoló gének
expressziójának szabályozása receptorhoz kötött, az
inaktív receptor a hsp90 stresszfehérjével asszociál,
amely a ligand megkötésekor leválik a komplexrôl
[2]. Az Ah (aryl hydrocarbon) receptorfehérje a cito-
plazmában megköti a lipofil szubsztrátot, s a 
ligand-aktivált receptor komplex az Arnt transz-
lokátor fehérje segítségével kerül a magba, ahol a
CYP1A géneket szabályozva transzkripciós
enhancerként mûködik [3,4].

A kadmium in vivo hatását a pontymáj mikroszóma
citokróm P4501A enzimek aktivitására és indu-
kálhatóságára 2 mg/testtömeg kg dózisú Cd2+-
kezelés után vizsgáltuk. A fémkezelést követô 6.
napon a CYP1A géneket BNF adagolásával indu-
káltuk. A kadmium citokróm P4501A enzimekre
gyakorolt közvetlen hatását az etoxirezorufin O-
deetiláz (EROD) és az etoxikumarin O-deetiláz
(ECOD) enzimaktivitások mérésével követtük, a
CYP1A indukciót a kontroll, a kizárólag BNF-
kezelésben részesült, valamint a Cd2+- és BNF-
kezelést egyaránt kapott minták EROD aktivitás-
változásai alapján vizsgáltuk (1. ábra).

A kadmium az alkalmazott kezelési koncentráció-
ban a várakozással ellentétben az EROD és az
ECOD enzimek aktivitásnövekedését eredményez-
te, de a BNF-kezelést nem követte további EROD
aktivitásnövekedés. Egyes szerzôk szerint a nehéz-
fém hosszú távú expozíció esetén kötôdik a fosz-
folipid membránokhoz, megváltoztatja a felület
töltését és a lipid molekulák konformációját, a sza-
bad fémionok pedig a sejtekben a fehérjemole-
kulákkal kölcsönhatásban fejtik ki toxikus hatásu-
kat [5,6]. Tekintettel arra, hogy a citokróm P450
enzimek az ER membránban lokalizálódnak, az
enzimaktivitás növekedésének egyik lehetséges
okaként nem zárható ki a mikrokörnyezet válto-
zása, ugyanakkor a lipid-fehérje kölcsönhatás védi
a fehérjéket a további denaturálódástól. Ezzel
szemben a kadmium az EROD indukálhatóságá-
nak látszólagos gátlását eredményezte, további
vizsgálatok szükségesek azonban annak az eldön-
tésére, hogy a gátlás transzkripciós vagy/és transz-
lációs szinten történt-e. A következôkben a kadmi-
um által indukált oxidációs hatásokat, illetve a
védekezôrendszer néhány elemének, az antioxi-
dáns enzimek, a stresszfehérjék, valamint a metallo-
tioneinek lehetséges szerepét vizsgáltuk a sejtben.

A József Attila Tudományegyetem Biokémiai Tanszékének környe-
zetbiokémiai munkacsoportja a peszticidek és a nehézfémek bioké-
miai hatásait kutatja a halak szervezetében. Újabban az érdeklôdés
középpontjába ugyanazen hatások által indukált stresszreakciók,
valamint különbözô halfajok molekuláris adaptációs mechanizmusá-
nak kutatása került. A halak specifikus stresszreakciói a vízi kör-
nyezet állapotváltozásainak érzékeny bioindikátorai, s elemeit képe-
zik az élôvizek toxikológiai felmérésére alkalmazott biológiai mód-
szereknek.
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Oxidatív stresszhatás és antioxidatív
stresszválasz
Az aerob metabolizmus esszenciális szubsztrátja az
oxigén, amely egyszersmind reaktív oxigén sza-
badgyökök és peroxidok forrása is. Ezek elsôdleges
célpontjai a sejtekben a makromolekulák. Szabad-
gyökök és peroxidok keletkezhetnek többek között
a fémionok által katalizált Fenton és Haber-Weiss
reakciók során, továbbá a xenobiotikumok elektron-
transzporttal kapcsolt metabolizmusa során is. Az
antioxidáns adaptáció eredményeként indukálódik
a szuperoxid anion scavenger szuperoxid diz-
mutáz (SOD), a hidrogénperoxidot bontó kataláz
(CAT), valamint a szervetlen és a szerves peroxi-
dokat bontó glutation peroxidáz (GPx). Fontos
antioxidáns molekula a glutation (GSH), amely
elsôsorban a sejtmembránokat védi a lipid peroxi-
dációval szemben és szubsztrátja a GPx-nak. Az
antioxidációs enzimek génjei redox szenzitív transz-
kripciós faktorok segítségével aktiválódnak [7]. A
halak antioxidáns enzimeinek mûködése jelentôs
faji eltérést mutat, és függ attól, hogy milyen külsô
tényezô váltja ki a szabadgyökök keletkezését [8].
Kadmiumkezelést követôen a pontymáj citoplaz-
matikus frakciójából a kontrollhoz képest enyhe
SOD aktivitásnövekedés mérhetô, míg a CAT és
GPx enzimek aktivitása 15%-kal illetve 20%-kal nô.
A kontroll értékeknél 30%-kal magasabb lipidper-
oxidáció arra utal, hogy az antioxidáns rendszer
nem nyújt teljes védelmet a sejtmembránokat
károsító hatásokkal szemben.

Stresszfehérje indukció
Az intracelluláris fémkoncentráció emelkedése és
az oxidatív stressz a fehérjemolekulák denaturá-
ciójához vezet. A sejtekben ez stresszfehérjék indu-
kálódását eredményezi, melyek védik az enzime-
ket, fehérjéket a denaturálódástól, illetve chaperon-
ként viselkedve segítik a fehérje foldingot. A hsp
gének expressziója a stressz intenzitásától és a fe-
hérjeszintézis sebességétôl függôen autoregulált, a
szabad hsp szint emelkedése a HSF transzkripciós
faktor aktivitásának gátlását, csökkenése pedig az
aktiválódását okozza [9,10]. Néhány halfajban in
vivo illetve in vitro vizsgálatok kimutatták, hogy hô-
stressz hatására a hsp70 és hsp90 stresszfehérjék
szintje megnövekedett [11,12], azonban a nehézfé-
mek indukálta transzkripciós szintû változásokról
halakban kevés adat áll rendelkezésre.

A kadmiumstresszt követô hsp70 és hsp90 gének
indukcióját a pontymájban transzkripciós szinten,
specifikus próbákkal detektáltuk. Mindkét gén
indukciója erôsen koncentráció- és idôfüggônek
bizonyult (2. ábra). A fémkoncentráció fokozatos,
lassú emelésekor a hsp70 mRNS szint növekedése
a negyedik naptól kezdôdôen, 2 mg/kg Cd-keze-
lést követôen figyelhetô meg, és a kezelés ideje alatt
nô. A hsp90 mRNS alapszintje magasabb, mint a
hsp70 transzkriptumé, s az indukció kissé koráb-
ban detektálható.
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2. ábra Kadmiumstressz által kiváltott hsp70 és hsp90
indukció ponty májszövetben.
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1. ábra A kadmium hatása a pontymáj mikroszóma citokróm
P4501A enzimeinek aktivitására
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Metallotionein indukció
A metallotioneinek kis molekulatömegû, sok
ciszteint tartalmazó fémkötô fehérjék, amelyek a
nehézfémek toxikus hatásaival szemben védik a
sejteket. A metallotionein gének nehézfém-regulált
transzkripciós faktorok segítségével indukálódnak
[13], s a gének mûködését a nehézfémeken kívül
citokinek és hormonok is szabályozzák [14]. A kad-
mium a ponty májszövetben közel háromszoros
Cd-metallotionein szintnövekedést okoz: a kontroll
mintákban mért 176 µg Ag ekv./g szövet MT kon-
centrációhoz képest a kezelt mintákban 482 µg Ag
ekv./g szövet MT szint detektálható [15], és stabil
Cd-MT-komplex alakul ki.

A kadmium okozta celluláris stressz-
válasz mechanizmusa és következménye
A nehézfémek hatásának és eliminációjának elsôd-
leges célpontja a gerincesek szervezetében a máj.
Az alacsony, szubletális dózisú kadmiumkezelés a
ponty májsejtjeiben MT szintnövekedést okoz, to-
vábbá oxidáns hatású szabadgyök-katalizálta lánc-
reakciókat, lipid-peroxidok illetve hidrogén-per-
oxid keletkezését indítja be. A védekezôrendszer –
a kataláz és glutation peroxidáz – a létrejött perox-
idoknak csak egy részét képes lebontani, s így a
membránok integritásának lazulásával kell számol-
nunk, s nem zárható ki a fehérjék, esetleg nuklein-
savak oxidációja sem. A nehézfémek szabadgyök-
generáló hatása miatt várt szignifikáns SOD aktivi-
tásnövekedés nem mérhetô. Élesztôben, mint euka-
rióta modell szervezetben Liu és Thiele [16] a réz,
illetve az oxidatív stressz hatását vizsgálva kimu-
tatták, hogy a CuZn-SOD és CUP1 metallotionein
génexpresszióját ugyanazon fém-specifikus transz-
kripciós faktor szabályozza. Annak ellenére, hogy a
kadmium nem okozott SOD aktivitásnövekedést, a
továbbiakban kérdés az, hogy indukálódik-e a gén,
valamint hogy a Cd okoz-e közvetlen, in vivo gátlást.

A kadmium a ponty májsejtjeiben a hsp70 és a
hsp90 stresszfehérje géneket indukálja. A gének
expressziójának szabályzásáért felelôs HSF transz-
kripciós faktor az élesztôben a Cu okozta oxidatív
stressz következtében a CUP1 metallotionein gén
expresszióját is indukálja (3. ábra) [16]. Emlôssejtek-
ben ezzel szemben az oxidatív stresszt elôidézô ké-
miai anyagok nem indukálják hsp70 gént, mivel
nem teszik lehetôvé a HSF kötôdését a HSE megfe-
lelô konszenzus szekvenciáihoz. Ezért emlôsökben
valószínûleg eltérô a hôsokk és a reaktív oxigén
gyökök által kiváltott HSF mediált stresszválasz
[17,18]. Hogy a halak szervezetében lejátszódó regu-
lációs folyamat az élesztô- vagy emlôssejtekéhez
áll-e közelebb, a rendelkezésre álló hiányos adatok
alapján nem ismert.
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3. ábra Anehézfém stresszválasz élesztôben: regulációs modell [16].
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