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A nehézfém stressz és stresszvalasz pontyban

Heavy metal stress and stress responses in carp

Abrahim Magdolna, Hermesz Edit, K. Deér
Aranka, Banka Lajos és Nemcsok Jdnos

Jézsef Attila Tudomanyegyetem, Biokémiai Tanszék,
6726 Szeged, Kozépfasor 52.

Osszefoglalas

Alacsony kadmium expozicié6 esetén a ponty
citokrom P450-fiiggé EROD és ECOD enzimeinek
aktivitasat fokozza, mig a CYP1A gének indukcié-
janak latszolagos gatlasat eredményezi. Feltéte-
lezhetSen a nehézfém és az ER membran kolcson-
hatasan kiviil a lipidperoxidacié kovetkeztében
valtozik a citokrém P450 enzimek mikrokornye-
zete, amely a fehérjék konformacidjanak valtozasat
és ennek megfelelGen a katalitikus aktivitas nove-
kedését okozza. A vizsgélt biotranszformaciés enzi-
mek denaturdlédéssal szembeni védelméhez hoz-
zajarulhatnak a stresszfehérjék. A metallotionein
szint enyhe novekedése a kadmium toxicitassal
szemben nem, vagy csak korlatozott védelmet
nyujt. Az alacsony dézist kadmium hatés potenci-
rozza a kész CYP1A enzimek biotranszformacios
aktivitasanak fokozédasat, de névekvd expozicid
esetén varhat6, hogy érzékenyebbé teszi a halakat
a poliaromads vegydiiletekkel szemben, mivel gatol-
hatja az adaptiv stresszvalaszt.
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Banka, ]. Nemcsék

Jozsef Attila Tudomanyegyetem, Biokémiai
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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 Cd?+ 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.

A kornyezeti stressz és a cellularis
stresszvalasz

A vizi kornyezet stresszhatasai az élSlényekben
komplex cellularis reakcidkat valtanak ki. A halak
bériikkel, kopoltytjukkal allandé és szoros kapcso-
latban vannak a vizzel, illetve a vizben 1év§ toxikus
vegyliletekkel, s ezéltal kdzvetleniil, illetve kdzvet-
ve, a taplalkozasuk révén felhalmozhatjak testiik-
ben az idegen anyagokat. Minden él6lény, igy a ha-
lak szervezete is rendelkezik olyan, meglehet&sen
konzervélt, molekuldris védelmet szolgalé fehérje
rendszerekkel, amelyek metabolizaljak vagy elimi-
naljdk az idegen vegyiileteket. Koziiliikk a nehéz-
fémeket kot6 metallotioneineket és a xenobiotiku-
mokat 4talakité citokrém P450-fiiggé monooxi-
genazokat kell kiemelniink. A kiilonb6z8 halfajok-
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ban végbemend specifikus reakciékrdl, a részt vevs
enzimek és fehérjék szerkezetérdl és miikodésérdl
szamos irodalmi adat &ll rendelkezésre, azonban
kevésbé ismert egy-egy vegyiilet komplex biokémi-
ai hatdsa, amely végsé soron az él6lények adapta-
ciés képességét befolyasolja. Ezen alapkérdésbdl
kiindulva vizsgaltuk, hogy a szubletalis koncentra-
ciéban jelen 1év6é kadmium hogyan befolyédsolja a
ponty stresszhatasokkal szembeni védelmét ellatd
enzimek és fehérjék miikodését.

A kadmium és citokrom P4501A izoenzi-
mek kolcsonhatasa

A kadmium az egyik legtoxikusabb hatdsd nehéz-
fém, amely a sejtekben a fehérjék aminosav oldal-
lancain, szulfhidril- és anionos csoportokhoz ko-
tédve denaturaciét okoz, vagy metallotioneinekhez
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kapcsolédva felhalmozédik, s lassan iiriil a szerve-
zetb8l. Természetes titon a Cd(II) ionok a vizi kor-
nyezetbe csak adott geoldgiai feltételek kovetkez-
tében keriilnek, s koncentraciéjuk viszonylag ala-
csony. A folyamatos expozicié vagy a kornyezeti
feltételek valtozasa kovetkeztében az él6lényekben
a fém akkumulalédik. A kadmium-fehérje kolcson-
hatést a pontymdj citokrém P450-fiiggé monooxi-
gendz rendszerén vizsgaltuk, mivel a xenobiotiku-
mok biotranszformdciéjat katalizalé enzimek ré-
szei a szervezet molekularis védelelmét szolgalé és
adaptédcidjaban szerepet jatszo rendszereknek. A
citokrém P450 enzimek az ER membranjaban loka-
lizal6d6 monooxigenazok, amelyek a lipofil szubsz-
tratokat alakitjak vizoldékonyabb forméva, majd
kozvetleniil vagy tovabbi atalakitas utan kivalasz-
tasra keriilnek. A széles, atfedS szubsztrat speci-
fitassal rendelkezd citokrom P450-fiiggd monooxi-
genazok eml8sdkben a génjeik specifikus induk-
torokkal val6 indukélhatésdga alapjan 6t géncsa-
ladba sorolhaték. A halak maj- és veseszoveteiben
egyértelmtien a poliaromas vegyiiletek biotransz-
formaciojat katalizal6 CYP1A géncsalad izoenzimei
indukalhatok. Ujabban pisztrangban kimutattak,
hogy B-naftoflavonnal (BNF) — amely egyébként
specifikus CYP1A induktor — a CYP2K géncsalad is
indukalédik [1]. A CYP1A géneket a specifikus
induktorokon kiviil maguk a szubsztratok is akti-
valjak. A citokrém P450 enzimeket kédol6 gének
expresszidjanak szabalyozasa receptorhoz kotott, az
inaktiv receptor a hsp90 stresszfehérjével asszocidl,
amely a ligand megkotésekor levalik a komplexrdl
[2]. Az Ah (aryl hydrocarbon) receptorfehérje a cito-
plazméban megkoti a lipofil szubsztratot, s a
ligand-aktivalt receptor komplex az Arnt transz-
lokétor fehérje segitségével keriil a magba, ahol a
CYP1A géneket szabalyozva
enhancerként miikodik [3,4].

transzkripcids

A kadmium in vivo hatdsat a pontymdj mikroszéma
citokréom P4501A enzimek aktivitdsara és indu-
kalhatésdgara 2 mg/testtomeg kg dézisi Cd2+-
kezelés utan vizsgaltuk. A fémkezelést kovets 6.
napon a CYP1A géneket BNF adagolasaval indu-
kaltuk. A kadmium citokrém P4501A enzimekre
gyakorolt kozvetlen hatasat az etoxirezorufin O-
deetilaz (EROD) és az etoxikumarin O-deetilaz
(ECOD) enzimaktivitasok mérésével kovettiik, a
CYP1A indukciét a kontroll, a kizarélag BNEF-
kezelésben részesiilt, valamint a Cd?+- és BNEF-
kezelést egyarant kapott mintdk EROD aktivitas-
valtozasai alapjan vizsgaltuk (1. dbra).

A kadmium az alkalmazott kezelési koncentracio-
ban a vérakozassal ellentétben az EROD és az
ECOD enzimek aktivitasnovekedését eredményez-
te, de a BNF-kezelést nem kovette tovabbi EROD
aktivitdsndvekedés. Egyes szerzSk szerint a nehéz-
fém hosszui tavu expozicié esetén kotédik a fosz-
folipid membranokhoz, megvaltoztatja a feliilet
toltését és a lipid molekuldk konformécidjat, a sza-
bad fémionok pedig a sejtekben a fehérjemole-
kulakkal kolcsonhatasban fejtik ki toxikus hatasu-
kat [5,6]. Tekintettel arra, hogy a citokrém P450
enzimek az ER membranban lokalizidl6dnak, az
enzimaktivitds novekedésének egyik lehetséges
okaként nem zarhat6é ki a mikrokornyezet valto-
zasa, ugyanakkor a lipid-fehérje kolcsonhatas védi
a fehérjéket a tovabbi denaturalédastdl. Ezzel
szemben a kadmium az EROD indukélhatésaga-
nak latszélagos gatlasat eredményezte, tovabbi
vizsgéalatok sziikségesek azonban annak az eld6n-
tésére, hogy a gatlas transzkripciés vagy/és transz-
lacids szinten tortént-e. A kdvetkezSkben a kadmi-
um altal indukalt oxidaciés hatdsokat, illetve a
védekezdrendszer néhany elemének, az antioxi-
dans enzimek, a stresszfehérjék, valamint a metallo-
tioneinek lehetséges szerepét vizsgaltuk a sejtben.

A Jézsef Attila Tudomanyegyetem Biokémiai Tanszékének kornye-
zetbiokémiai munkacsoportja a peszticidek és a nehézfémek bioké-
miai hatdsait kutatja a halak szervezetében. Ujabban az érdeklddés
kozéppontjaba ugyanazen hatasok 4ltal indukélt stresszreakcidk,
valamint kiilénb6z6 halfajok molekuldris adaptaciés mechanizmusa-
nak kutatasa keriilt. A halak specifikus stresszreakciéi a vizi kor-
nyezet allapotvéltozasainak érzékeny bioindikatorai, s elemeit képe-
zik az élévizek toxikolégiai felmérésére alkalmazott bioloégiai mod-
szereknek.
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1. abra A kadmium hatdsa a pontymdj mikroszéma citokrém
P4501A enzimeinek aktivitdsdra

Oxidativ stresszhatas és antioxidativ
stresszvalasz

Az aerob metabolizmus esszencidlis szubsztratja az
oxigén, amely egyszersmind reaktiv oxigén sza-
badgyokok és peroxidok forrésa is. Ezek els6dleges
célpontjai a sejtekben a makromolekulak. Szabad-
gyokok és peroxidok keletkezhetnek tobbek kozott
a fémionok altal katalizalt Fenton és Haber-Weiss
reakcidk soran, tovdabba a xenobiotikumok elektron-
transzporttal kapcsolt metabolizmusa soran is. Az
antioxidans adaptaci6 eredményeként indukalédik
a szuperoxid anion scavenger szuperoxid diz-
mutdz (SOD), a hidrogénperoxidot bonté katalaz
(CAT), valamint a szervetlen és a szerves peroxi-
dokat bont6 glutation peroxidaz (GPx). Fontos
antioxidans molekula a glutation (GSH), amely
els6sorban a sejtmembranokat védi a lipid peroxi-
déciéval szemben és szubsztratja a GPx-nak. Az
antioxidaciés enzimek génjei redox szenzitiv transz-
kripciés faktorok segitségével aktivalédnak [7]. A
halak antioxiddns enzimeinek mitikodése jelent&s
faji eltérést mutat, és fligg attol, hogy milyen kiils
tényez§ valtja ki a szabadgyokok keletkezését [8].
Kadmiumkezelést kdvetSen a pontymaj citoplaz-
matikus frakci¢jdbol a kontrollhoz képest enyhe
SOD aktivitdsnovekedés mérhets, mig a CAT és
GPx enzimek aktivitasa 15%-kal illetve 20%-kal né.
A kontroll értékeknél 30%-kal magasabb lipidper-
oxidaci6 arra utal, hogy az antioxidans rendszer
nem nyujt teljes védelmet a sejtmembranokat
kérosité hatdsokkal szemben.
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Stresszfehérje indukcid

Az intracelluléris fémkoncentracié emelkedése és
az oxidativ stressz a fehérjemolekuldk denatura-
cidjahoz vezet. A sejtekben ez stresszfehérjék indu-
kalodasat eredményezi, melyek védik az enzime-
ket, fehérjéket a denatural6dastdl, illetve chaperon-
ként viselkedve segitik a fehérje foldingot. A hsp
gének expresszidja a stressz intenzitdsatol és a fe-
hérjeszintézis sebességétdl fiiggben autoregulalt, a
szabad hsp szint emelkedése a HSF transzkripciés
faktor aktivitdsdnak gatlasat, csokkenése pedig az
aktivalodasat okozza [9,10]. Néhany halfajban in
vivo illetve in vitro vizsgalatok kimutattak, hogy hé-
stressz hatdsara a hsp70 és hsp90 stresszfehérjék
szintje megnovekedett [11,12], azonban a nehézfé-
mek indukélta transzkripcids szintli véaltozasokrol
halakban kevés adat all rendelkezésre.

A kadmiumstresszt kovetd hsp70 és hsp90 gének
indukcidjat a pontymdjban transzkripcids szinten,
specifikus prébakkal detektaltuk. Mindkét gén
indukciéja erSsen koncentracié- és idéfiiggének
bizonyult (2. dbra). A fémkoncentracié fokozatos,
lasst emelésekor a hsp70 mRNS szint ndvekedése
a negyedik naptdl kezdédden, 2 mg/kg Cd-keze-
lést kdvetSen figyelhetd meg, és a kezelés ideje alatt
né. A hsp90 mRNS alapszintje magasabb, mint a
hsp70 transzkriptumé, s az indukcié kissé korab-
ban detektélhato.
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2. abra Kadmiumstressz dltal kivdltott hsp70 és hsp90
indukcié ponty mdjszovetben.
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Metallotionein indukcid

A metallotioneinek kis molekulatomegti, sok
ciszteint tartalmazé fémkots fehérjék, amelyek a
nehézfémek toxikus hatasaival szemben védik a
sejteket. A metallotionein gének nehézfém-regulalt
transzkripciés faktorok segitségével indukalédnak
[13], s a gének miikddését a nehézfémeken kiviil
citokinek és hormonok is szabalyozzak [14]. A kad-
mium a ponty maéjszovetben kozel haromszoros
Cd-metallotionein szintnovekedést okoz: a kontroll
mintakban mért 176 pg Ag ekv./g szévet MT kon-
centraciohoz képest a kezelt mintakban 482 pug Ag
ekv./g szovet MT szint detektalhat6 [15], és stabil
Cd-MT-komplex alakul ki.

A kadmium okozta celluldris stressz-
valasz mechanizmusa és kovetkezménye

A nehézfémek hatasédnak és eliminacidjanak els6d-
leges célpontja a gerincesek szervezetében a maj.
Az alacsony, szubletalis dézisti kadmiumkezelés a
ponty majsejtjeiben MT szintnévekedést okoz, to-
vabba oxidans hatasti szabadgyok-katalizalta lanc-
reakciokat, lipid-peroxidok illetve hidrogén-per-
oxid keletkezését inditja be. A védekezSrendszer —
a katalaz és glutation peroxidaz — a 1étrejott perox-
idoknak csak egy részét képes lebontani, s igy a
membranok integritdsanak lazuldsaval kell szamol-
nunk, s nem zdrhat6 ki a fehérjék, esetleg nuklein-
savak oxidacidja sem. A nehézfémek szabadgyok-
generald hatdsa miatt vart szignifikdns SOD aktivi-
tasnovekedés nem mérhetd. Elesztdben, mint euka-
riéta modell szervezetben Liu és Thiele [16] a réz,
illetve az oxidativ stressz hatasat vizsgéalva kimu-
tattdk, hogy a CuZn-SOD és CUP1 metallotionein
génexpresszidjat ugyanazon fém-specifikus transz-
kripciés faktor szabélyozza. Annak ellenére, hogy a
kadmium nem okozott SOD aktivitasnovekedést, a
tovabbiakban kérdés az, hogy indukalédik-e a gén,
valamint hogy a Cd okoz-e kozvetlen, in vivo gatlast.

‘ Nehézfém stressz

Metallotioneinek i
Antioxidativ enzimek ‘ Stresszfehérjék ‘

Oxidativ stressz ‘

3.abra A nehézfém stresszvilasz élesztoben: requldcios modell [16].

A kadmium a ponty majsejtjeiben a hsp70 és a
hsp90 stresszfehérje géneket indukélja. A gének
expresszidjanak szabalyzasaért felel6s HSF transz-
kripciés faktor az élesztében a Cu okozta oxidativ
stressz kovetkeztében a CUP1 metallotionein gén
expresszidjat is indukalja (3. dbra) [16]. Eml&ssejtek-
ben ezzel szemben az oxidativ stresszt el§idéz6 ké-
miai anyagok nem indukaljadk hsp70 gént, mivel
nem teszik lehet6vé a HSF kot6dését a HSE megfe-
lel§ konszenzus szekvencidihoz. Ezért emlGsokben
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valészintileg eltér6 a hésokk és a reaktiv oxigén
gyokok altal kivaltott HSF medidlt stresszvélasz
[17,18]. Hogy a halak szervezetében lejatszodo regu-
laciés folyamat az éleszts- vagy emlGssejtekéhez
all-e kozelebb, a rendelkezésre 4ll6 hidnyos adatok
alapjan nem ismert.
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