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Biokemia

Ah-reseptori ja vierasaineiden sen välityksellä aktivoimat geenit
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Aryylihiilivetyreseptori (AhR) on liukoinen solun sisäinen proteiini. Tasomaisten
aromaattisten hiilivetyjen sitoutuminen reseptoriin aktivoi sen signaalia välittäväksi
transkriptiotekijåksi ja se välittää monia näiden elimistölle vieraiden aineiden
biokemiallisista ja myrkyllisistä vaikutuksista. Ligandia sitova AhR aktivoi lukuisia
vierasainemetaboliaan osallistuvien entsyymien geenejä sekä solujen kasvuun ja
erilaistumiseen vaikuttavia geenejä. Näitä kutsutaan Ah-geenipatteriksi.
Ah-geenipatteriin kuuluvat sytokromi P-450-entsyymit CYP1A1 ja CYP1A2
katalysoivat vierasainemetabolian I vaiheen reaktioita. Niiden on havaittu
ilmentyvän maksassa aluespesifisestija niiden induktion ß-naftoflavonilla (BNF) tai
3-metyylikolantreenilla (MC) tapahtuvan aluespesifisesti ja pretranslaatiotasolla.
Glutationitransferaasit (GST) kuuluvat myös Ah-geenipatteriín. Ne vastaavat
osittain sytokromi P450-entsyymien katalyysissä muodostuneiden reaktiivisten
vålituotteiden detoksikaatiosta.
Erikoistyön tavoitteena oli tutkia GST-isoentsyymien Ya1 ja Ya2 aluespesifistä
induktiota BNF:lla tai MC:lla altistettujen rottien maksassa. Altistettujen sekä
kontrollirottien maksan periportaali- ja perivenoosisolut hajotettiin ja aluespesifiset
eluaatit keråttiin maksasta kaksoisdigitoniinipulssitekniikalla. Eluaattien
sisältämien GSTYaI ja GSWa2 mRNA:n semikvantitatiivista määritystä varten
sisäänajettiin menetelmä, jossa mRNA:n käänteiskopiointiin yhdistetyllä PCR-
menetelmällä monistettiin GSTYaI:lle ja GSTYa2:lle spesifistä cDNA:ta ja
monistustuotteiden suhteellÍsia määriä kvantitoitiin korkean erotuskyvyn
nestekromatografialla. Tavoitteena oli myös selvittäå aluespesifinen GST-
kokonaisaktiivisuus käyttäen 1-kloro-Z,4-dinitrobentseeniä substraattina sekä
GSTYa-proteiinimäärä Western Blot- tekniikalla.
Perivenoosi/periportaali (pv/pp)-suhteita verrattaessa vältetään yksilötason
suhteellisen ilmentymisen aiheuttaman hajonnan vaikutus tuloksiin. MC-
indusoitujen rottien sekä GST-aktiivisuuden että GSTYa:n pv/pp-suhde ei eronnut
merkitsevästi kontrollieläimistä, mutta BNF-indusoiduissa rotissa GST-
aktiivisuuden pv/pp-suhde oli merkitsevästi pienempi kuin kontrollirotissa ja
GSTYa:n pv/pp-suhde poikkesi merkitsevästi sekä kontrolleista että MC-
indusoiduista rotista.
GSTYaI mRNA:n kohdalla ei nähdä merkitseviä eroja BNF:n ja MC:n
vaikutuksessa verrattuna kontrolleihin, mutta indusorien vaikutuksen keskinäinen
ero GSTYaI mRNA:n perivenoosi/periportaali (pv/pp)-suhteessa oli merkitsevä.
MC- ja BNF-indusoitujen rottien GSTYa2 mRNA-måärät sen sijaan ovat
merkitsevästi korkeammat sekä periportaali- että perivenoosialueella kuin
kontrollirotilla. Samoin MC- ja BNF-indusoitujen rottien GSTYa2 mRNA:n määrän
pv/pp-suhteet poikkesivat merkitsevästi kontrolleista, mutta niiden keskinäinen ero
ei ollut merkitsevä. GSTYaI:lla ja Ya2lla on ilmeisesti säätelytekijöitä, jotka
säätelevät geenien hieman erilaista indusorispesifistä alueellista ilmentymistä
maksassa.


