A DROGMETABOLIZMUS VIZSGALATA
A gyakorlaton in vitro kdrilmények kdzott a mikroszoma N-demetildz aktivitast fogjuk vizsgalni.
A mérés elve

A mikroszomalis elektrontranszportlanc altal katalizalt reakciok in vitro is ugyanugy mennek
végbe, mint in vivo. Az in vitro rendszer (az inkubaciés elegy) komponensei a kovetkezék: mikroszéma,
NADPH és szubsztrat, melyeket pH 7,5-re allitott pufferbe tesznek. Az elegyet 37 0C-on inkubaljuk és a
keletkezett termékek valamelyikét mérjuk.

Mikrosz6ma preparéalasa:

A mikroszomat majbdl allitjuk eld differencialcentrifugalassal. Ez azt jelenti, hogy a pufferben homogenizalt méajat
elészor 13000 g-vel centrifugaljuk, killepitve a sejtmag és mitokondrium frakciét. A fellliszoban (Un. posztmitokondrialis
frakcid) maradt mikroszédma frakciét 105 000 g-vel (ultracentrifugaban) centrifugalva dlepitjuk.

A kisérlethez a mikroszomat fenobarbitallal kezelt (indukalt) és nem kezelt (kontroll) him patkanyok majabol
preparaljuk. A maj drogmetabolizal6 rendszerét 3-4 napon keresztiil, 0,2 %-os fenobarbitél oldat itatasaval indukaljuk.

A mikroszéma preparalasa nem célja a gyakorlatnak. A gyakorlat kezdetén a preparatum rendelkezésre all ugy,

hogy fehérje tartalma mind az indukalt, mind a kontroll esetben 30 mg/ml.
Szubsztrat:

Tobb lehetséges vegytlet kozil (etiimorfin, amfetamin, anilin stb.) a gyogyszerként altalanosan
hasznalt un. hdcsokkentd-fajdalomcsillapitok csoportjaba tartoz6 amidazofent [4-(dimetilamino)-1-fenil-
2,3-dimetil-pirazolon; Aminophenazonum (Ph)] hasznaljuk, amely az alabbi reakcid szerint
demetilalédik.
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NADPH generalas:

A reakciohoz szikséges NADPH koenzimet in situ allitjuk elé a majsejt citoplazméajaban amugy
is magas aktivitdsban jelenlevé glukoz-6-P-dehidrogenaz (G-6-P-DH) segitségével, mely az alabbi
reakciot katalizalja (1. pentéz-foszfat-ciklus).

glukoz-6-P + NADP* — 6-foszfoglukonéat-5-lakton + NADPH

Ezért nem centrifugaljuk ki a mikroszomat a G-6-P-DH -t tartalmazd citoplazma frakciobol,
hanem a kett6t egyutt hasznaljuk és a NADPH-t generalo6 rendszernek csak a méasik két komponensét a
NADP-t és a glukoz-6-P-ot adjuk az inkubacios elegyhez.

Formaldehid meghatarozas elve

A keletkezett termékek kozul a formaldehid konnyen mérhetd az Un. Nash-reakcioban.

ltt két acetilaceton, egy ammonia és egy formaldehid egy kiterjedt konjugalt
kettbskotésrendszert tartalmazd molekulava (3,5-diacetil-1,4-dihidrolutidin) egyesul (1.4bra). A
keletkezett vegyulet abszorbanciajat 412 nm-en mérjuk.
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Szlikséges oldatok:

1.) 30 mg/ml-es posztmitokondrialis feltliszé (pmf);
2.) 0,3 M K-foszfat puffer pH 7,5;
3.) 1 mM NADP;
4)0,1 M G-6-P-Na;
5.) 0,1 M amidazofen;
6.) 1,0 M MgClo;

7.) 50% TCA,

8.) 1,5 M ecetsav;

9.)

2 M ammoniumacetat;



10.) acetilaceton;
11.) 1,32 mM formaldehid;

A gyakorlat kivitelezése
A gyors és kényelmes munka érdekében az alabbi két elegyet készen kapjak.
1./ 2-szer tomény reakcidkeverék: (2x mix) :
50 mM K-foszfat puffer pH 7,5, 1mM NADP, 10 mM G-6-P-Na, 20 mM MgClo
2./ Nash-reagens: 995 ml amméniumacetat; 3 ml ecetsav; 2ml acetilaceton.
Két, 6 db Eppendorf-centrifugacsébél allé sorozatot megszamozunk gy, hogy a két sorozatot
egymastél eltérd jelzéssel (indukalt és kontroll) is ellatjuk. Mindegyik csébe 0,1 ml 50%-0s TCA-t

teszlnk.

Ezutan mérjuk 0ssze 2 Erlenmeyer-lombikba az inkubacios elegyeket:

K-foszfat puffer 2,65 ml
2-szer tomény reakciokeverék 3,50 ml
pmf kontroll ill. indukalt 0,50 ml

A két rendszer annyiban kilonbozik, hogy az egyikbe kontroll, a masikba indukalt patkanybdl szarmazo
pmf-t teszlink. Ezutdn mindkét lombikot 37 ©C-on 3 percig elSinkubaljuk. Ez alatt az elegyek felveszik
az inkubacioé hémérsekletét és kialakul a szikséges NADPH koncentracio is.

Inkubécio

A tényleges inkubaciét ezutan indituk 0,35 ml 0,1 M-os amidazofen hozzaadasaval. Az
inkubaciét a kontroll és indukalt pmf-t tartalmazd lombikban parhuzamosan végezzik. Az a
legcélszeribb, ha a masodiknak valasztott lombikban egy perccel késébb inditjuk a tényleges
inkubaciot, mint az els6ben (azaz 1 perccel késébb adjuk hozza az amidazofent), mert igy a két
lombikkal torténé parhuzamos munka ellenére is kényelmesen tartani tudjuk a mintavételezési
idépontokat.

Az inkubacio soran a lombikokat idénként megrazzuk (vagy a vizflurdében razatjuk), hogy ezzel
biztositsuk a benntk folyd monooxigenaz reakciok Oy igényét.

A lombikokbdl a kdvetkezd idbépontokban, a 0.; 2,5.; 5.; 10.; 15. és 20. percben 1 ml-es mintakat
veszunk.

Ledllitas



A levett mintdkat a mar elkészitett 0,1 ml-nyi 50%-0s TCA-hoz pipettazzuk, ami a fehérjék
kicsapasaval azonnal leéllitia a reakcit. Ugyeljiink arra, hogy a levett mintakat az Eppendorf-cséveket
lezérva azonnal razzuk éssze a TCA-val.

Ve

1. Kalibracios sorozat készitése

Szamozott kémcsovekbe az 1,32 mM-os formaldehid oldatbél a kovetkezéket mérjlik:

0; 20; 40; 60; 80 és 100 Hiba! A hivatkozasi forras nem talalhaté.l. Ezutan ezeket
K-foszfat pufferrel 1,00 ml-re kiegészitjuk.

2. A mintak formaldehid koncentracidjanak meghatarozasa

A lezart Eppendorf-centrifugacsében levé, TCA-val kicsapott mintakat Eppendorf-centrifugaban
lecentrifugaljuk (10 000 rpm, 2-3 perc), majd a felliluszokat (1-1 ml) megjeldlt kémcsdvekbe pipettazzuk.

Végul mind a kisérleti mintakhoz, mind a kalibraciés sorozatot tartalmazé csévekhez 2-2 ml
Nash-reagenst mériink, majd 60 ©C-os vizflirdobe tessziik 6ket. 15 perc inkubalas utan a keletkezett
sarga szin fényelnyelését 412 nm-en mérjik.

A kisérleti mintaknal a nulla perceseket, mig a formaldehid kalibraciés sorozatnal a
formaldehidet nem tartalmazo csdvet hasznaljuk vakként. (Az oldatok sarga szine tobb dran at stabil.)

Kiértékelés

A kalibracios sorozat abszorbanciainak segitségével kalibracios gorbét keészitiink, majd ennek
A kapott értékeket az id6 fuggvényében abrazoljuk. Az indukcié hatasara a mikroszdma amidazofent
demetilalo aktivitasa jelentésen novekedett.



