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‘I have yet to see any problem, however complicated,
which, when you looked at in the right way, did not
become still more complicated.’

(Paul Anderson, New Scientist, 1969)



TARTALOM

1. BEVEZETES
2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A citokrom P450 enzimek szerkezete
2.2. A citokrom P450 enzimaktivitas biokémiai mechanizmusa
2.3. A citokrom P450 enzimek indukcioja

2.3.1. “MC-tipusta” indukci6 (CYP1A)

2.3.2. “PB-tipusa” indukci6é (CYP2B)

2.3.3. “Etanol tipust” indukcié (CYP2E1)

2.3.4. “PCN / glukokortikoid tipusd” indukcié (CYP3A)

2.4. Az indukci6 néhany gyakorlati vonatkozasa

3. CELKITUZESEK
4. ANYAGOK és VIZSGALATI MODSZEREK

4.1. Vegyszerek
4.2. Az allatok kezelése
4.3. Mikroszéma preparalas
4.4. Specifikus citokrom P450 enzimreakciok
4.5. p-Nitrofenol hidroxilaz aktivitas gatlasa
4.5.1. Szénmonoxiddal
4.5.2. Kémiai gatldszerrel: 3-amino-1,2,4-triazollal
4.5.3. Specifikus ellenanyaggal
4.6. Statisztikai analizis
4.7. A mikroszoma preparatumok poliakrilamid gélelektroforézise

4.8. A mikroszoma preparatumok Western blot analizise

10
12
15
17
19
21
25
28
30
30
30
33
34
36
36
36
37
37
37
38



5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK
5.1. A fenobarbital + dexametazon kezelés okozta citokrom P450
enzimaktivitas valtozasok
5.2. A fenobarbital + dexametazonnal indukalhaté p-nitrofenol
* hidroxilaz enzim tulajdonsagainak meghatirozasa
5.2.1. Az enzim aktivitdsanak gétlasa szénmonoxiddal
5.2.2. Az enzim elektroforetikus tulajdonsagainak és molekula-
tomegének meghatarozasa
5.2.3. A CYP2E]1 specifikus aktivitdsainak meghatarozasa
5.2.4. p-Nitrofenol hidroxilaz aktivitas gatlasa
3-amino-1,2,4-triazollal
5.2.5. p-Nitrofenol hidroxilaz aktivitas gatlasa
anti CYP2E1 IgG-vel
5.2.6. Western blot analizis
5.3. Az indukci6é mechanizmusanak tanulmanyozasa
5.4. Fenobarbitil + dexametazon kezelés hatasa néstény patkanyok
maj mikroszomalis aktivitasara
5.5. Egyéb CYP3A induktorokkal végzett kettds indukcids vizsgalatok
5.5.1. Flumecinol (Zixoryn®) + dexametazon hatasara bekévetkezd
indukcio
5.6. Osszegzés
5.7. Summary
6. IRODALOMJEGYZEK

40

40

48
48

50
54

57

59
61
63

65

70
76
78
80



Alkalmazott roviditések:
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PB
PCN
DXM
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ZX
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1. BEVEZETES

Az é16 szervezetekbe nap mint nap szamtalan, kémiai szerkezetét tekintve igen
eltér6 vegyiilet keriilhet. Az egyed talélése, valamint az evolicio szempontjabol
létfontossagu az idegen anyagok - xenobiotikumok - lebontasa és eltavolitasa,
amely a kornyezethez val6 alkalmazkodas egyik jelentés osszetev6je. Minden
él6lényben kifejlédott olyan biokémiai mechanizmus, amely védelmet jelenthet a

szervezetbe juté kémiai anyagok karos hatasaval szemben.

A citokrom P450 enzimeknek kozponti jelentésége van a xenobiotikumokra adott
valaszreakcid kialakulasaban, mivel ezeket a féként apoldros vegyiileteket
(gyogyszereket, névényvéddszereket, tartositoszereket, karos kdrnyezeti anyagokat)
oxidaljak, polarosabba alakitjak, igy azok kdzvetleniil vagy konjugacios folyamatok
utdn kitirithetévé valnak [1]. Az egyes citokrom P450 enzimek jelenlétét,
mennyiségi megoszlasat, aktivitidsat a genetikai hattér mellett tobb tényezd is
befolyasolja (hormonalis 4allapot, dohanyzas, alkohol fogyasztds, taplalék
osszetétele, betegségek, gyogyszeres kezelés, vagy éppen a kornyezeti artalmak),
amelyek relativ szerepe a citokrom P450 enzimek illetve gének szabélyozasaban

meghatirozza a méregtelenitd folyamat kimenetelét.

Az utdbbi évek citokrom P450 kutatasanak jelentSs hanyada az emlitett tényezSk
hatasara létrejové szabalyozé mechanizmusok feltdrasara irdnyul. A biokémiai és
molekularis bioié‘giai technikak fejlédése lehetévé tette szamos citokrom P450

enzimfehérje illetve gén szerkezetének meghatarozasat, valamint a szabalyozas



mechanizmusanak jobb megértését. A doktori értekezés alapjaul szolgélé munka
ezekhez a kutatdsokhoz kivan csatlakozni, vizsgilva a gyégyszer-lebontasban
(metabolizmusban) szerepet jatszé citokrom P450 enzimek indukcidjat két induktor

vegyiilet egytittes alkalmazasa esetén.



2. IRODALMI ATTEKINTES

A citokrém P450 monooxigenazok katalitikusan talan a legsokoldalubb enzimek,
amelyek az Osszes eddig tanulméanyozott A4llat-, névény-, gomba- illetve
baktériumfajban kimutathatok [2]. EmlGsokben legnagyobb mennyiségben a
majban fordulnak elS, de egyéb szervekben: a tiidében, a mellékvesében, a
vékonybélben, a bérben és az agyban is jelen vannak [3, 4]. Az eukariéta citokrém
P450 rendszer a sejtben az endoplazmas retikulum, a sejtmag és a mitokondrium

membranjaban talalhato [5, 6].

2.1. A citokrom P450 enzimek szerkezete

A citokrom P450 elnevezés abbdl adodik, hogy a redukalt dllapotd hem-tartalmu
enzim szénmonoxiddal képzett komplexe 450 nm-nél abszorpciés maximumot
mutat [7, 8]. A vas(II)-karbonil komplex emlitett spektralis sajatsaga eltér a tipikus
hem-tartalma fehérjéktdl (pl. mioglobin), mert a citokrom P450 enzim aktiv helyét
képvisel§ vas-protoporfirin-IX gyirit a hisztidin nmitrogénje helyett egy cisztein kén

atomja kapcsolja a fehérjéhez [9].

A citokrom P450 enzimfehérjék molekulatomegét az elektroforézis vizsgalatok
alapjan 50.000-60.000 daltonra becsiilik. Tobb, mint 160 enzim primer szerkezete
ismert, az aminosav analizis szerint 490-560 aminosav alkotja a citokrém P450

proteineket [10, 11]). Az Osszehasonlité vizsgalatok alapjan a citokrom P450



polipeptidek els6dleges szerkezete homoldgiat mutat, amely harom jol
meghatarozott helyre koncentralodik (152. cisztein, 390. aminosav, 436. cisztein
korili régiok). Ezek a helyek fontos szerkezeti vagy katalitikus szerepet jatszanak
az enzim természetes allapotaban; példaul a NADPH-citokrom-P450-reduktaz
illetve a citokrom bs, vagy az aktiv centrumban 1év6 hem kotésében vesznek részt
[12]. Az enzim aktiv helye korili peptid rész vizsgalata azt mutatta, hogy a hem
kotésében potencialisan résztvevd ciszteinek (152., 180. és 436.) koziil a 152. és a
436. aminosav korili régié szinte minden fajnal valtozatlanul meg6rz6dott,
feltehetGen ez a terilet jatszik szerepet a hem kotésében. A cisztein-moédosito
vizsgalatok kizartdk a 152. cisztein ilyen feltételezett tulajdonsagat; ez a funkcio a
436. ciszteinnek tulajdonithatd [13], amit Poulos és munkatarsainak rontgen
krisztallografias vizsgalatai egyértelmlien igazoltak [14, 15] (az adatok nyul

CYP2B1-re vonatkoznak).

A citokrom P450 enzim membranba van agyazva (kivéve a bakteridlis citokrom
P450-t). Az N-termindlis végen taldlhaté hidrofob rész minden mikroszomalis
citokrom P450 enzimnél szabadon van, ez a membranba épiilés szignalpeptidje,
amely nem hasitodott le az “érési folyamat” sordn a preproteinrél. Ezt koveti egy
bazikus aminosavakbdl allo transzfer szignal. A kett§ egyiitt alkotja a membranhoz
régzitG fehérjerészt. A 35-120 régié (Rossmann domain) valészinileg a NADPH-
citokrom-P450-reduktazhoz valé kapcsolddasban vesz részt; a polipeptidlanc
k6zépsé6 szakasza (200-300. aminosavig) a szubsztrat kétését végzi; mig a 287-307

és a 435-466 helikalis peptid szakaszok szendvics-szeriien kozrefogjak az enzim
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aktiv helyén 1évé hemet. Az enzim C-terminalis végén 1évé lancszakasz, amely az

aktiv helyet is tartalmazza, a citoszolba nyulik [16-18].

2.2 A citokrom P450 enzimaktivitas biokémiai mechanizmusa

A citokrom P450 enzimek altal katalizalt killonb6z6 szubsztrat-atalakitoé folyamatok
két alapfunkciora vezetheték vissza. Valodi citokromként elektrontranszportot
katalizalnak, valamint monooxigenazként az elektrontranszporthoz kapcsolédva

oxigénaktivalast végeznek [19].

A citokrom P450 enzim az elektrontranszportot létrehoz6 redukalé enzimekkel
(NADPH-citokrom-P450-reduktaz, = NADH-citokrom  bs-reduktaz)  egyiitt
multienzim komplexet alkot. Miikédéséhez molekularis oxigénre és NADPH-ra van
szitkség [20]. Az enzim aktiv helyén 1évé protoporfirin-IX gytriben a vas 6tos
vagy hatos koordinacioju. Négy koordinacios helyet a planaris porfirin gyiri négy
nitrogénje foglalja le; 6todik ligandja a 436. cisztein aminosav tiolat anionja; mig a
hatodik koordinacios helyre tobb ligand is széba johet: H,O, O,, CO, cianid. A
hidrofob szubsztrat a hem kozelében kotSdik a fehérjéhez. A szubsztrat megkotése
utan az enzim aktiv helyén 1évé Fe(III) konnyen redukaldédik. A redukcidhoz
sziikséges elektronok a NADPH-r61 a NADPH-citokrom-P450-reduktazon keresztiil
jutnak el a citokrom P450-re. A vas(II)-iont tartalfnazé, szubsztratot kotott enzim
aerob kériilmények ko6zott gyorsan és reverzibilisen O, molekulat kot a kozponti

vas(II)-ionhoz. A keletkez6 komplex nagy elektronaffinitisa miatt redukcioval
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stabilizalodik, ajabb elektront vesz fel. A redukalast kétféle enzim végezheti. Egyik
a mar emlitett NADPH-citokrom-P450-reduktaz, a masik a NADH-citokréom bs-
| reduktaz. A létrejott komplex O-O kotése felhasad, egy molekula viz kilépése
mellett aktiv intermedier [P450(FeO)*] jon létre, amely elvégzi a szubsztrat

oxidéacidjat. Végiil az oxidalt termék ledisszocial az enzimrél [2, 21-23] (1. abra).
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Az 1. abrén lathaté mellékat szerint a citokrém P450 enzim NADPH és 0,
hidnyéban is képes szubsztrat-oxidacios folyamatokat katalizalni - ugyanis az O,-t

peroxidok helyettesithetik [24].

A citokrom P450 monooxigenazok szamos kémiai reakciot képesek katalizalni:
hidroxilezést; N-, S- és O-dealkilezést; azocsoport, epoxidok és N-oxidok
redukcigjat. A szubsztrat atalakité folyamatok kozds vondsa, hogy a felhasznalt
molekularis oxigénnek csak egyik atomja iép be a szubsztratba, mig a masik oxigén
a kiséré reakcidval vizzé alakul [25]. A mikroszémalis citokréom P450 enzimek
széles és atfedd szubsztrat specifitassal rendelkeznek, nem specifikus enzimeknek
tekinthet6k, kilonb6z6 mértekben képesek megkdtni és oxidalni szamtalan
vegylletet. A  szervezetbe jutott idegen vegyﬁleték (xenobiotikumok)
szerepet. Néhdny esetben az idegen anyag atalakitisa soran toxikusabb, esetleg

karcinogén vagy mutagén termék johet létre [26].

2.3. A citokrom P450 enzimek indukcidja

Mar az 1960-as években felismerték azt a tényt, hogy a citokrom P450 enzimek
mennyisége és katalitikus aktivitdsa egyes xenobiotikumok (induktor vegyiiletek)
hatdsara megnoévekszik [27]. A kilonbozé induktor-vegyiilet csoportok illetve az
altaluk indukalt citokrom P450 enzimek alapjan az I. tdblazatban 1év§ kategoériak

allithatok fel [28]. Nebert és munkatarsai altal javasolt nevezéktan szerint a CYP a
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‘cytochrome P450’ roviditésébdl szarmazik, ezt kdvetd arab szam a géncsaladot, a
betli az alcsaladot és egy ujabb arab szam magat a gént jeloli. Két citokrom P450
enzim azonos géncsaladba sorolhatd, ha aminosav szekvencidjuk 40%-nal nagyobb
hasonlésagot mutat. Az eddig ismert alcsaladok tagjai nem szegregdlodd gének,
ugyanazon kromoszoman belil egy gén csoportba (‘gene cluster’) tartoznak. Ha
egy Ujonnan meghatarozott citokrom P450 enzim csak néhany aminosavban

kiilonbozik a csoport barmelyik tagjatdl (az eltérés <3%), azonos elnevezést kap.

Az 1. tablazat tartalmazza az egyes citokrom P450 enzimek “specifikus” reakcidit,
amelyek egyszeriségiiknél és gyorsasaguknal fogva jo6l alkalmazhaték az
enzimaktivitdsok meghatarozasara. Meg kell jegyezni, hogy nem minden citokrom
P450 enzim indukalhaté. Példaul a CYP2C vagy a CYP2D nem mutat
indukalhatosagot egyetlen ismert induktor vegyiilet hatasara sem [29]. A CYP2
géncsaladnak csak két tagja indukalhat6: a fenobarbital (CYP2B) illetve az etanol
(CYP2E1) altal indukalt enzimek; mig tovabbi 15 tagja nem mutatja ezt a
sajatsagot. A szteroid-bioszintézisben résztvev§ citokrom P450 enzimek sem adnak
indukciés valaszt a kiilonb6z6 induktor xenobiotikumokra, mégha endogén

anyagok képesek is az adott enzimet indukalni [30].

A legtobb induktor szubsztratja is annak a citokrom P450 enzimnek, amelyet
indukal, ezaltal sajat metabolizmusat is fokozza. Ezenkiviil szamos vegyiilet, amely
a citokrom P450 enzimek induktora, hasonld hatast fejt ki a konjugacids enzimekre

is (UDP-glukuronil-transzferaz [31], glutation-S-transzferaz [32]).
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I. tdbldzat: Az indukalhato citokrom P450 enzimek f6bb csoportjai [28]

Citokréom P450 enzim
gén nomenklatira
Nebert [28] szerint

Jellemz6
induktor vegytiletek

Indukalt
specifikus
enzimaktivitas

CYP1Al
CYP1A2

CYP2B1
CYP2B2

CYP2E1

CYP3Al
CYP3A2

Policiklusos aromas vegyiiletek
(“MC-tipus™)

3-metilkolantrén (MC)
B-naftoflavon
2,3,7,8-tetraklorodibenzodioxin

"PB-tipus"
fenobarbital (PB)
flumecinol (Zixoryn®)
fenitoin

“Etanol-tipus”
etanol
isoniazid
aceton

pirazol
imidazol

“PCN / glukokortikoid tipus”
dexametazon
spironolakton

pregnenolon 16a-karbonitril (PCN)

fenobarbital
flumecinol (Zixoryn®)

7-etoxi-resorufin O-dealkilaz
7-etoxi-kumarin O-dealkiliz

7-pentoxi-resorufin
O-dealkilaz

anilin hidroxilaz

p-nitrofenol hidroxilaz

nitrozo-dimetilamin
N-demetilaz

etilmorfin N-demetilaz
aminopirin N-demetilaz
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2.3.1. “MC-tipusu” indukcio (CYP1A)

Az indukcidt szabalyz6 mechanizmusok kéziil a CYP1A1 gén regulacioja ismert
leginkabb. Induktor vegyiiletei: policiklusos aromas szénhidrogének (pl. 3-
metilkolantrén [MC], ﬁ-naftc;ﬂavon), valamint halogénezett aromas szénhidrogének
(pl. 2,3,7,8-tetraklorodibenzodioxin). Az "MC-tipusﬁ" induktorok optimalis
molekularis sajatsagai: a lipidoldékonysag, a planaris szerkezet, az azonos
molekulaméret (3AX10A vagy 7AX14A) valamint a megfeleld téltéseloszlas [33].
A CYPI1A indukcio jol nyomon kdvetheté a 7-etoxi-resorufin O-dealkilaz [34],
valamint a 7-etoxi-kumarin O-dealkildz aktivitas [35] meghatirozasaval, az "MC-

tipust" vegytiletek altal indukalt citokrom P450 enzimek specifikus reakcidival.

Az induktor vegyiilet passziv transzport utjan bejut a sejtbe, majd specifikusan
ko6tédik a sejt Ah-receptordhoz, amely az Ah I6kusz génterméke [36]. A vegyiilet
indukalé képessége aranyos az Ah-receptorhoz valé kot6dés erGsségével.
Alapallapotban az Ah-receptor a hsp90 (‘heat shock protein’) fehérjével komplexet
képez a citoszolban, amely az induktor vegyiilet kotédésekor felbomlik, a hsp90
ledisszocial, mig az induktor molekula az Ah-receptorral képez komplexet [37]. A
kialakult komplex bejut a sejtmagba, ahol a CYP1A1 gén atirédasat stimulalja [38].
Az atirodast a kovetkezd regulator DNS-szakaszok szabalyozzak:

1. transzkripciés promoter régié (‘basal transcription element’ - BTE), amely
kozvetleniil a CYP1A1 struktirgén transzkripcios start helye mellett helyezkedik el

S' irdnyban;
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2. egy inhibitor komponens, a promotertdl néhény széz bazispar tavolsagra (5'
irinyban), amely gatolja a promoter funkciét, amennyiben hozzakotédik egy
represszor fehérje, - ugyanis a transzkripcié bizonyos esetekben gatlas ala kerilhet,
ami egy temporalis (idészakos) gén mikodésének _eredménye. Mais szoval a
sziikséges ligand-receptor komplex jelenlétében az adott citokrom P450 enzim
termelGdése csak egy meghatarozott fejlédési stadiumban torténhet, amikor is a
promoter hely mikédését nem gatolja a temporélis gén terméke;

3. stimulator régidk (‘xenobiotic responsive elements’ - XRE), a promoter
régiotol kb. 500-3500 bazispar tavolsagban, amelyek receptor-fliggé mechanizmus
.szerint aktivaljak az atirédast. Az induktor-Ah-receptor komplex kézvetlenil ide

kotédik [39].

Az induktor-receptor komplex stimuldtor régidhoz valé koétédése a DNS
meghajlasat eredményezi, ezaltal Nebert feltételezése szerint mintegy 1000
bazisparnyi DNS szakasz hurkolédik ki ("loop-out" modell) [40]. A hurok
létrejottében fehérje természeti transz-faktor(ok) kozremiikodését feltételezik,
amely(ek) csak az induktor-Ah-receptor komplex jelenlétében hozzdk létre a
stimulator illetve a promoter régié kozti kapcsolatot. Elferink és Whitlock [41]
szerint az induktor-receptor DNS-hez valé kapcsolddasa a DNS torzulasat
eredményezi, amelynek hatasdra a kromatin mas transzkripcids aktivatorok szamara
konnyebben hozzaférhetévé valik. A  struktirgénekr§l torténé  atirodas
eredményeként a sejtben megnovekszik a CYP1A1 mRNS, valamint a fokozott de

novo fehérje-szintézis eredményeként a CYP1A1 enzim mennyisége [42].
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Ellentétben a CYP1A1 enzimmel, a CYP1A2 szabalyzasarél viszonylag keveset
tudunk. Ez utdbbi citokrom P450 enzimet is policiklusos aromés vegyiiletek
indukaljdk illetve az izoszafrol, amely a CYPlAl-re teljesen hatéstalan.
Laboratoriumi allatokat “MC-tipus” induktorral kezelve a majon kiviil a tiid6ben,
a bérben vagy a vesében is megfigyelhet6 a CYP1A1 indukcidja, mig a CYP1A2
receptornak van szerepe, bar a tovabbi ismeretek hianyosak. Tény azonban, hogy
20-40-szeres CYP1A2 mRNS szint emelkedést tapasztaltak a sejttenyészet- és
allatkisérletek soran, amely egyrészt a transzkripcié fokozodasanak, masrészt a
poszt-transzkripciés folyamatoknak (a mRNS sejtmagbdl torténd transzportjat
illetve a2 mRNS stabilitdsat novel6 mechanizmusoknak) készénhets. Ugy tiinik,
hogy az Ah-receptornak ezen poszt-transzkripcioés folyamatokban is szerepe van

[43].

2.3.2. “PB-tipusu’” indukcio (CYP2B)

"PB-tipusi" vegyiiletekkel (pl. fenobarbitdl [PB] és mas barbituratok, valamint
fenitoin, DDT, flumecinol [Zixoryn®]) torténé indukcié soran a ma4jstly, az
endoplazmas retikulum, valamint az Ossz citokrom P450-mennyiség szignifikansan
né [27]. Az indukcid, hasonldéan az "MC-tipusi" indukcidhoz, a CYP2B1 és a
CYP2B2 gének transzkripcijat illetve ennek eredményekent de novo protein
szintézist jelent [44, 45]. Emellett van egy olyan feltevés is, hogy a "PB-tipusa"”

induktorok a mRNS sejtmagbdl valé kijutasat segitik el, ami szintén a CYP2B
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mRNS szintjét emeli [46]. "PB-tipusi” induktor vegyiiletek hatdsdra a CYP2B1 és a
CYP2B2 enzimek mennyisége ndvekszik, amely a 7-pentoxi-resorufin O-dealkilaz
aktivitas gyors, szenzitiv és rendkiviil specifikus névekedésével nyomon kévethetd
[34], azonban az indukalhatdsag eltéré az egyes szervekben. Kezeletlen allatokban
a CYP2B2 mennyisége igen alacsony, a CYP2B1 pedig alig mérheté. Fenobarbital-
kezelés hatasara a CYP2B1 mRNS mennyisége megemelkedik a m4jban, mig a
tiidében konstitutiv médon nyilvanul csak meg. Ugyszintén a CYP2B2 a majban
indukalhato fenobarbitdllal, azonban a vékonybélben konstitutiv, a tiidGben pedig

egyaltalan nem fejezddik ki [47].

A fenobarbital okozta indukcié molekuldris mechanizmusara vonatkozé ismeretek
eléggé bizonytalanok. A kezdeti felismer§ szakaszra vonatkozd informacidk
egyenldre hipotézis szinten 1éteznek. Feltételezhetd, hogy van egy receptor, amely a
"PB-tipus" induktorokat felismeri, azonban ennek igazolasit tobb tényezd is
neheziti. A "PB-tipusi" induktor vegyiiletek nagy szerkezetbeli valtozatossagot
mutatnak, ezért ha létezik is receptor, az induktorral val6 kapcsoiddasa nagyon laza,
vagy maga a receptor meglehetSsen flexibilis [48]. Van olyan elképzelés, miszerint
a fenobarbitdl-indukcié nem igényel receptort. A fenobarbitdl kapcsolodik a
citokrom P450 enzimhez, ezaltal gatolja eg$' endogén CYP2B induktor
metabolizmusét, vagy esetleg egy CYP2B represszor prekurzor metabolikus
aktivalasat, bar ezek a folyamatok viszonylag lasst indukciot feltételeznek, ami

ellentmondasban van a kisérleti tapasztalatokkal [49].
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Mindemellett a CYP2B gének hormondlis szabalyozas alatt allnak. Hipofizis-irtott
patkanyokban a maj CYP2B1 és CYP2B2 szintje jelentSsen emelkedett mind a
him, mind a ndstény allatokban. Amennyiben ezek az allatok ndvekedési hormont
kaptak, a CYP2B enzimek szintje csokkent {50]. Az agyalapi mirigy, illetve a
névekedési hormon szabalyozo hatdsa mas citokrom P450 enzimeknél is

megfigyelhetd, bar a molekularis mechanizmus még nem ismert.

2.3.3. “Etanol-tipusu "indukcio (CYP2EI)

A kroénikus etanol kezelés fokozza szamos kisméretd, hidrofob vegyiilet (anilin,
p-nitrofenol, nitrozaminok, szerves oldoszerek, alifas alkoholok) metabolizmusat és
az etanol oxidacidjat. Mar egyszeri kezelés is megndvelheti az etanol
mikroszomalis lebomlasat [S1-54]. Az etanol indukalta citokrom P450 a CYP2EI
gén terméke, és bar a CYP2 géncsalad tagja, a CYP2E1-t nem képesek indukalni
"PB-tipusi” vegyliletek. Induktorként tartjdk szamon még az isoniazidot, az

imidazolt, az acetont és a pirazoit [55-57].

A CYP2E1 gén magzati korban inaktiv, sziletéskor aktivalodik. A génaktivacio
mechanizmusa még nincs teljesen felderitve, az azonban ismert, hogy a
transzkripcié a gén 5' végén talalhato citozin bazisok demetilezése utan kovetkezik
be. A gén kozéps6 szakaszan taldlhaté citozin bazisok csak késébb demetilalodnak,
ez azonban nem befolyésolja a gén-atirédas sebességét [58]. A CYP2E1 indukcidja

tobbféle mechanizmus szerint zajlik. A transzkripcié fokozddasa azonban nem
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tartozik az elsGdleges indukcios folyamatok kozé; a poszt-transzkripcios
mechanizmusoknak jut f6 szerep. Etanol vagy aceton hatdsira a CYP2E1 fehérje
3-6-szoros emelkedése mellett a CYP2E1 mRNS sziﬁtje nem nodvekedett [59],
aminek az az oka, hogy a CYP2E1 specifikus szubsztratjai védelmet nyajtanak az
cAMP-fiiggdé foszforilaciojat gatolja a hozzakotddott specifikus szubsztrat [61].
Amennyiben a szubsztrat nincs jelen, a cAMP-fiiggé protein kindz foszforildlja az
enzimet, igy az elvesziti hem csoportjat, denaturalodik és gyorsan lebomlik [62]. A
szubsztrat hatasara a CYP2E1 enzim szintézis:degradacié arany eltoldédik [63]. A
amit az etanol vagy az imidazol (a CYP2El szubsztratjai) kivédenek. Insulin
hatasara ellentétes irdnyd hatds mutatkozik, csokken a CYP2E] foszforilacio-fiigg
lebomladsa. Az endogén - hormonalis, - valamint az exogén - xenobioWok
okozta - hatdsok egyiittesen szabalyozzak a sejtben a CYP2EI enzim szintjét [61,

64].

Bar a citokrom P450 enzimek indukcidjat az idegen vegyiiletek hatasara toérténd
gyors és adaptiv valaszreakcionak konyvelik el, a CYP2E1-indukcid j6 példa arra,
hogy a szervezet bels6 allapotdnak megvaltozéséra is képes a rendszer valaszolni.
Ehezés hatisira megné a nitrozodimetilamin N-demetildz aktivitds, amely a
CYP2E1 indukcidjara vezethetd vissza [65]. Az éhezés 3-4-szeresére emeli a
CYP2E1 gén aktivitasat a sejtmagban, amely a transzkripcié fokozddasat jelenti.

Az éhezés indukcids hatasat az etanol tovabb néveli [66, 67].
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Diabetes esetén fokozodik a mikroszémalis anilin-hidroxilaz illetve a
nitrozodimetilamin N-demetilaz aktivitas, emelkedik a CYP2E] tartalom és ezzel
parhuzamosan a plazma B-hidroxibutirat szintje is ndvekszik. A diabetes okozta
megnovekedett keton szint stimuldlja a CYP2E1 indukcidjat [68], ami szintén
adaptiv valasznak tekinthet6, mivel a CYP2E1 hatékonyan részt vesz a ketonok
lebontasaban. Patkanyokban mesterségesen elGidézett diabetes esetén a CYP2EI
mRNS mennyisége 10-szeresére emelkedett; ez azonban nem a transzkripciod
fokozodasanak eredménye, valdszintileg a CYP2E1 mRNS stabilizalasarol van sz6

[69].

Osszegezve, a CYP2E!l indukcidja az enzimfehérje és a mRNS stabilizalasat
jelenti, mig a transzkripcié fokozodasa nem jelentSs, sziiletéskor valamint éhezés

hataséra kovetkezik be [70].

2.3.4. “PCN / glukokortikoid-tipusu” indukcio (CYP3A)

A CYP3A enzimeket indukalé vegyiletek kozé szintetikus szteroidok (pl.
pregnenolon-16a-karbonitril [PCN], spironolakton), endogén és szintetikus
glukokortikoidok  (pl. dexametazon), fenobarbital-tipusi vegyiiletek (pl.
fenobarbital, fenitoin, flumecinol [Zixoryn®]), makrolid antibiotikumok (pl.
erythromycin, rifampicin) és gomba ellenes szerek (ketokonazol, klotrimazol)
tartoznak [71-74]. Az induktorok valtozatos kémiai természetéb6l addéddéan a

CYP3A regulacidja is meglehetdsen komplex. Az indukciés folyamatok soran a
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megnovekedett transzkripcié mellett [75] a poszt-transzkripcios folyamatoknak is
nagy szerep jut. A poszt-transzkripciés folyamatok t6bb szintet is érintenek:

stabilizaljdk magat a CYP3A enzimet [74] vagy a CYP3A mRNS-t [76].

A CYP3A géncsalad patkanyokban meglevd két tagja, a CYP3A1l és a CYP3A2,
szerkezetét tekintve nagyon hasonld (a mRNS nukleotid szekvencidkat
Osszehasonlitva 90%-o0s a homoldgia), katalitikus tulajdonsagaik is azonosnak
tekinthet6k; szabalyozasuk azonban jelent8s eltéréseket mutat. A CYP3Al a
sziiletés utdni idészakban rovid ideig konstitutivan jelenik meg, mig a kifejlett
allatban induktor hidnyaban csak igen alacsony szinten detektilhato [77-79]. A
CYP3A2 inkabb konstitutiv médon fejezédik ki a him allatokban; a CYP3A2 gén
atirodasa szoros kapcsolatban van a hormonalis allapottal [77]. A specifikus
induktorokra adott CYP3A1l valasz eltér az egyedfejlédés egyes szakaszaiban.
Dexametazon hatasara mind a fiatal, ivaréretlen, mind a felnétt Aallatokban
bekovetkezik a CYP3Al gén transzkripciés aktivalasa, azonban a mRNS
mennyisége a fiatal patkdnyokban révid id6 alatt (2 6ra) megnovekszik, mig a
kifejlett allatokban ez hosszabb id6t (12 6ra) vesz igénybe. Ehhez jarul még az a
tény, hogy egy labilis fehérje komponens de novo szintézise sziikkséges a CYP3A1

mRNS képzbédéséhez felndtt allatokban, mig fiatal korban ez hidnyzik [79].

A CYP3A induktorai valészindleg egy sztereospecifikus felismeré rendszerrel
("PCN-receptor") 1épnek kapcsolatba, amely hasonlé lehet a glukokortikoidok altal
kifejtett transzkripcids szabalyzasban résztvevé glukokortikoid ko6t8 receptor-

fehérjéhez (GR), bar a receptor létezésére még nincsenek direkt bizonyitékok. A
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klasszikus glukokortikoid receptornak a CYP3A-indukcidban valé részvételét
kizartak [80, 81], s6t a CYP3A1 gén 164 bazisparnyi promoter szakasza, amely a
dexametazon hatdsira bekOvetkezd transzkripciés aktivalast iranyitja, nem
tartalmaz glukokortikoid érzékeny elemet (‘glucocorticoid response element’ -
GRE) [82]. A klasszikus szteroid hormon hatds sordn a hormon molekula a
glukokortikoid receptorhoz koétédik, a képz8dott komplex a sejtmagban kapcsolatba
1ép a GRE szakasszal, ezaltal fellazul a nukleoszoéma szerkezete, ami lehetdvé teszi
mas regulacios fehérjék bekotddését és a transzkripcids iniciaciéos komplex

kialakulasat [83].

Az induktorok soraban fenobarbital-tipusu vegyiiletek is szerepelnek, azonban a
fenobarbitalt felismerG receptor, amely a CYP3A indukcidjahoz vezet, val6sziniileg
nem azonos a CYP2B1 és a CYP2B2 feltételezett receptoraval. A fenobarbital két
irAny0 hatast fejt ki, egyrészt stimuldlja a CYP3A szintézisét, masrészt gatolja a

CYP3A enzimfehérje degradacio6jat [74].

Tekintélyes azon gyogyszer vegyliletek (pl. warfarin, ciklosporin, nifedipin,
lidocain), toxinok (pl. aflatoxin B1, aflatoxin G1) és endogén szubsztratok (pl.
progeszteron, tesztoszteron, kortizol) szama [84], amelyek oxidaciojat a CYP3A
enzimek katalizaljadk, igy az indukci6 hatdsara bekovetkez6 metabolizmus

fokozodasaval ezen vegytiletek esetén szamolni kell.
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Az ismertetett tipusok alapjan megallapithatd, hogy a citokréom P450 enzimek
transzkripcié fokozodasa, amely egyértelmiien igazolt a CYP1A és a CYP2B
indukcié esetén. A mRNS szint emelkedését azonban nemcsak a fokozott
transzkripcié idézheti el6. A mRNS stabilitasat eredményez8 poszt-transzkripcios
folyamatoknak is van jelentGsége, még azoknal az indukcids kategoériaknal is, ahol
a f6 mechanizmust a transzkripcié6 fokozodéasa jelenti (pl. az "MC-tipusi"
indukcional) [43, 46]. A poszt-transzkripcios folyamatok magukba foglaljak a
mRNS-"érésének", valamint a mRNS sejtmagbdl a citoszolba torténd
transzportjanak szabalyozasat, a mRNS-stabilizalast, a fokozott enzim-szintézist és
az enzimfehérje-stabilizalast. Ez utobbi folyamatok érvényesiilnek leginkabb a

CYP2E1 és a CYP3A indukcidja soran [58, 59, 74].

Az indukcids tipusok listdja korantsem teljes. Szdmos vegyiiletr6]l tudott, hogy
indukal olyan citokrom P450 enzimeket, ami eddig nem kerilt emlitésre. Az
indukcié mechanizmusat tekintve, ezek a vegyiiletek is hasonlé mddon fejthetik ki
hatasukat, mint a mar ismert induktor kategoridk modell vegyiiletei, bar a kérdés

még sok szempontbol nyitott.
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2.4. Az indukcié néhany gyvakorlati vonatkozasa

Két fontos gyakorlati tényt kell leszogezni a citokrom P450 enzimek indukciodjaval
kapcsolatban:

1. az indukcié6 megvaltoztathatja az alkalmazott gydgyszer vegytilet(ek)
hatékonysagat;

2. egyensuly eltolodast okozhat a méregtelenitd illetve a toxikus (esetenként

karcinogén) metabolitokat létrehoz6 folyamatok k6zott.

Szamos gyodgyszerként haszna'.l"c vegyiilet amellett, hogy valamely citokrom P450
enzim induktora, szubsztratja is, igy fokozza sajat metabolizmusét, valamint
kilirilését a szervezetbdl (pl. a barbituratok: CYP2B és CYP3A indukcidja). Ezaltal
a farmakolégiai hatds idStartama és intenzitdsa csokken vagyis a gyogyszer
tolerancia jelensége kovetkezik be. Az adott gydgyszer oxidativ inaktivalasa
fokozodik, igy magasabb dozis sziikséges a kivant terapids hatas eléréséhez. Az
enzimindukci6 kovetkeztében megvaltozhatnak mas gyogyszerek metabolikus
tulajdonsagai is. Jol ismert, hogy példaul a fenobarbital az antiepileptikumok (pl.
fenitoin) vagy a fogamzasgatlok eliminacidjat fokozza, ezért azonos terapias hatas

eléréséhez magasabb dozisra van sziikség [85].

A citokrom P450 enzimek, mint a méregtelenité folyamatok terminalis oxidazai, a
potencialis toxikus testidegen vegyiiletek bioldgiai inaktivalasdban vesznek részt.
Ismert tény azonban, hogy bizonyos esetekben az eredetileg artalmatlan vegyiiletbdl

kémiailag reaktiv, toxikus vagy karcinogén anyagokat képeznek [26]. Ezen kiviil a



26

citokrom P450 enzimek indukalhatésiaga nagyobb, mint a méregtelenitésben
résztvevé masik enzim csoport, a konjugéicidés enzimek (UDP-glukuronil-
transzferaz, glutation-S-transzferdz) indukalhatésaga. A citokrom P450 enzimek
katalizalta reaktiv metabolit képzédés é€s a konjugicios enzimek altal torténd
eliminacid kozott egyensuly eltolodas johet létre, amely a keletkezett metabolit
sajatsagaitol fiiggéen nekrozist vagy rakot okozhat. Példaul az epilepszia kezelésére
hasznalt gorcsgatld hatdsu valproinsav fenobarbitallal valé egytttes alkalmazasa
esetén sulyos majkéarosodas jelentkezhet, ugyanis a fenobarbital indukalta citokrém

P450 enzim a valproinsavat erésen toxikus telitetlen zsirsavva alakitja [86].

A citokrom P450 enzimeknek kett6s szerepe van a karcinogén vegyiiletek
metabolizmusédban. Egyrészt a potencialis karcinogén vegyiiletek lebontasat végzik,
masrészt bizonyos prekarcinogén vegylileteket aktivalhatnak. Szinte mindegyik
indukalhaté citokrom P450 enzim esetén van adat arra vonatkozodan, hogy
valamilyen prekarcinogén vegyiiletet aktival; azonban a CYP1A enzimeknél fordul
elé legnagyobb szazalékban [87, 88]. A metabolikus aktivéalas sordn olyan elektrofil
intermedier keletkezik, amely a DNS-sel vagy mas makromolekulédkkal reagalva
tumor képzddéséhez vezetS folyamatokat inicial. A legtébb vegyiilet esetén inkabb
a keletkezett metabolit, mint az eredeti molekula felelds a karcinogenitasért.
Maésrészt a prekarcinogén vegyliletek nagy része (policiklusos aromas
szénhidrogének, aromas és heterociklusos aminok, aminoazobenzének) a CYP1A
enzimeket indukédlja, ezaltal sajat metabolikus aktivalasat fokozza. A kémiai
karcinogének egy masik csoportja, a kis molekulasilya nitrozaminok a CYP2E1

enzim katalizalta aktivalas utan valnak reaktiv vegytletekké [89].
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Ezen folyamatok leginkdbb a majban zajlanak, ahol a keletkezett karcinogén
vegylletek a citokrom P450 enzimek, valamint a konjugéacidés enzimek génjeit
indukaljak. A karcinogén aktivalas soran képz6dott metabolit polarosabb, mint az
eredeti molekula, igy nagyobb lehetség van arra, hogy konjugacié utidn gyorsan
triljon a szervezetbSl. A maj igy megvédheti a periférids szoveteket, mivel a
karcinogén anyag tovabbjutasidt megakadalyozza. Ugyanez a helyzet a placenta
esetében is, ahol a majhoz hasonldéan lejatszodé indukciéo végil is a magzat
védelmét eredményezi [90]. Egyéb szervek citokrom P450 aktivitisdnak nem
annyira a méregtelenitésben, mint inkabb a reaktiv metabolitok helyi el§allitisaban

van szerepe.

Az indukcié jelenségét a terapidban is probaljak hasznositani, elsGsorban az
Ujsziildttkori sargasag (icterus neonatorum) kezelésében. Példaként meg kell
emliteni a fenobarbitalt, vagy a flumecinolt (Zixoryn®), amelyet a Richter Gedeon
Gyogyszergyar vizsgalt az Gjsziiléttkori és egyéb sargasag (pl. Gilbert-kor)
lehetséges kezelésére [91, 92]. Jelentek meg kozlemények a diabetes [93] és a
hyperlipidaemia [94] induktorokkal valé sikeres kezelésér§l is. A szakma
véleménye azonban nem egyértelmd az induktorokkal, mint gyogyszerekkel végzett

kezelésrdl, mert igen sok fenntartas van az induktorok késGbbi hatasat illetGen.
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3. CELKITUZESEK

A xenobiotikumok metabolizmusaban fontos szerepet jatszo citokrom P450
enzimek egy része kiilonbozG vegyliletekkel indukéalhaté. Az enzimindukcid
kovetkeztében megvaltozhat egy gyogyszer vegyilet hatékonysaga, hatdideje és
toxicitasa; ugyanakkor kémiailag inaktiv, nem toxikus anyagok metabolikus
aktivalasa is fokozdédhat. A terapidban elég altalanos jelenség tobb gyodgyszer
vegyilet egyittes alkalmazédsa, amely tovabbi valtozasokat eredményezhet a

citokréom P450 enzimek indukcidjaban.

Vizsgalataink kiindulé gondolata az volt, hogy ha kivélasztunk két, ugyanazon
citokrom P450 enzimet indukalé vegyiiletet és azt feltételezziik, hogy a hatdsukra
bekovetkezd indukcié kiilonb6zé mechanizmusok szerint torténik (pl. az egyik
induktor citokrom P450 gén-transzkripciot fokoz6 hatasu, a masik pedig mRNS
vagy enzimfehérje stabilizalé vegyiilet), ugy e két vegyilettel egyiitt kezelve az
allatokat, az adott citokrom P450 enzim mennyiségének megemelkedése additiv

hatést tikrozhet a két induktorral kiilon-kiilon kezelt allatokhoz képest.

Két, CYP3A-induktor, a fenobarbital és a dexametazon egyiittes alkalmazéasaval
vizsgaltuk, hogy az alapgondolatban megfogalmazottak mennyiben igazolodnak;
azaz a fenobarbitil + dexametazon hatasara bekovetkez6 CYP3A indukci
mutat-e ndvekedést a csak fenobarbitalt és csak dexametazont kapott allatok
CYP3A indukcidjahoz viszonyitva. Az indukcié mértékét a CYP3A specifikus

aktivitasaival: az etilmorfin és az aminopirin N-demetilezésével hataroztuk meg.
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Tanulmanyoztuk a fenobarbitdl + dexametazon okozta egyéb citokrom P450 enzim
valtozasokat is. A kett6s indukcié hatdsira megemelkedd p-nitrofenol hidroxilaz
aktivitas hatterében allé6 enzim(ek) indirekt modon, specifikus gatlas vizsgalatokkal
(specifikus kémiai gatloszerrel, illetve ellenanyaggal) torténé azonositasara
torekedtiink. Meghataroztuk az indukalt enzim elektroforetikus tulajdonsagait és
molekulatdomegét. Valaszt kerestiink arra, hogy a fenobarbitdl + dexametazon
kezelés hatdsara bekovetkez6 jelenség mutat-e szexualis kiilonbségeket. A
fenobarbitadl + dexametazon kezelés mellett RNS illetve fehérje szintézist gatié
szereket alkalmaztunk azzal a céllal, hogy megallapitsuk, vajon az indukcié a -

transzkripcié vagy a poszttranszkripcids folyamatok szintjén zajlik.

Felmeriilt a kérdés, vajon kizarélagosan a fenobarbital és a dexametazon sajatsiga
az, hogy e két vegyiiletet egyiitt kapott allatokban megnyilvanulé citokrom P450
indukcid eltér a csak fenobarbitallal és csak dexametazonnal kezelt csoportoktol,
vagy mas induktor kombinécioval is kivalthaté a megfigyelt jelenség. Flumecinol +

dexametazon kezelés hatdsat vizsgalva probaltunk a kérdésre feleltet adni.
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4. ANYAGOK ES VIZSGALATI MODSZEREK

4.1. Vegyszerek

A kovetkez6 anyagokat hasznaltuk az indukcids vizsgalatokhoz (2. abra):
fenobarbitél - Sigma (St Louis MO, USA)
dexametazon - Sigma (St Louis MO, USA)
Zixoryn® (flumecinol) - Richter Gedeon Gyogyszergyar (Budapest)

isoniazid - Richter Gedeon Gydgyszergyar (Budapest).

Az enzimaktivitds mérésekhez felhasznalt vegyszerek Reanal (Budapest), Merck

(Darmstadt, Németorszag), Boehringer (Mannheim, Németorszag), Sigma (St Louis

MO, USA) és Aldrich (Steinheim, Németorszag) termékek voltak.

A transzlacio-gatlé cikloheximid valamint az RNS-szintézis gatlé aktinomycin D a

Reanal (Budapest) termékei voltak.

4.2. Az allatok kezelése

Vizsgalatainkat kezeletlen és a mar emlitett (1d. Célkitiizések) vegyiiletekkel kezelt
him és ndstény patkanyokon végeztiik. A 100-120 g-os Wistar (SPF) patkanyokat

(LATI, G6doll6) milanyag ketrecekben, keményfaforgacs almon, 12 6ras vilagitas-
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2. abra: A citokrém P450 enzimindukciés vizsgalatok soran alkalmazott vegytiletek
szerkezete.
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ritmusi helyiségben 22°C-on tartottuk. Altromin standard patkanytapot (LATI,
Godolls) és csapvizet szabadon fogyaszthattak. Az allatokat mindig azonos
idépontban, reggel 8 orakor kezeltik €s az utolsé kezelés utan 24 oraval
dekapitaltuk. A patkdnyokat a kezelést§l fiiggden a koévetkez csoportokba
osztottuk:

1. Kezeletlen csoport;

2. Fenobarbital kezelés: 3 napon 4t napi 350 pmol/kg (80 mg/kg) dozisban
i.p. (40 mg/ml koncentracioju vizes oldatban beadva);

3. Dexametazon kezelés: 3 napon at napi 255 pmolkg (100 mg/kg)
dézisban p.o. (25 mg/ml koncentracioja 5% TWEEN-80 tartalmt vizes
szuszpenzioban beadva);

4. Flumecinol (Zixoryn®) kezelés: 3 napon at napi 285 pmol/kg (80 mg/kg)
dozisban p.o. (40 mg/ml koncentraciéji 5% TWEEN-80 tartalmt vizes
szuszpenzioban bejuttatva);

5. Isoniazid kezelés: 4 napon at napi 365 pmol/’kg (50 mg/kg) dozisban i.p.

(25 mg/ml koncentracidja vizes oldatban bejuttatva).

A kettSs indukcié hatdsanak vizsgalatahoz a kévetkez6 moddon kezeltiik az allatokat
(az indukalé anyagok azonos koncentracioban keriiltek beadasra, mint az egyediili
kezelések alkalmaval):

6 Fenobarbital + Dexametazon: 3 napon 4t napi 350 pmol/kg fenobarbital

i.p. + 255 pmol/kg dexametazon p.o.
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A kiegészit§ vizsgalatok soran a kovetkezd induktor kombinaciét alkalmaztuk:
7. Flumecinol (Zixoryn®) + Dexametazon: 3 napon at napi 285 pmol/kg

flumecinol p.o. + 255 pmol/kg dexametazon p.o.

Az indukcié mechanizmusdnak tanulméanyozisahoz egy napos fenobarbital +
dexametazon kezelés mellett az allatok egyik csoportja 5 mg/kg cikloheximidet (2,5
mg/ml vizes oldatban) kapott 1.p., mig egy masik csoportot 2 mg/kg aktinomycin
D-vel (0,5 mg/ml 5% etanol tartalmu olajos szuszpenzidban) i.p. kezeltiink, majd a

kezeléstSl szamitott 24 6ra mulva preparaltuk a mikroszomakat.

4.3. Mikroszéma preparalas

Az allatokat a dekapitalas el6tt 12 oran at €heztettiik, a majat 0,1 M TRIS-HCI
pufferben (pH 7,4), amely 1,15% KCl-ot és 1 mM EDTA-t tartalmazott,
homogenizaltuk és a mikroszéma preparalast van der Hoeven és Coon moédszere
alapjan [95] hajtottuk végre. Azaz, a majhomogenizatumot 10.000 g-vel
centrifugéltuk 30 percig (Heraeus Varifuge 20RS), majc'i a feliilaszot 105.000 g-vel
1 oraig ultracentrifugaltuk (Janetzki VAC 602). Az itledéket a fenti Gsszetételd
pufferben szuszpendaltuk ¢és w0jabb 1 o6raig centrifugaltuk 105.000 g-vel. A
kitilepedett mikroszoma-frakciot ismét szuszpendaltuk és az igy nyert preparatumot
-70°C-on taroltuk a felhasznalasig. A mikroszéma preparatumok fehérje-tartalmat
Lowry és munkatarsai [96] altal kidolgozott médszer szerint mértiikk marha szérum

albumint hasznalva standardként.
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4.4 Specifikus citokrém P450 enzimreakciok

" Az enzimek jellemzésére az irodalomban leirt modszereket alkalmaztuk.
A mikroszémalis citokrom P450 tartalmat a redukalt vas tartalmi enzim-karbonil
komplex [Fe(II)-CO] differencia spektrumanak felvételével Omura és Sato [7, 8]

altal leirtak szerint mértik.

Az enzimaktivitasok meghatarozasat 0,1 M TRIS-HCI (pH 7,4) pufferben 37°C-on
végeztilkk; az enzim miikddéséhez sziikséges NADPH-t a kovetkez§ osszetételd
rendszer termelte:

0,5 mM NADPH

5 mM glukdz 6-foszfat

4 mM MgCl,

0,5 E/ml glukéz 6-foszfat dehidrogenaz (E.C. 1.1.1.49).

A p-nitrofenol hidroxilezését 4-nitrokatekolla Reinke és Moyer [97] 4ltal leirt
modszer kissé modositott valtozata alapjan hataroztuk meg;:

- pH 7,0 TRIS pufferben dolgoztunk;

- a MgCl,-ot kihagytuk a NADPH-generalé rendszerbgl, mert zavarta a
p-nitrofenol hidroxildz enzimtesztet (hidnya nem befolyasolta lényegesen a
NADPH képzddésének sebességét);

| - az enzim reakciét (2 ml térfogata elegyben) 0,5 mi 20% triklérecetsavval

allitottuk le (a Reinke altal alkalmazott 0,6 N perklorsav helyett);
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- a 10 N NaOH-dal tortén6 pH 14 beallitasa utan 522 nm-en

spektrofotometridsan mértiik a termel6dott 4-nitrokatekolt.

Az etilmorfin, az aminopirin valamint a nitrozodimetilamin oxidativ
N-demetilezését a képz6dd formaldehid mennyiségének Nash [98] modszere szerint
torténéd meghatarozasaval kovettik nyomon. A formaldehidbdl acetilacetonnal
ammonium-sé jelenlétében keletkezé sarga szint (3,5-diacetil-1,4-dihidrolutidin)

412 nm-en mértik.

A pentoxiresorufin mikroszémalis O-dealkilaz aktivitast Burke és munkatarsai [34]
altal leirtak alapjan hataroztuk meg. Az enzimmiikddés eredményeként képz6dd

resorufin termelddését fluorimetridsan kovettik.

Az anilin hidroxildz aktivitast a termel6d6 p-aminofenol mérésével Fujita és
Mannering [99] altal alkalmazott modszer szerint hataroztuk meg. A
p-aminofenolbdl 1 M Na,CO; és 2% fenol tartalma 0,5 N NaOH hatasara keletkezd

kék festék intenzitasat 630 nm-en mértik.

A spektrofotometrias méréseket Milton Roy, Model Spectronic 401 (Rochester,
NY, USA) és Hewlett-Packard Model 8452A (Palo Alto, CA, USA) késziiléken
végeztilkk. A fluorimetrias mérésekhez a Farrand Optical Co. Inc. (Valhalla, NY,

USA) Spectrofluorometer Mark I. késziilékét hasznaltuk.
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4.5. A p-nitrofenol hidroxilaz aktivitas gatlasa

4.5.1. Szénmonoxiddal

A 2 ml végtérfogata inkubacios elegy a kdvetkezSket tartalmazta:
0,1 M TRIS-HCI puffer (pH 7,0),
1,5 mg mikroszéma fehérje / ml,
NADPH generalo rendszer:
0,5 mM NADPH,
5 mM glukéz 6-foszfat
0,5 E/ml gluko6z 6-foszfat dehidrogenaz.
Szénmonoxiddal telitett reakcié elegyben 0,2 mM p-nitrofenol hozzaadasaval
inditottuk a reakciot és a 10 perces inkubdlds alatt is folyamatos szénmonoxid-
buborékoltatast végeztiink. A 0,5 ml 20%-os triklérecetsavval leallitott inkubacios

elegybdl a 4-nitrokatekol mennyiségét a 4.4. pontban leirtak szerint hataroztuk meg.

4.5.2. Kémiai gatloszerrel: 3-amino-1,2,4-triazollal

Az el6z6 pontban részletezett reakcié elegyhez szénmonoxid helyett kiillonb6z6
koncentraciéja 3-amino-1,2,4-triazolt (0,5-100 mM) adtunk, majd 15 perces 37°C-
on térténd elSinkubalds utan tettiik hozzd a p-nitrofenolt. A tovabbiakat a

szénmonoxidos gatlas vizsgalathoz hasonléan végeztiik.
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4.5.3. Specifikus ellenanyaggal

A tisztitott CYP2El ellen nyulban termeltetett ellenanyagot M. Ingelman-
Sundberg-t6l (Karolinska Institutet, Stockholm, Svédorszag) kaptuk. A 4.5.1.
pontban részletezett p-nitrofenol hidroxilaz aktivitds szénmonoxiddal torténd gatlas
vizsgalatdhoz hasonldéan kivitelezett kisérletben a szénmonoxidot anti CYP2EI

IgG-vel helyettesitettiik és 1,5-6 mg/ml ellenanyaggal végeztiik a gatlas vizsgalatot.

4.6. Statisztikai analizis

Minden adatot a csoport atlag +SD-ban fejeztiink ki. A csoportok kozti kiilonbséget
Student-féle két-mintas t-probaval allapitottuk meg. A p<0,01 értékeket
statisztikailag szignifikins valtozasnak tekintettiik. Az adatok feldolgozasit IBM
kompatibilis szamitégépen ‘GraphPAD InStat 1.14° (GraphPAD Software) és

‘Statistica for Windows 4.3’ (StatSoft Inc., 1993) segitségével végeztiik.

4.7. A mikroszoma preparatumok poliakrilamid gélelektroforézise

A mikroszoma preparditumok elektroforetikus jellemzésére, valamint fehérje
molekulatdmeg meghatarozashoz Laemmli [100] altal kidolgozott Na-dodecilszulfat
(SDS)-poliakrilamid gélelektroforézist végeztiink. A mintdkat 2% SDS és 5%

merkaptoetanol jelenlétében 2 percig forraltuk, majd az igy el6kezelt
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preparatumokat diszkontinuus rendszerben: 4,3% akrilamid tartalma koncentralé és
7,5% akrilamid tartalmi 12x20 cm méretd 2 mm vastagsagi szeparaldo gélben
futtattuk. A mikroszoma mintdk mellett ismert molekulatomegii fehérje-keveréket

1s elektroforetizaltunk:

szénsav anhidraz M: 29.000
(marha eritrocita)

alkohol dehidrogenaz alegység M: 39.800
(€lesztd)

szérum albumin M: 66.000
(marha)

Az elektroforézis soran szétvalt fehérjéket Coomassie Brilliant Blue-val (Ferak,

Berlin, Németorszag) festve tettiik lathatova.

4.8. A mikroszoma preparatumok Western blot analizise

A 4.7. pontban részletezett modon SDS-poliakrilamid gélben szétvilasztott
mikroszoma fehérjéket a gélb6l nitrocelluléz lapra (LKB) juttattuk 4t
elektroforetikusan. A folyamatot 20% metanol, 25 mM TRIS és 192 mM glicin
tartalma pufferben 4°C-on 90 percig végeztik Towbin és munkatarsai [101] altal
leirtak szerint. A fehérjéknek a gélbSl a nitrocelluléoz lapba vald teljes atjutasat
ellendriztitk egyrészt a gél Coomassie Brilliant Blue-val, masrészt a nitrocellul6z
lap 0,5% Ponceau S oldattal torténé festésével. Ez utobbi festék csak ideiglenesen
kotSdik a nitrocelluloz lapon 1évé fehérjékhez, a laprol vizzel lemoshaté. A lapok

fehérjét nem kotott teriileteit 3% marha szérum albuminnal (10 mM foszfat/NaCl



39

pH 7,2 pufferben) telitettiikk egy éjszakan at, majd foszfat pufferrel haromszor

mostuk. Ezutdn hozzadadtuk a primer ellenanyagot, a nyal anti CYP2E1 IgG-t
(1 pg/ml) és szobahdmeérsékleten 45 percen at inkubaltuk a lapokat. Ismételt foszfat

pufferes mosas utdn tovabbi 45 percig kecskében termeltetett anti-nyul IgG-vel
(BioRad, Briisszel, Belgium), mint szekunder ellenanyaggal inkubaltunk. Ez utébbi
ellenanyag tormaperoxidazzal konjugalt formajat alkalmaztuk. Ujabb mosas utén a
CYP2E1 enzim el6hivasat a peroxiddz aktivitas segitségével H,O, és 3,3’-
diaminobenzidinnel (DAB) végeztiik. A tormaperoxidaz hatdsara H,O, jelenlétében
a 3,3’-diaminobenzidin oxidativ polimerizacidja €s ciklizacidja egy barna, vizben
oldhatatlan csapadékot eredményez azon a teriileten, ahol ellenanyag kétSdott a
nitrocellul6z laphoz. A reakci6ét néhany perc utan vizes mosassal leallitottuk és a

lapokat megszaritottuk.
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5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1. A fenobarbital + dexametazon kezelés okozta citokrom P450 enzimaktivitas

valtozasok

Vizsgalataink alapgondolataként azt feltételeztilk, hogy ha a CYP3Al enzimet
indukal6 fenobarbitél illetve dexametazon az indukcios hatast eltér6 mechanizmus
alapjan fejti ki, ugy e két vegyiiletet egytttesen kapott patkanyokban a CYP3Al
szintje magasabb lehet, mint a fenobarbitalt vagy a dexametazont kiilon-kiilén
kapott csoportokban, ami a specifikus CYP3A aktivitasok (etilmorfin és aminopirin

N-demetildz) emelkedésében jelentkezhet.

Him patkanyokat kezeltiink fenobarbitallal (n=7) illetve dexametazonnal (n=5)
kiilon-kilon, valamint a két vegyiilettel egyiitt (n=5). A 3-5. abrak a kezelések
hatdsara bekovetkez6 mikroszémalis citokrom P450 tartalom, pentoxiresorufin
O-dealkilaz illetve etilmorfin és aminopirin N-demetilaz aktivitds valtozasokat

mutatjék be.

Kezeletlen allatokhoz viszonyitva a fenobarbitdl-kezelés kétszeresre, a
dexametazon pedig 70%-kal emelte meg a citokrom P450 enzimek
Osszmennyiségét. A fenobarbitalt és dexametazont egyiitt kapott allatok majaban a
mikroszoémalis citokrom P450 koncentracié szintén kétszerese volt a kezeletlen
csoport értékeinek; azaz a kettds kezelés nem eredményezett szignifikans vailtozast

a csak fenobarbitalt kapott allatokhoz viszonyitva (3. abra).
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A CYP2B enzimek aktivitdsit a pentoxiresorufin O-dealkilezésével mértiik.
Fenobarbital-kezelt allatok maj mikroszomajaban 31-szeres aktivitds fokozodast
tapasztaltunk a kezeletlen csoporttal 6sszehasonlitva, ami a mai ismeretek szerint a
CYP2BI1 és a CYP2B2 gének megnovekedett étirédésépak és a fokozott (de novo)
CYP2B enzim szintézisének kovetkezménye. Dexametazont kapott patkanyok
esetén nem tortént valtozas a pentoxiresorufin O-dealkilezésében. A két vegyiilet
egyiittes hatdsa a CYP2B enzimaktivitds ugyanolyan mértéki (30-szoros)

emelkedését okozta, mint azt a csak fenobarbitdl-kezelt allatokban lattuk (4. abra).

Mind a fenobarbital, mind a dexametazon a CYP3A enzimek induktora. A kezdeti
elgondolas szerint, amennyiben a hatidsukra bekovetkez6 CYP3A indukcié eltérd
mechanizmus(ok) eredmeénye, Ggy egyiittes alkalmazasuk esetén a CYP3A specikus
aktivitasainal (etilmorfin és aminopirin N-demetilezés) additiv hatist varhatunk.
Az eredmények azt mutatjdk, hogy ilyen iranya valtozas nem kovetkezett be a
dexametazont és fenobarbitalt egyiitt, illetve kiilon-kiilon kapott patkanyok
mikroszomalis CYP3A aktivitdsait Osszehasonlitva. Mindhdrom esetben a
kezeletlen allatok értékeihez képest kétszeres aktivitds novekedést mértiink mind az

etilmorfin, mind az aminopirin N-demetilezése esetén (5. abra).
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3. 4bra: Fenobarbitallal (PB) illetve dexametazonnal (DXM) kiilon-kiilén, valamint
egylittesen (PB+DXM) kezelt him patkdnyok maj mikroszomadlis citokrom
P450 tartalma.

A kezeletlen allatokhoz képest szignifikans valtozasokat (p<0,01) * jeloli.
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4. abra: Fenobarbitallal (PB) és dexametazonnal (DXM) kiilon-kiilon, illetve
egyiittesen (PB+DXM) kezelt him patkidnyok pentoxiresorufin O-dealkilaz
aktivitasa (CYP2B).

A kezeletlen csoporthoz viszonyitva szignifikdns aktivitds emelkedést

(p<0,01) * jeldli.
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CYP3A enzimaktivitas
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S. dbra: Fenobarbitallal (PB) illetve dexametazonnal (DXM) kiil6én-kiilén valamint
egyiittesen (PB+DXM) kezelt him patkanyok etilmorfin és aminopirin
N-demetilaz aktivitasa.

A kezeletlen patkdnyokhoz képest szignifikdns (p<0,01) valtozasokat
jeloltiik *-gal.
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A fenobarbitalt vagy dexametazont Onmagaban kapott éllatoit mikroszomalis
p-nitrofenol hidroxilaz aktivitdsa nem valtozott jelentdsen a kezeletlen csoport
értékeihez viszonyitva. Ugyanakkor a két emlitett induktor kombinécidéja meglepd
moédon, szignifikans - tobb, mint haromszoros - ndvekedést eredményezett
(6. abra). A 6. abran bemutatott fenobarbital + dexametazon okozta p-nitrofenol
hidroxilaz aktivitds fokozodas hirom napos kezelés eredménye. Megvizsgaltuk,
hogy a kett8s indukcidé hatdsara idében hogyan valtozik az emlitett enzimaktivitas.
Ezért az els6 kezelést§l szamitva kiilonb6zd idSpontokban preparaltuk a maj
mikroszomat és meghataroztuk a p-nitrofenol hidroxildz aktivitdst (7. abra). A
fenobarbitdl + dexametazon kezelés hatisara rendkiviil gyors indukcié kovetkezett
be; az elsé kezeléstSl szamitott 24 6ra mialva mar haromszoros aktivitas fokozddas

tortént, ami csak kissé emelkedett tovabb a 72. 6ra végére.
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6. abra: Fenobarbitallal (PB) valamint dexametazonnal (DXM) torténd kilon-kiilon,
illetve egyiittes (PB+DXM) kezelés hatidsa a mdj mikroszomalis
p-nitrofenol hidroxilaz aktivitasra him patkanyokban.

*: a kezeletlen allatokhoz viszonyitott szignifikans aktivitds emelkedés
(p<0,01).
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7. dbra: A p-nitrofenol hidroxilezését végz4 enzim fenobarbitdl + dexametazon
hatasara bekovetkez8 indukcidjanak idébeli valtozasa.

Nyilak jelzik a kezelések idSpontjat. A mikroszoma preparalast az elsd
kezeléstSl szamitott kiilonbozS idépontokban végeztiik. Minden idéponthoz
tartozd csoportban 5-5 him patkény volt.
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5.2. A fenobarbitil + dexametazonnal indukalhatd p-nitrofenol hidroxildz enzim

tulajdonsagainak meghatarozasa

5.2.1. Az enzim aktivitasanak gatlasa szénmonoxiddal

A redukalt vasat (Fell) tartalmazé citokrom P450 enzim szénmonoxiddal stabil
komplexet képez. A NADPH-citokrom P450-reduktiz enzim NADPH-rél
elektronokat szallit a citokrom P450-hez, amely azutan szénmonoxiddal [Fe(II)-
CO] komplexet képezve inaktivalédik. Amennyiben a p-nitrofenol hidroxilezését a
hem-vas tartalma citokrom P450 enzimek valamelyike végzi, Ugy szénmonoxid

jelenlétében az enzim inaktivalodik és a reakcié nem megy végbe.

A szénmonoxiddal telitett inkubacids elegyben a fenobarbitil + dexametazonnal
indukalt patkanyok maj mikroszémalis p-nitrofenol hidroxilaz aktivitisa az eredeti
(szénmonoxid mentes) aktivitas 20%-ara csdkkent. Osszehasonlitasul: a kezeletlen
patkanyok esetén az aktivitds 17%-a maradt meg szénmonoxid jelenlétében, mig az
isoniazid-kezelt allatok mikroszémajaban szinte teljes gatlast okozott, az eredeti
aktivitdsnak minddssze 4%-at mértiikk a gatlo anyag jelenlétében (8. édbra). Az
isoniazid a CYP2E1l enzimet indukélja, amely a méi ismereteink szerint a

p-nitrofenol hidroxilezését végzi.

Az eredmények szerint a fenobarbitd]l + dexametazon-indukalt allatokban a maj
mikroszémalis p-nitrofenol hidroxildz aktivitds szénmonoxiddal valé gatolhatésiga

valamely citokrém P450 enzim részvételét feltételezi a reakcioban.
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8. 4bra: Fenobarbital + dexametazon (PB+DXM) és isoniazid (IS)-kezelt valamint
" kezeletlen patkdnyok mikroszomalis p-nitrofenol hidroxilaz akt1v1tasanak
szénmonoxiddal valé géatolhatosaga.
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5.2.2. Az enzim elektroforetikus tulajdonsagainak és molekulatomegenek

meghatarozasa

A fenobarbitalt és dexametazont kiilon-kilon illetve egytittesen kapott patkanyok
maj mikroszémalis fehérjéit SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel valasztottuk

szét (9a. abra).

A mikroszomak fehérje-Osszetételének meghatarozasa soran a fenobarbital +
dexametazon-indukalt allat mikroszémajaban egy intenziv fehérje-sav jelent meg
(a 9a. abran nyil jelzi), amely hidnyzott a csak fenobarbitdllal vagy csak
dexametazonnal kezelt, valamint a kezeletlen allatok mikroszémajabél. Ezenkiviil
az emlitett fehérje-sav intenzitasa novekedett a fenobarbital + dexametazonnal
torténd els§ kezeléstdl eltelt id6 fliggvényében (9b. abra). Ez a kép j6 6sszhangban
van a p-nitrofenol hidroxilaz aktivitdas novekedesével, amit az elsé kezeléstél
szamitott kiilonb6z6 id6épontokban preparalt mikroszomakban mértiink (5.1., 7.
abra). Mindebbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy az emlitett fehérje felelés a
p-nitrofenol hidroxilaz aktivitas fokoz6daséaért fenobarbital + dexametazon-indukalt

allatokban.

Az enzimfehérje molekulatémege az SDS-poliakrilamid gélelektroforézis soran
harom ismert molekulatomegi fehérje (szénsav anhidraz, alkohol dehidrogenaz,

szérum albumin) segitségével meghatarozva 53.000 daltonnak adédott (10. abra).
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Oa. 4bra: Kezeletlen, fenobarbitallal és dexametazonnal kilon-kiilén, illetve
egyuttesen kezelt him patkdnyok mdj mikroszomajanak elektroforetikus
képe.

1. sav: kezeletlen (K),

2. sav: dexametazon-kezelt (DXM),

3. sav: fenobarbital-kezelt (PB),

4. sav: fenobarbital + dexametazon-kezelt (PB+DXM).
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9b. abra: A fenobarbitdl + dexametazon-kezelt allatok kiilonbézé idépontokban
preparalt madj mikroszomajanak SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel
meghatarozott Osszetétele. A szdmok az elsd kezeléstdl eltelt id6t jelentik
oraban. Az éabra sarkaban Osszehasonlitasul a 7. 4brat is megjelenitettitk

(47. oldal).

K: kezeletlen allat mikroszomaja.
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10. abra: Kalibracios gorbe a SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel torténd
molekulatomeg meghatarozashoz.

A fenobarbitdl + dexametazon kezelés hatdsara indukalodé fehérje
molekulatomegének meghatarozasat nyil jelzi az dbran.
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5.2.3. A CYP2E] specifikus aktivitasainak meghatarozasa

Mai ismereteink alapjan a megnovekedett p-nitrofenol hidroxilaz aktivitds a
CYP2El enzim indukcigjara vezethet6 vissza [102]. A CYP2EI, amelynek jol
ismert induktorai az etanol, az aceton vagy az isoniazid, katalizalja a p-nitrofenolon
kiviil az anilin hidroxilezését, valamint a nitrozodimetilamin N-demetilezését [59,

103].

A fenobarbitdllal és dexametazonnal kilon-kilén kezelt allatokban az anilin
hidroxilezése nem fokozodott a kezeletlen Allatcsoporthoz képest, és nem
mutathato ki aktivitds emelkedés a két vegytilettel egytittesen kezelt csoportban sem
(11. 4bra). Osszehasonlitasul: az isoniazidot kapott allatok mikroszémalis anilin
hidroxilaz aktivitasa a kezeletlen csoport 2,5-szeresére novekedett a CYP2EI]

indukcidjanak kdvetkeztében.

Hasonloan, a nitrozodimetilamin N-demetilaz aktivitds -, amely szintén a
CYP2E1 enzim altal katalizalt specifikus reakci6é, - sem mutatott szignifikéns
novekedést a kettds indukci6 hatdsara a kezeletlen éllatokhoz viszonyitva (12.
abra), mig az isoniazid-kezelés haromszoros emelkedést okozott a mikroszémalis

nitrozodimetilamin N-demetilezésében.

E két utobbi CYP2E1 aktivitas, amely a kezeletlen &llatok mikroszémalis

aktivitdsdhoz hasonld értékeket mutatott, nem tdmasztja ald azt a feltételezést,
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11. abra: Fenobarbitallal (PB) és dexametazonnal (DXM) kiilon-kiil6én, illetve
egyuttesen (PB+DXM) kezelt allatok mikroszomalis anilin hidroxilaz
aktivitasa.

Osszehasonlitasul az abra bemutatja az isoniazid (IS)-indukalt patkanyok
enzimaktivitasat is.
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12. abra: Fenobarbitallal (PB) és dexametazonnal (DXM) kiilon-kiilén, illetve
egyiittesen (PB+DXM) kezelt allatok mikroszoémalis nitrozodimetilamin
N-demetilaz aktivitasa.

Osszehasonlitasul az 4bra bemutatja az isoniazid (IS)-indukalt patkanyok
enzimaktivitasat is.



57

miszerint a fenobarbitdl + dexametazonnal kezelt allatokban a megnovekedett

p-nitrofenol hidroxilaz aktivitasért a CYP2E1 enzim lenne felelds.

5.2.4. p-Nitrofenol hidroxilaz aktivitas gatlasa 3-amino-1,2,4-triazollal

A fenobarbitdl + dexametazon kezelés hatdsara megemelked§ p-nitrofenol
hidroxilaz aktivitasbol a CYP2E1 enzim indukcidjara lehetne kdvetkeztetni. Ezzel
valamelyest ellentmondéasban all az a tény, hogy parhuzamosan sem az anilin
hidroxilaz, sem a nitrozodimetilamin N-demetildz aktivitdsban nem tortént valtozas.
Felmeriilt a kerdés, hogy a kettds indukcié hatasara fokozddd p-nitrofenol
hidroxilaz aktivitas hatterében a CYP2EL1 all vajon, vagy mas indukalédé citokrom

P450 enzim(ek) is képes(ek) katalizalni a reakciot.

Koop szerint [104], etanol-kezelt nyulak mikroszomajanak p-nitrofenol hidroxilaz
aktivitasa 90%-ban gatolhato a CYP2El-re specifikus 3-amino-1,2,4-triazollal.
Sajat vizsgalataink azt mutattdk, hogy az isoniazid-indukalt patkidnyok ma4j
mikroszomalis CYP2E1 aktivitdisa 95%-ban gatolhatd az emlitett herbiciddel

(13. abra). A maximalis gatlas feléhez sziikséges inhibitor koncentracié (Iso) 3 mM.

Azonban a fenobarbitdl + dexametazon indukcié eredményeként megnévekedd
p-nitrofenol  hidroxildz  aktivitas csak minddssze 60%-ban  gétolhatd

3-amino-1,2,4-triazollal (13. 4abra), azaz az emlitett aktivitds csak 60%-ban
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13. abra: A 3-amino-1,2,4-triazol p-nitrofenol hidroxilazt gatlé hatasa
fenobarbitdl + dexametazon (PB+DXM)-kezelt him  patkanyok
mikroszémaiban.

Osszehasonlitasul az isoniazid (IS)-indukalt allatok maj mikroszomalis
p-nitrofenol hidroxilaz gatlasat is bemutatja az dbra az inhibitor koncentracio
fiiggvényében. Az értékeket a gatlészer mentes aktivitds szazalékaban
fejeztiik ki.
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tulajdonithaté a CYP2E] enzimnek. A maximalis gatlas feléhez sziikséges inhibitor

koncentracid 3 mM.

5.2.5. p-Nitrofenol hidroxilaz aktivitas gatlasa anti CYP2E] IgG-vel

CYP2El ellen nyalban termeltetett ellenanyag alkalmazéasaval igyekeztiink
meghatarozni a CYP2E] enzim p-nitrofenol hidroxilezésében betoltott szerepét
fenobarbitadl + dexametazon kezelt allatok maj mikroszéomajéban. A CYP2El-re
specifikus  poliklonalis ellenanyagot a mikroszomalis fehérje 1-4-szeres
mennyiségében alkalmaztuk. A 14. dbra mutatja be a fenobarbital + dexametazon,
illetve az isoniazid-kezelt patkanyok mikroszomalis aktivitasat anti CYP2E1 IgG

jelenletében.

[soniazid-indukalt allatok mikroszomdajaban az anti CYP2E1 IgG hatékonyan
gatolta a p-nitrofenol hidroxilaz aktivitast; 80%-os aktivitas csékkenés figyelhetd
meg mar 0,6 mg ellenanyag / mg mikroszéomalis fehérje arany esetén. Ezzel
szemben a fenobarbitdl + dexametazon-kezelt allatok mikroszomalis p-nitrofenol
hidroxilaz aktivitisa még 4 mg ellenanyag / mg mikroszoma fehérje aranynal is

csak nem egész 20%-kal csokkent.

Az ellentmondast azzal magyarazhatjuk, hogy az isoniazid hatasira bekovetkezé
p-nitrofenol hidroxilaz aktivitas emelkedés szinte teljes egészében a CYP2E! enzim

indukcidjanak készénhetS, mig a fenobarbitdl + dexametazont kapott patkanyok
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14. abra: p-Nitrofenol hidroxilaz aktivitas gatlasa anti CYP2E1 IgG-vel.

Az abra bemutatja a fenobarbital + dexametazon, valamint 6sszehasonlitasul
az isoniazid-kezelt patkdnyok mikroszomalis aktivitasait névekvd
koncentraciéban alkalmazott anti CYP2E1 IgG jelenlétében. Az értékeket az
ellenanyagot nem tartalmazo elegyben mért aktivitds szazalékaban fejeztiik
ki.
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m4j mikroszémajaban fokoz6do p-nitrofenol hidroxilaz aktivitds azon része, amely
akar az anti CYP2E1 IgG, akar a 3-amino-1,2,4-triazol jelenlétében is megmarad,

valamely mas. CYP2E1-t8l kilonboz6 citokrom P450 enzimnek tulajdonithaté.

5.2.6. Western blot analizis

Az ¢el6z6 pontban ismertetett eredmények j6 Osszhangban vannak a mikroszémak
Western blot analizise soran tapasztaltakkal. A poliakrilamid gélelektroforézissel
elvalasztott és nitrocelluldz lapra atjuttatott fehérjék kozil immunokémiai festéssel
hataroztuk meg a CYP2E1 enzimet kezeletlen, fenobarbitallal és dexametazonnal
kiilén-kiilén, illetve egyiittesen kezelt allatok mikroszémajaban. Osszehasonlitasul
isoniaziddal indukalt allat mikroszomajanak CYP2E] tartalmat is vizsgaltuk. Az
anti CYP2E1l IgG-vel specifikusan elGhivott fehérje-sav intenzitasa azonosnak
tekinthetd a kezeletlen, illetve a fenobarbitdl-, a dexametazon-, valamint a
fenobarbitdl + dexametazon-kezelt allatokbol szarmazé maj mikroszomaban, de
mennyisége lényegesen kisebb, mint az isoniazid-indukalt allat mikroszoémajanak
CYP2E1 tartalma. Vagyis a fenobarbital + dexametazon kezelés nem emelte meg a

CYP2E1 mikroszémalis mennyiségét (15. abra).
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15. 4bra: A mikroszoma prepardtumok CYP2E1 tartalmanak meghatarozasa
Western blot analizissel.

IS: isoniazid-kezelt,

K: kezeletlen,

PB: fenobarbital-kezelt,
DXM: dexametazon-kezelit,

PB+DXM: fenobarbitdl + dexametazon-kezelt allat mikroszomaja.
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5.3. Az indukcid mechnizmusanak tanulmanyozasa

Az aktinomycin D gatolja az RNS szintézist azaltal, hogy a DNS két citozin-guanin
bazisparja koz¢é ékelédik és megakadalyozza, hogy a DNS az atirodasnal hatékony
templatként mikddjon. A transzlacié-gatlo cikloheximid eukariotikban a
riboszomak 60S alegységehez koétédve megakadalyozza a peptidil-transzferaz
enzim miikodését. E két gatldanyag p-nitrofenol hidroxilaz enzim indukcidjara
gyakorolt hatdsat tanulmanyoztuk fenobarbital + dexametazon-kezelt allatokban.
Célunk az volt, hogy meghatarozzuk a fokozddé transzkripcid, vagy transzlacié és
ezzel az esetleges mRNS- vagy enzimfehérje-stabilizadld folyamatok szerepét az

indukci6s folyamatban.

Az 4llatokat egy napig kezeltik fenobarbitallal és dexametazonnal, mivel az
indukcio mértéke a kezeléstdl szamitott 24 6ra multan mar a harom napos kezelés
soran kialakulé6 maximummal Osszevethet6 volt (7. abra). A fenobarbital +
dexametazon mellett aktinomycin D-vel is kezelt allatok mikroszomalis
p-nitrofenol hidroxilaz aktivitasa jelentGsen (60%-kal) cs6kkent a kettds-kezelt
patkany-csoporthoz viszonyitva. A fehérje szintézist gatlé cikloheximid még
nagyobb (80%-o0s) aktivitas csokkenést okozott a fenobarbital + dexametazon-

indukalt allatokban (16. abra).

Az eredmények alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a fenobarbital + dexametazon
kezelés okozta p-nitrofenol hidroxilaz enzim indukcioja fokozodd transzkripcid

illetve de novo enzimfehérje szintézis eredményeként jon létre.
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16. 4bra: RNS- és fehérjeszintézist gatld anyagok (aktinomycin D és
cikloheximid) hatisa a fenobarbitdl + dexametazon hatasara kialakulo
p-nitrofenol hidroxildz enzim indukciojara.

A fenobarbital + dexametazon kezelés mellett az aktinomycin D-t 2 mg/kg, a
cikloheximidet 5 mg/kg dozisban i.p. alkalmaztuk, az allatokat egy napig
kezeltik.
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5.4. Fenobarbital + dexametazon kezelés hatisa ndstény patkanyok ma4j

mikroszomalis aktivitasara

Felmerult a kérdés, hogy vajon a fenobarbitdl + dexametazon kezelés okozta
specifikus citokrom P450 aktivitas valtozdsokban tapasztalhato-e szexualis
kilonbség, ezért a him allatok mellett néstény patkanyoknal is megvizsgaltuk a

kettds indukcio hatasat.

A him allatok esetén kapott eredményekhez hasonléan a fenobarbital ndstényekben
is indukalta a méj mikroszomalis CYP2B enzimeket, amely a pentoxiresorufin
O-dealkildz aktivitds emelkedésében nyilvanult meg. Kiegészitésil meg kell
jegyezni, hogy a ndéstény patkanyok maj mikroszomalis CYP2B enzimeinek
fenobarbitallal torténé indukalhatésdga nem olyan mértékd, mint a him allatoké. A
himek 31-szeres pentoxiresorufin O-dealkildz aktivitds emelkedésével szemben
néstényeknél csak 23-szoros aktivitds fokozddast tapasztaltunk (a kezeletlen
allatcsoportokhoz viszonyitva). A fenobarbitalt dexametazonnal egyttt adva szintén
erételjes CYP2B aktivitas fokozodas mérhetd, bar a pentoxiresorufin O-dealkilezés
mértéke nem érte el a csak fenobarbitil-kezelt allatokét. Meg kell emliteni még,
hogy a him allatoktdl eltéréen, néstényekben kissé a dexametazon is indukalta a

CYP2B aktivitasat (a kezeletlen allatok aktivitdsanak 2,5-szeresére) (II1. tablazat).

A CYP3A enzimek etilmorfin vagy aminopirin N-demetilaz aktivitasai kozel 2-3-

szoros ndvekedést mutattak akar fenobarbitallal vagy dexametazonnal kiilon-kiilén,
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akar egyuttesen kezelt ndstény allatok mikroszomalis aktivitdsait viszonyitottuk a

kezeletlen csoport értékeihez (III. tablazat).

III. tdblazat: Fenobarbital + dexametazon (PB+DXM) kezelés hatasa ndstény
patkdnyok maj mikroszomalis citokrom P450 (CYP2B és CYP3A)
aktivitasaira. Osszehasonlitasul a fenobarbitidl (PB) illetve dexametazon
(DXM) okozta valtozasokat is bemutatja a tablazat. Az atlag értékek melletti
* a kezeletlen allatokhoz viszonyitott szignifikns valtozasokat jeloli.

pentoxiresorufin etilmorfin aminopirin
O-dealkilaz® N-demetilaz®
Kezeletlen (n=5) 4,63 +0,55 3.024 10,85 3,577 £1,02
PB (n=5) 106,8 +5,3* 8,146 +0,4* 7,193 +0,5*
DXM (n=5) 11,96 £3,0* 8,796 +0,3* 6,487 +0,3*
PB+DXM (n=5) 77,86 £10,7* 7,956 +0,38* 5,692 +0,5*

a: pmol resorufin / mg fehérje / perc
b: nmol formaldehid / mg fehérje / perc

A kettds kezeleés eredményei szerint fenobarbitdl + dexametazon hatasara a him
allatoknal tapasztalhaté p-nitrofenol hidroxilaz aktivitds fokozodis megfigyelhetd
ndstény patkanyok esetében is; a kezeletlen allatokhoz viszonyitva 3,6-szeres
aktivitas emelkedést mértiink. Meg kell jegyezni, hogy a him allatoktdl eltérSen a
csak fenobarbitdlt illetve csak dexametazont kapott nGstény allatokban is

megnoévekedett a p-nitrofenol hidroxildz aktivitds. A kezeletlen csoporthoz

-
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17. abra: Fenobarbitallal (PB), valamint dexametazonnal (DXM) valé kiilén-kiil6n,
illetve egyittes (PB+DXM) kezelés hatdsa a m4j mikroszomalis p-nitrofenol
hidroxilaz aktivitasra néstény patkanyokban.

A kezeletlen csoporthoz viszonyitva szignifikéns eltéréseket (p<0,01) *-gal
jeloltiik.
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viszonyitott kétszeres aktivitds fokozddas tovabbi szignifikdns emelkedést mutatott,

ha a két vegyiilettel egyiittesen kezeltiik a néstény allatokat (17. abra).

Ugyanakkor sem az anilin hidroxildz, sem a nitrozodimetilamin N-demetiliz
aktivitds nem valtozott; vagyis a fenobarbitallal vagy dexametazonnal kiilon-kiilon
illetve egytittesen kezelt néstények utdobb emlitett CYP2E1 aktivitasai a kezeletlen
csoportban meérhetd értékeket mutattdk. (A szamszerd vagy grafikus adatok
bemutatasatol eltekintiink, 1évén az eredmények igen hasonléak a him allatoknal

mért értékekhez).

Fenobarbitdl + dexametazon kezelés hatdsira a néstény patkdnyok maj
mikroszomdaiban megemelked6 p-nitrofenol hidroxilaz aktivitist a 3-amino-1,2,4-
triazol, mint specifikus CYP2E]1 inhibitor, 60%-ban gatolta (18. abra), hasonloan a
him allatoknal kapott gatlas vizsgalat eredményeihez. A maximalis gatlas feléhez

szlikséges inhibitor koncentracid (I,,) 3 mM.

A him és néstény allatokkal kapcsolatban bemutatott kisérieti eredményeket
Osszehasonlitva azt mondhatjuk, hogy a fenobarbitil + dexametazon indukcio
hatasara mindkét nemben megjelenik egy olyan enzim, amely képes a p-nitrofenolt
hidroxilezni és feltehet6leg nem azonos a CYP2El-el, hiszen annak specifikus
inhibitora nem gatolja teljesen a p-nitrofenol hidroxilaz aktivitast. Megallapithatjuk,

hogy a jelenség nem mutat szexualis kiilonbségeket.
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18. 4bra: A 3-amino-1,2,4-triazol p-nitrofenol hidroxildz aktivitast gatlo hatasa
fenobarbital + dexametazon (PB+DXM) kezelt ndstény patkianyok
mikroszomaiban.

Az értékeket a gatlészer mentes aktivitas szazalékaban fejeztiik ki.
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5.5. Egvéb CYP3A induktorokkal végzett kettds indukcios vizsgalatok

Az el6z6ekben (5.1.-5.4.) bemutatasra keriiltek a fenobarbitdl + dexametazon
indukcio okozta citokrom P450 enzimaktivitds valtozasok; ezenkiwiil kisérletet
tettiink a kettds kezelés hatasdra indukaloédoé enzim(ek) egyes tulajdonsagainak
meghatarozasara. Felmeriult bennink, hogy vajon kizarélag a fenobarbital +
dexametazon kombinacio képes a bemutatott jelenséget kivaltani, avagy mads
vegytletek is okozhatnak hasonl6é valtozasokat. A fenobarbitalt flumecinollal
(Zixoryn®) helyettesitve megvizsgaltuk a dexametazonnal egyiittesen kifejtett
indukcios hatast. A flumecinol fenobarbital-tipust induktorként viselkedik, a

CYP2B és a CYP3A enzimeket indukalja.

5.5.1. Flumecinol (Zixoryn®) + dexametazon hatasara bekévetkezd citokrom

P450 indukcio

A flumecinolt dexametazonnal egyitt beadva him patkanyoknak a mikroszomalis
CYP2B és CYP3A aktivitdsok a flumecinolt illetve dexametazont kiilén-kialén
kapott allatok mért értékeihez igazodnak, - azaz a pentoxi-resorufin O-dealkildz
aktivitdas 13-szoros, az etilmorfin és aminopirin N-demetildz pedig kétszeres
emelkedést mutat a kezeletlen 4llatcsoporthoz képest (IV. tablazat). Erdemes
megemliteni, hogy a flumecinol hatasara bekoévetkez$ 12-szeres pentoxiresorufin

O-dealkilaz aktivitas novekedésével szemben a fenobarbital 31-szeresre emelte a
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CYP2B aktivitasat, amibdl azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a flumecinol

nem olyan hatékony CYP2B induktor, mint a fenobarbital.

[V. tdblazat Flumecinol: (Zixoryn®) + dexametazon (ZX+DXM) kezelés hatasa
him patkanyok mdj mikroszomalis citokrom P450 (CYP2B és CYP3A)
aktivitasaira. Osszehasonlitasul a Zixoryn® (ZX) illetve dexametazon (DXM)
okozta valtozasokat is bemutatja a tablazat. Az atlag értékek melletti * a
kezeletlen allatokhoz viszonyitott szignifikdns valtozasokat jeldli.

pentoxiresorufin etilmorfin aminopirin
O-dealkilaz® N-demetilaz®
Kezeletlen (n=11) 4,8 0,8 3,735 +0,8 3,358 +0,6
ZX (n=10) 57,4 £10,0* 7,906 +0,7* 7,019 +0,7*
DXM (n=5) 4,5 £1,0 8,135 +0,4* 7,546 +0,2*
ZX+DXM (n=7) 63,4 £10,0* 7,497 +0,6* 7,755 £0,9*

a: pmol resorufin / mg fehérje / perc
b: nmdl formaldehid / mg fehérje / perc

A flumecinol + dexametazon-kezelés okozta p-nitrofenol hidroxilaz aktivitas
kozel négyszeres emelkedésébSl (19. abra) gy tiinik, hogy a fenobarbital +
dexametazon-indukcidé soran kapott eredmények nem kizarolag ez utdbbi két
vegylilet kombinacidjanak tulajdonithatok. Igaz ugyan, hogy a flumecinol
onmagéaban is képes a p-nitrofenol hidroxilaz aktivitds kétszeres fokozasara,

dexametazonnal egyiitt viszont tovabbi emelkedést figyelhetiink meg.
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ik
520.75 VT %
gg 0.5 / /T %
.i;éozs- '//T % 7 %

19. abra: Flumecinolt (Zixoryn®, ZX) és dexametazont (DXM) 6nmagaban, illetve
egyutt (ZX+DXM) kapott him patkdnyok p-nitrofenol hidroxilaz aktivitasa.

*: a kezeletlen patkanyokhoz viszonyitva szignifikans (p<0,01) valtozas.
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A CYP2EI enzim katalizélta anilin hidroxildz és nitrozodimetilamin N-demetilaz
aktivitisok a flumecinolt és dexametazont kiilon-kiilén, illetve egyltt kapott
allatokban azonosnak mutatkoztak; a kezeletlen patkanyokhoz képest nem tértént
fokozodas ezen CYP2E1 aktivitdsok esetén, ami azt sugallja, hogy a p-nitrofenol
hidroxilezésében mérheté aktivitdis emelkedés nem a CYP2E!] indukcidjanak
tulajdonithat6. Ezt tamasztja ala a 3-amino-1,2,4-triazollal végzett gatlas vizsgalat
is. A CYP2EI-re specifikus inhibitor a p-nitrofenol hidroxildz aktivitist 60%-ban
gatolta (20. 4bra); a gatlds mértéke a fenobarbitdl + dexametazon-kezelt
patkanyoknal kapott eredményekkel (5.2.4., 13. abra) azonos képet mutatott. A

maximalis gatlas feléhez sziikséges inhibitor koncentracié 3 mM.

A flumecinolt és dexametazont Onmagéaban, illetve egyiitt kapott allatok
mikroszomajanak SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel (21. abra) meghatarozott
fehérje-Osszetételét a fenobarbital-, a dexametazon- valamint a fenobarbital +
dexametazon-kezelt csoportok mikroszomajaval (9a. abra) azonosnak talaltuk. A
flumecinol + dexametazon hatdsara indukalddott enzimfehérje intenziv savként

jelenik meg festés utan a gélben; molekulatomege 53.000 dalton.
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p-nitrofenol hidroxilaz aktivitas
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a
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3-amino-1,2,4-triazol koncentracié6 [mM]

20. abra: A 3-amino-1,2,4-triazol p-nitrofenol hidroxildz aktivitast gatlé hatasa
flumecinol  (Zixoryn®) + dexametazon-kezelt 4llatok (ZX+DXM)
mikroszoémajaban.

Az értékeket a gatlo anyag mentes aktivitds szdzalékaban fejeztiik ki.
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21. 4bra: Flumecinolt (Zixorin®, ZX) és dexametazont (DXM) 6nmagaban, illetve
egyuttesen (ZX+DXM) kapott allatok maj mikrészomajanak SDS-
poliakrilamid gélelektroforetikus képe.

K: kezeletlen allat mikroszomajanak Osszetétele.
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5.6. Osszegzés

A vizsgalatok eredményeit 6sszegezve a kovetkez6 megallapitasokat tehetjiik:

1. A fenobarbitalt és a dexametazont (a két CYP3A induktor vegyiiletet) egytitt
beadva patkanyoknak a mdj mikroszomélis CYP3A enzim aktivitasaiban
(etilmorfin és aminopirin N-demetildz) nem kovetkezeik be valtozas a csak
fenobarbitéllal vagy csak dexametazonnal kezelt allatok aktivitasaihoz képest,

vagyis nem adodik dssze a két vegyiilet altal okozott indukcid.

2. A fenobarbital + dexametazon kezelés a mikroszoémalis p-nitrofenol hidroxilaz
aktivitds tobb, mint haromszoros emelkedését okozza a kezeletlen allatokhoz
viszonyitva, mig sem a fenobarbitdl, sem a dexametazon 6nmagaban nem képes

hasonld aktivitas fokozasra.

3. A fenobarbital + dexametazon hatasara igen hamar bekovetkezik az indukcid, az
elsé kezeléstdl eltelt 24 6ra multin mar jelentSs (haromszoros) p-nitrofenol

hidroxilaz aktivitas novekedést tapasztalhatunk.

4. A megemelkedett p-nitrofenol hidroxilaz aktivitas hatterében citokrom P450

enzim all. mivel mikodése szénmonoxiddal gatolhato.

5. A fenobarbitil + dexametazon hatdsara indukélédé enzim molekulatémege

53.000 dalton.
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6. A fokoz6dd p-nitrofenol hidroxilaz aktivitdis a CYP2EI indukcidjat sejteti,
azonban ennek ellentmondanak azok a tények, miszerint az anilin
hidroxilezésére, illetve a nitrozodimetilamin N-demetilezésére (a CYP2El-re
specifikus reakciokra) a fenobarbitdl + dexametazon-indukalt patkanybol
szarmazd mikroszoma csak a kezeletlen allatok mikroszomalis aktivitasainak
megfelel6 szinten képes. Ezenkiviil a CYP2El-re specifikus inhibitor, a 3-
amino-1,2,4-triazol, illetve az anti CYP2El IgG nem géatolja teljesen a
p-nitrofenol hidroxilaz aktivitdst. S6t a mikroszoma Western blot analizise
szerint a fenobarbitdl + dexametazon-indukalt allatbol szdrmazé preparatum

CYP2E]1 tartalma hasonld a kezeletlen allatéhoz.

Tehat nem a CYP2El felel6s a megemelkedett p-nitrofenol hidroxilaz
aktivitasért, amibdl az is kovetkezik, hogy a p-nitrofenol hidroxilezését nem

csak a CYP2E1 enzim képes katalizalni.

7. A kettés kezelés hatasara bekovetkezd p-nitrofenol hidroxildz enzim indukcidja
hasonlé a him és néstény patkdnyokban, azaz a jelenség nem mutat szexualis

kilonbségeket.

8. A fenobarbitdlon kiviil a flumecinol (Zixoryn®) is képes a dexametazonnal
egyuttesen a p-nitrofenol hidroxildz enzim indukcidjat kivaltani. Vagyis nem
kizarolag a fenobarbital és a dexametazon kombinacidja rendelkezik az emlitett

képességgel.
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5.7. Summary

1. Phenobarbital and dexamethasone are potent inducers of CYP3A, the
glucocorticoid inducible cytochrome P450 enzymes. After treatment with any of
these two compounds, ethylmorphine or aminopyrine N-demethylation, the specific
activities of CYP3A are increased about twofold in rat liver microsomes comparing
to untreated animals. If the mechanism of CYP3A induction caused by
phenobarbital and dexamethasone is different, additive effect may be expected in
CYP3A  activities of liver microsomes from rats coadministered
phenobarbital+dexamethasone. The results showed that the effect of coinduction
did not differ from that of the treatment with phenobarbital or dexamethasone
alone; coadministration of phenobarbital and dexamethasone caused similar
elevation of CYP3A activities as it could be seen in the groups of rats treated with

phenobarbital or dexamethasone alone.

2. Phenobarbital or dexamethasone are not able to lift p-nitrophenol hydroxylase
activity of CYP2E1. However, rats treated with phenobarbital and dexamethasone
in combination showed threefold increase in p-nitrophenol hydroxylation. The

threefold induction was detected after the first 24 hours from the coadministration.

3. Cytochrome P450 enzyme is in the background of elevated p-nitrophenol

hydroxylation, as its activity could be inhibited by CO.

4. Molecular weight of the enzyme induced by phenobarbital + dexamethasone is

measured 53.000 dalton as determined with SDS-polyakrilamid gel electrophoresis.
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S. p-Nitrophenol hydroxylation assay is considered to be an indicator of
participation of CYP2EI. Although aniline  hydroxylation and
N-nitrosodimethylamine N-demethylation (the specific activities of CYP2EI) in
liver microsomes from phenobarbital + dexamethasone treated rats were on the
same level as in the microsomes of untreated animals. Furthermore, the specific
inhibitor of CYP2E1l, 3-amino-1,2,4-triazole or antt CYP2El IgG could not
inhibited completely p-nitrophenol hydroxylation. Western blot analysis displayed
that the microsomes from phenobarbital + dexamethasone induced rats had similar

content of CYP2ET1 as those from untreated animals.

CYP2EI is not responsible for the threefold increase of p-nitrophenol hydroxylation
in the microsomes of phenobarbital + dexamethasone treated rats. The conclusion
can be drawn that CYP2E1 is not the only one which can catalyse p-nitrophenoi

hydroxylation.

6. The effect of double induction with phenobarbital and dexamethasone is similar

both in male and female rats.

7. Flumecinol (Zixoryn®) + dexamethasone can produce the same induction of
p-nitrophenol hydroxylation as phenobarbital + dexamethasone. (Flumecinol is a
‘phenobarbital-type’ inducer.) So the ability of the induction is not possessed by

phenobarbital + dexamethasone combination alone.
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