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EcrecTBeHHbie Miirn6nT0pbi aKTMBHOCTM <peppoxeJiaTa3a b cjiynae nnrMeHTHOtł 
MejiaHOMbi y xomhkob

Natural Inhibitors of Ferrochelatase Activity in Melanocarcinoma in Hamsters

WSTĘP

Nowotwory mają zdolność wytwarzania specyficznych substancji po
wodujących zaburzenia w metabolizmie gospodarza. W r. 1948 Naka- 
h a r a i F u k u o k a (6, 7) wyizolowali z tkanek różnych nowotworów 
ludzkich toksyczną substancję, którą nazwali toksohormonem. Biologiczne 
efekty oddziaływania toksohormonu były przedmiotem wielu badań. 
Obecnie przyjmuje się, że toksohormon powoduje obniżenie aktywności 
katalazy w wątrobie i poziomu żelaza w surowicy krwi, wzrost poziomu 
porfiryn wątrobowych oraz zwiększenie ciężaru wątroby, śledziony i nad
nerczy (1, 7, 10).

W naszych badaniach (3) nad czerniakiem melanotycznym pasażowa- 
nym na chomiku syryjskim, zaobserwowaliśmy w wątrobie zwierząt z tym 
guzem zmiany aktywności ferrochelatazy (E.C.4.99.1.1). W pracy niniej
szej przedstawiono doświadczenia nad zmianami aktywności ferrochela
tazy wątrobowej in vivo i in nitro pod wpływem naturalnych inhibito
rów w przypadku melanoma melanoticum.
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MATERIAŁ I METODY

Preparat frakcji mitochondrialnej, zawierający enzym ferrochelatazę, izolowano 
z wątrób chomików zdrowych oraz z wątrób zwierząt z przeszczepialnym guzem 
czerniaka pigmentowego według schematu 1.

Schemat 1. Izolacja frakcji cytoplazmatycznej i mitochondrialnej z komórek wątroby 
chomiczej

The isolation of cytoplasmic and mitochondrial fractions from the hamster liver cells

Wątroba — Liver

homogenizacja 
w buforze 0,005 M Tris-HCl 

+0,25 M sacharozy 
+0,002 M EDTA pH 7 

wirowanie przy 750 Xg przez 20' 
homogenization 

in buffer 0,005 M Tris-HCl 
+0,25 M of saccharose 

+0,002 M Of EDTA pH 7 
centrifugation at 750Xg for 20'

Supematant I Osad I
wirowanie przy 6500 Xg przez 10' odrzucono

Supematant I Precipitate I
centrifugation at 6500 Xg for 10' rejected

Supematant II Osad n
ultrawirowanie 105 000Xg przez 60' przemywanie wyjściowym buforem

Supematant H wirowanie przy 6500Xg przez 10'
ultracentrifugation l05 000Xg for 60' Precipitate II

washing with initial buffer 
centrifubation at 6500Xg for 10'

Supematant IV Osad IV Supematant ni Osad III
Frakcja cytoplazma- odrzucono odrzucono Frakcja mitochn-

tyczna Precipitate IV Supematant IU drialna
Supematant IV rejected rejected Precipitate III

Cytoplasmic fraction Mitochondrial
fraction

Aktywność enzymu oznaczano wykorzystując powstawanie hemochromogenu 
pirydyny według metody Porra i Jonesa (8). W doświadczeniu in vitro w głów
nym ramieniu aparatu Thunberga umieszczano 5 mg białka frakcji mitochondrialnej 
wątroby, 200 mM protoporfiryn, 200 nM buforu fosforanowego, 1 mg białka suro
wicy bądź 1 mg białka frakcji cytoplazmatycznej. Frakcję cytoplazmatyczną otrzy
mywano przez ultrawirowanie przy 105 000 Xg w ciągu 60 min. homogenatu z wątro
by, przygotowanego według schematu 1. Boczne ramię aparatu Thunberga zawierało 
400 nM FeSO4 i 20 nM dwutiotreitolu. Przed rozpoczęciem inkubacji próbki do
prowadzano pH do 8—8,1. Preparat toksohormonu izolowano z guzów czerniaka 
złośliwego pasażowanych na chomiku syryjskim (10). Przy oznaczaniu wpływu pre
paratu toksohormonu na aktywność ferrochelatazy in vitr& w głównym ramieniu
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aparatu Thunberga umieszczano określoną ilość frakcji toksohormonu THj roz
puszczoną w 0,2 ml wody destylowanej. Uwzględniono próbę kontrolną bez tokso
hormonu i drugą — z zagotowanym enzymem. Białko oznaczano metodą L o w r y 
i współprac. (4).

WYNIKI

Jak widać z rezultatów doświadczenia przedstawionych na ryc. 1 po 
24 godz. od iniekcji zawiesiny komórek nowotworu melanoma występuje 
50% spadek aktywności ferrochelatazy wątrobowej. Podobny efekt ha-

Ryc. 1. Wpływ homogenatu z nowo
tworu melanoma na aktywność 
ferrochelatazy wątrobowej in vivo 

The effect of the homogenate from 
melanoma neoplasm on the activity

of ferrochelatase in vivo
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Czas wzrostu nowotworu 

The tume of tumour growth

mowania aktywności ferrochelatazy uzyskano w doświadczeniu in vitro 
przez frakcję cytoplazmatyczną izolowaną z komórek wątroby chomika 
we wczesnym okresie choroby nowotworowej (guz niewykształcony) — 
ryc. 2. Sama frakcja cytoplazmatyczna izolowana z komórek wątroby 
chomika zdrowego (CA) bądź chomika z nowotworem (CB) nie wykazuje 
aktywności ferrochelataizowej. Dodanie frakcji CA do enzymu izolowane
go z wątroby chomika zdrowego nie ma wpływu na aktywność ferroche
latazy.

Działanie surowicy zwierzęcia zdrowego oraz chomika z 4-tygodnio- 
wym nowotworem na aktywność ferrochelatazy w wątrobie chomika zdro
wego przedstawia ryc. 3. Stwierdzono, że surowica chomika z guzem 
czerniaka złośliwego powoduje ok. 70% spadek aktywności ferrochelatazy 
wątrobowej. Natomiast surowica zwierzęcia zdrowego wywołuje tylko nie
znaczne (4%) obniżenie aktywności badanego enzymu. Jedną z przyczyn
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Ryc. 2. Wpływ frakcji cytoplazmatycznej z wątroby chomiczej na aktywność ferro
chelatazy; MB — frakcja mitochondrialna z komórek wątroby chomika z 4-tygod
niowym guzem; CB — frakcja cytoplazmatyczna z komórek wątroby chomika z 4-ty- 
godniowym guzem; CB, — frakcja cytoplazmatyczna z wątroby chomika w 7 dniu 
choroby nowotworowej; MA — frakcja mitochondrialna z komórek wątroby cho
mika zdrowego; CA — frakcja cytoplazmatyczna z komórek wątroby chomika 

zdrowego
The effect of cytopiasmic fraetion from the hamster liver on the activity of ferro- 
chelatase; MB — mitochondrial fraetion from the liver cells of a hamster with 
4-week tumour; CB — cytopiasmic fraetion from the liver cells of a hamster with 
4-week tumour; CB. — cytopiasmic fraetion from the hamster liver on the 7th day 
of neoplasmic disease; MA mitochondrial fraetion from the liver cells of a healthy 
hamster; CA — cytopiasmic fraetion from the liver cells of a healthy hamster

hamowania aktywności ferrochelatazy wątrobowej w przypadku mela- 
noma mogło być oddziaływanie toksohormonu. Doświadczenia nad wpły
wem toksohormonu na aktywność ferrochelatazy wątrobowej ilustruje 
ryc. 4. Okazało się, że preparat toksohormonu TH2 w układzie in vitro 
powoduje obniżenie aktywności ferrochelatazy wątrobowej, przy czym 
w zakresie stosowanych dawek występuje zależność prostoliniowa w skali 
logarytmicznej.

DYSKUSJA

Plazma i surowica różnych gatunków zwierząt wykazuje działanie ha
mujące na inkorporację Fe przez ferrochelatazę izolowaną z erytrocytów 
(2, 9). Jak wykazały badania przeprowadzone przez Mazanowską 
i współprac. (5), ten inhibitorowy efekt jest związany z frakcją białkową 
albumin.



Naturalne inhibitory aktywności ferrochelatazy... 191

“i

r—.
E

Ryc. 3. Wpływ surowicy chomika zdrowego (As) i z nowotworem (Bs) na aktywność 
ferrochelatazy

The effect of the serum of a healthy hamster (As) and of the one with the 
neoplasm (Bs) on ferrochelatase activity

Ryc. 4. Wpływ toksohormonu TH2 
na aktywność ferrochelatazy wątro

bowej w układzie in vitro 
The effect of TH2 toxohormone on 
the activity of hepatic ferrochelatase 

tn vitro

--------------------------- ----»----
K 200 500 *300
toksohormonu — /jg of toxohormone
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Z naszych badań nad ferrochelatazą izolowaną z komórek wątroby 
zwierzęcia zdrowego wynika, że efekt hamowania aktywności tego enzy
mu przez surowicę jest 17 razy wyższy w przypadku surowicy zwierząt 
z 4-tygodniowym guzem nowotworowym. Podobny wynik uzyskano przy 
użyciu cytosolu z wątrób zwierząt z czerniakiem pigmentowym. Można 
więc przypuszczać, że tak znaczny efekt hamowania aktywności ferroche
latazy wątrobowej in vivo i in vitro przez naturalne inhibitory w przy
padku melanoma jest związany z wpływem toksohormonu (ryc. 4). Wy
da je się więc, że badania nad toksohormonem mogą być pomocne w diag
nostyce chorób nowotworowych.

WNIOSKI

1. Frakcja cytoplazmatyczna izolowana z wątroby chomików z no
wotworem oraz surowica tych zwierząt wywiera działanie hamujące na 
aktywność ferrochelatazy z komórek wątroby zwierząt zdrowych w do
świadczeniu in vitro.

2. Preparat toksohormonu z melanoma w doświadczeniu in vitro po
woduje spadek aktywności ferrochelatazy wątrobowej, wyodrębnionej 
z wątroby zwierząt zdrowych.
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PE3K5ME

yCTailOBJieHO, HTO CbIBOpOTKa KpOBM XOMHKa C 4-HeflejIbHOfł OnyXOJIbIO nHTMeHT- 
HOń MejiaHOMbi n nMTonjia3MaTMHecKaH cppaKiyw M3 neneuM ?KMBOTHbix b Heonjia- 
CTMHeCKOił 6OJie3HM TOpM03MT aKTMBHOCTb <J>eppOXeJiaTa3bI M3 KJieTOK neneHM 3^0- 
poBbix jKMBOTHbix. noxo5KMe pe3yjibTaTbi 6ł>ijim nojiyneHbi b 3KcnepMMeHTe c 3h- 
AoreHHbiM TOKcoropMOHOM m M30jinp0BaHiibiM M3 onyxojiM MejiaHOMbi melanoticium.

Ha ocHOBe npoBefleHHbix MccjiejiOBaHiiM mojkiio cgeJiaTb npe^nojiojKeime, hto 
scpcpcKT TopMOJKeiiHH aKTMBHOCTM neneHOHHOft <ł)eppoxejiaTa3bi in vivo a in nitro 
ecTecTBeHHbiMM MHrn6MT0paMM b cjiynae MejiaHOMbi CBH3an c B03fleficTBMeM tokco- 
ropMOHa.

SUMMARY

Am inhibitory effect of both the serum of a hamster with a four-month-oild 
pigment melanoma tumour and a cytoplasmic fraction from the livers of the ani- 
mals in their early stage of neoplasmic disease on the activity of ferrochełatase 
from the liver cells of healthy animals was found. A similar result was obtained 
during an experiment with an endogenous toxohromone isolated from melanoma 
melanoticium tumours.

On the basis of the experiments it can be assumed that the effect of inhibiting 
the activity of liver ferrochełatase in vivo and in nitro by natural inhibitors in 
melanoma is connected with toxohormone action.
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