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Naturalne inhikitory aktywnosci ferrochelatazy w przypadku
czerniaka zlosliwego u chomikow

EcrecTBenHble MHTUOMTODBI aKTUMBHOCTM eppoxesiaTa3a B CJly4dae ITMTMEHTHON
MeJIaHOMBbI Y XOMAKOB

Natural Inhibitors of Ferrochelatase Activity in Melanocarcinoma in Hamsters

WSTEP

Nowotwory majq zdolnos¢ wytwarzania specyficznych substancji po-
wodujacych zaburzenia w metabolizmie gospodarza. W r. 1948 N ak a-
hara i Fukuoka (6, 7) wyizolowali z tkanek réznych nowotworéw
ludzkich toksyczng substancje, ktérg nazwali toksohormonem. Biologiczne
efekty oddzialywania toksohormonu byly przedmiotem wielu badan.
Obecnie przyjmuje sie, ze toksohormon powoduje obnizenie aktywnosci
katalazy w watrobie i poziomu zelaza w surowicy krwi, wzrost poziomu
porfiryn watrobowych oraz zwiekszenie ciezaru watroby, $ledziony i nad-
nerczy (1, 7, 10).

W naszych badaniach (3) nad czerniakiem melanotycznym pasazowa-
nym na chomiku syryjskim, zaobserwowaliSmy w watrobie zwierzat z tym
guzem zmiany aktywnosci ferrochelatazy (E.C.4.99.1.1). W pracy niniej-
szej przedstawiono do$wiadczenia nad zmianami aktywnoséci ferrochela-
tazy watrobowej in vivo i in vitro pod wplywem naturalnych inhibito-
réw w przypadku melanoma melanoticum.
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MATERIAL I METODY

Preparat frakcji mitochondrialnej, zawierajacy enzym ferrochelataze, izolowano
z watr6b chomikéw zdrowych oraz z wabtr6b zwierzgt z przeszczepialnym guzem
czerniaka pigmentowego weditug schematu 1.

Schemat 1. Izolacja frakcji cytoplazmatycznej i mitochondrialnej z komérek watroby
chomiczej
The isolation of cytoplasmic and mitochondrial fractions from the hamster liver cells

wgtroba—Liver

homogenizacja
w buforze 0,005 M Tris-HCl
+0,25 M sacharozy
+0,002 M EDTA pH 17
wirowanie przy 750X g przez 20’
homogenization
in buffer 0,005 M Tris-HCIl
+0,25 M of saccharose
+0,002 M of EDTA pH 7
centrifugation at 750Xg for 20’

l

Supernatant I Osad I
wirowanie przy 6500Xg przez 10’ odrzucono
Supernatant I Precipitate 1
centrifugation at 6500Xg for 10’ rejected
Supernatant II Osad IT
ultrawirowanie 105 000X g przez 60’ przemywanie wyjscilowym buforem
Supernatant II wirowanie przy 6500Xg przez 10
ultracentrifugation 105 000Xg for 60’ Precipitate II

washing with initial buffer
centrifubation at 6500Xg for 10’

Supernatant IV Osad IV Supernatant III Osad III
Frakcja cytoplazma- odrzucono odrzucono Frakcja mitochn-
tyczna Precipitate 1V Supernatant III drialna
Supernatant IV rejected rejected Precipitate III
Cytoplasmic fraction Mitochondrial
fraction

Aktywnoéé enzymu oznaczano wykorzystujac powstawanie hemochromogenu
pirydyny wedhug metody Porra { Jonesa (8). W dodwiadczeniu in vitro w gléw-
nym ramieniu aparatu Thunberga umieszczano 5 mg bialka frakcj mitochondrialnej
watroby, 200 mM protoporfiryn, 200 nM buforu fosforanowego, 1 mg biatka suro-
wicy bgdZ 1 mg biatka frakcji cytoplazmatycznej. Frakcje cytoplazmatyczng otrzy-
mywamno przez ultrawirowanie przy 105 000 Xg w ciggu 60 min. homogenatu z watro-
by, przygotowanego wediug schematu 1. Boczne ramie aparatu Thunberga zawieralo
400 nM FeSO, i 20 nM dwutiotreitolu. Przed rozpoczeciem inkubacji prébki do-
prowadzano pH do 8—8,1. Preparat toksohormonu izolowano z guzéw czerniaka
2loéliwego pasazowanych na chomiku syryjskim (10). Przy oznaczaniu wplywu pre-
paratu toksohormonu na aktywnoéé ferrochelatazy in vitro w giéwnym ramieniu



Naturalne inhibitory aktywnosci ferrochelatazy... 189

aparatu Thunberga umieszczano okreflong ilo&¢ frakcji toksohormonu TH, roz-
puszczong w 0,2 ml wody destylowanej. Uwzgledniono prébe kontrolng bez tokso-
hormonu i drugg — z zagotowanym enzymem. Biatko oznaczano metoda Lowry

i wspélprac. (4).
WYNIKI
Jak widac z rezultatow doswiadczenia przedstawionych na ryc. 1 po

24 godz. od iniekeji zawiesiny komoérek nowotworu melanoma wystepuje
50% spadek aktywmnosci ferrochelatazy watrobowej. Podobny efekt ha-
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Ryc. 1. Wplyw homogenatu z nowo-
tworu melanoma na aktywno$é
ferrochelatazy watrobowej in vivo
The effect of the homogenate from
melanoma neoplasm on the activity C2as wzrostu nowotworu

of ferrochelatase in vivo The time of tumour growth
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Aktywnosé ferrochelalazy (uM hemu/mg buatka) — The
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mowania aktywnosci ferrochelatazy uzyskano w doswiadczeniu in vitro
przez frakcje cytoplazmatyczng izolowang z komoérek watroby chomika
we wezesnym okresie choroby nowotworowej (guz niewyksztaloony) —
ryc. 2. Sama frakcja cytoplazmatyczna izolowana z komérek watroby
chomika zdrowego (C,) badz chomika z nowotworem (Cg) nie wykazuje
aktywnosci ferrochelatazowej. Dodanie frakcji C4 do enzymu izolowame-
go z watroby chomika zdrowego nie ma wplywu na aktywmos¢ ferroche-
latazy.

Dzialanie surowicy zwierzecia zdrowego oraz chomika z 4-tygodnio-
wym nowotworem na aktywmno$¢ ferrochelatazy w watrobie chomika zdro-
wego przedstawia ryc. 3. Stwierdzono, ze surowica chomika z guzem
czerniaka zlo$liwego powoduje ok. 70% spadek aktywmnosci ferrochelatazy
watrobowej. Natomiast surowica zwierzecia zdrowego wywotuje tylko nie-
znaczne (4%) obnizenie aktywmosci badanego enzymu. Jedng z przyczyn
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Ryc. 2. Wplyw frakcji cytoplazmatycznej z watroby chomiczej na aktywnoéé ferro-
chelatazy; My — frakcja mitochondrialna z komérek wytroby chomika z 4-tygod-
niowym guzem; Cp — frakcja cytoplazmatyczna z komérek watroby chomika z 4-ty-
godniowym guzem; Cp, — frakcja cytoplazmatyczna z wgtroby chomika w 7 dniu
choroby nowotworowej; M, — frakcja mitochondrialna z komérek watroby cho-
mika zdrowego; C, — frakcja cytoplazmatyczna z komébrek watroby chomika
zdrowego
The effect of cytoplasmic fraction from the hamster liver on the activity of ferro-
chelatase; Mg — mitochondrial fraction from the liver cells of a hamster with
4-week tumour; Cg — cytoplasmic fraction from the liver cells of a hamster with
4-week tumour; Ca. — cytoplasmic fraction from the hamster liver on the 7th day
of neoplasmic disease; M, mitochondrial fraction from the liver cells of a healthy
hamster; C, — cytoplasmic fraction from the liver cells of a healthy hamster

hamowania aktywnosci ferrochelatazy watrobowej w przypadku mela-
noma moglo by¢ oddzialywanie toksohormonu. Doswiadczenia nad wply-
wem toksohormonu na aktywmnos¢ ferrochelatazy watrobowej ilustruje
ryc. 4. Okazalo sie, ze preparat tokschormonu TH, w ukladzie in vitro
powoduje obnizenie aktywnosci ferrochelatazy wgtrobowej, przy czym
w zakresie stosowanych dawek wystepuje zaleznos¢ prostoliniowa w skali
logarytmicznej.

DYSKUSJA

Plazma i surowica réznych gatunkow zwierzat wykazuje dziatanie ha-
mujace na inkorporacje Fe przez ferrochelataze izolowang z erytrocytow
(2, 9). Jak wykazaly badania przeprowadzone przez Mazanowska
i wspoélprac. (5), ten inhibitorowy efekt jest zwigzany z frakcjg bialtkowa
albumin.
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Ryc. 3. Wplyw surowicy chomika zdrowego (As) i z nowotworem (Bg) na aktywno$¢
ferrochelatazy
The effect of the serum of a healthy hamster (Ag) and of the one with the
neoplasm (Bg) on ferrochelatase activity
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Ryc. 4. Wplyw toksohormonu TH,

na aktywno$é ferrochelatazy watro-

bowe] w ukladzie in vitro .

The ef;e(‘:t of TH, t.oxohormone on ” o 5 10'00
the activity of hepatic ferrochelatase

in vitro

wy toksoharmonu — M9 uF toxohormane
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Z naszych badan nad ferrochelataza izolowang z komérek watroby
zwierzecia zdrowego wynika, ze efekt hamowania aktywmnosci tego enzy-
mu przez surowice jest 17 razy wyzszy w przypadku surowicy zwierzat
Z 4-tygodniowym guzem nowotworowym. Podobny wymnik uzyskano przy
uzyciu cytosolu z watréb zwierzat z czerniakiem pigmentowym. Mozna
wiec przypuszczacd, ze tak znaczny efekt hamowania aktywnosci ferroche-
latazy watrobowej in vivo i in vitro przez naturalne mhibitory w przy-
padku melanoma jest zwigzany z wplywem toksohormonu (ryc. 4). Wy-
daje sie wiec, ze badania nad toksohormonem mogg byé pomocne w diag-
nostyce choréb nowotworowych.

WNIOSKI

1. Frakcja cytoplazmatyczna izolowana z watroby chomiké6w z no-
wotworem oraz surowica tych zwierzat wywiera dzialanie hamujace na
aktywnosé¢ ferrochelatazy z komoérek watroby zwierzat zdrowych w do-
Swiadczeniu in vitro.

2. Preparat toksohormonu z melanoma w doswiadczeniu in vitro po-
woduje spadek aktywnosci ferrochelatazy watrobowej, wyodrebnionej
z watroby zwierzat zdrowych.
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PE3IOME

YcTalloBNeHO, YTO CHLIBOPOTKA KPOBY XOMAKA C 4-HEJeJIbHOW ONyXOJAbIO IMIMEHT-
HOM MeJIaHOMBI M LMTONJAa3MaTUYecKas (PPaKUUA M3 NEeYyeHU JKUBOTHBLIX B HEOMJa-
cTUdecKoy 6OoJie3HM TOPMO3UT AKTHMBHOCTBL (hbeppoxesaTa3bl M3 KJETOK MNe4YeHu 370-
POBBIX JXUBOTHBIX. II0OX0XKMe pe3yJbTaThl OblAM IOJy4YeHbl B 3KCIIEPUMEHTE C 3H-
IOreHHbIM TOKCOIMODMOHOM M M30JMPOBaHHBIM M3 OMYyXOJM MenaHOMEI melanoticium.

Ha ocHOBe npoBefeHHBIX MCCJEAOBAHMIA MOXKIO CcAeJaTh NpeRNnoJjoxXeHue, 4TO
adperT TOpMOIKeHUA AKTMBHOCTM IedeHOYHOM ceppoxenara3nr in vivo m in vitro

€CTeCTBEeHHbIMM UHIMOMTOPaMy B cJyuae MeJlaHOMEI CBA3aH C BO3JeACTBMEM TOKCO-
TOpMOHa.

SUMMARY

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

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