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CYTOCHROM P450 A - 450

» NAZEV - P = pigment, zbarveni zdrojové jaterni tkdné
- spektrofotometrie komplexu s CO:
Cyt P450-Fe?*-CO = (a)typicka absorbce pri 450 nm
- klasifikace podle podobnosti v primarni strukture |
- cca 150 enzymi (4 rodiny): 17 Eleni u Elovéka

» HEMOPROTEIN

protoporfyrin ITII. - Fe3* koordinovany s HS-Cys apoenzymu
- integrdlni membrdnovy protein (hladké ER; vnéjSi mitochondrie)
- vazebna mista: 1. pro substrat; 2. hem - vazba a aktivace O,

> LOKALIZACE - JATRA (+ placenta; plice; st¥evo; kize)
- neni v séru, svalech, neuronech, erythrocytech
- pritomen u clovéka, zvirat, rostlin, hub, bakterii

> ROZDILY - substrdtova a reakcni specifita Cypl Al

- tkanova a bunécnd lokalizace
- zplsob regulace / / \
cytochrom rodina individudini

P450 enzym
podrodina

NejvyznamnéjSi CYPy v metabolismu Iéciv u lovéka

CYP1A1 CYP2A6 CYP3A4 CYP2D6
CYP1A2 CYP2B6 CYP3A5 CYP2E1
CYP1B1 CYP2C8 CYP3A7

CYP2C9

CYP2C18 . ‘ .
CYP2C19 R-H + 0-O + NADPH + H > R-OH + H,0 + NADP




ISOFORMA SUBSTRAT INHIBITOR INDUKTOR
CYP1A2 acetaminophen, antipyrine fluvoxamine, furafylline PAHSs, dioxins,
phenacetin, tamoxifen galangin omeprazole
CYP2A6 coumarin, nicotine menthofuran, methoxsalen phenobarbital
CYP2B6 artemisin, methadone ticlopidine, clopridogel phenobarbital
sertraline, efavirenz rifampicin
CcYpP2cs8 taxol, retinoic acid trimetoprim RIF, PB
CYP2C9 celecoxib, ibuprofen sulfaphenazole, tienilate RIF, PB
S-warfarin, tolbutamide
CcYP2cC18 tolbutamide, mephenytoin - RIF, PB
CYP2C19 diazepam, S-mephenytoin fluconazole RIF, PB
CYP2D6 bufuralol, fluoxetine, quinidine, paroxetine -
dextromethorphan, sparteine
CYP2E1 ethanol, chlorzoxazone disulfiram, 4-methylpyrazole ethanol

halothane, enflurane
CYP3A (50% of drugs), amiodarone
mifepristone, lovastatin

RIF, PB
corticoids

clarithromycin, itraconazole
erythromycin, ritonavir

(> jedna CYP isoforma metabolizuje velké mnoZstvi rozlignych substrétd |

> jeden substrat je metabolizovdn nékolika CYP isoformami, a produkovany
| Jjsou riizné metabolity y

(s )

jednotlivé CYP isoformy jsou regulovany riznymi mechanismy:

transkripcni, post-transkripcni, post-translacni

> exprese jednotlivych CYP isoforem je ovlivnéna polymorfismy,
fyziologickymi, pato-fyziologickymi, a environmentalnimi faktory

\> aktivita jednotlivych CYP isorofem je ovlivnéna substraty a inhibitory )




POLYMORFISMUS & MUTACE

CYP2D6

> pomali vs rychli metabolizatori (mutace resp. duplikace genu)

> tzv. spartein-debrisochinovy polymorfismus

» pomali metabolizdtori (cca 5% kavkazské popul.; 1% orientdlci; 18% San Bushman)

CYP1A1

» mutace v MspI misté v 3" -nekddujici oblasti a mutace v exonu 7 zvysuji aktivitu
indukovaného enzymu

> neni jasné, pro¢ tato mutace prestavuje zvysené riziko rakoviny plic u japonské ale ne u
kavkazské populace.

CYP2C19

» pomali a rychli metabolizatori - 4” -OH-(S)-mefenytoin

> mutace CYP2C19m1 - 75% defektl; mutace v exonu 5 - vede k absenci proteinu

> mutace CYP2C19m2 - 25% defektl; mutace v exonu 4 - predéasny STOP kodon,
zkrdceny neaktivni protein

» 3-b% kavkazské a 20% orientdlni populace

CYP3A5

> polymorfismus v expresi genu - pritomen u 10-30% kavkazské populace
> substratovd specifita fotoznd s CYP3A4

> polymorfismy u enzymt fdze IT (N-AcT, UDP-Glu) a transportéri (OATPs)
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POSTTRANSLACNI REGULACE

lokalizace - hrubé endoplazmatické retikulum, Golgiho apardt
nejvyznamnejsi u CYP2E1

velka interindividudlni variabilita v expresi genu a mnoZzstvi proteinu
metabolismus alkoholu a organickych rozpoustédel

indukovdn svymi substraty (ethanol, aceton)

vazba substratu do aktivniho mista CYP2E1 - ndsledné inhibice cAMP-dependentni
fosforylace Serl29, ktera spousti ztrdtu hemu a degradaci proteinu CYP2E1

¢im vétsi je afinita substrdtu k enzymu CYP2E1, tim vy3si je mira .indukce"

sensu stricto - nejednd se o indukci, ale o post-translaéni stabilizaci

POSTTRANSKRIPCNI REGULACE

lokalizace - hrubé endoplazmatické retikulum, Golgiho apardt

moznd Uloha mikro RNA?

nejvyznamnéjsi u CYP1A1, CYP1A2 a CYP2E1

stabilizace mRNA v pritomnosti induktoru - mechanismy nejsou detailné pochopeny
u CYP1A1/2 hraje receptor AhR roli ve stabilizaci mRNA
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TRANSKRIPCNI REGULACE

vyznamné u CYP1A1/2, CYP1B1, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8/9, CYP2C19, CYP3A4/5
zvysSeni de novo syntézy P450
inducibilita gend strukturné odlidnymi slou¢eninami:
- xenobiotika: alkaloidy, IéCiva, antibiotika, environmentdlni polutanty, soucdsti potravy
- endogenni slouceniny: steroidni hormony, retinova kyselina, prostaglandiny, vitamin D
induktory jsou ligandy (agonisté) xenobiotickych receptort
silné induktory jsou ¢asto pomalu metabolizovanymi substrdty; napt. polyaromatické
uhlovodiky, aromatické aminy, polychlorované bifenyly, rifampicin, fenobarbital,
karbamazepin, midazolam atd.
xenobiotické receptory: - transkripéni reguldtory exprese/indukce P450s

- ,sirotli (orphan)" receptory - nezndmy endogenni ligand

- Aryl Hydrocarbon Receptor (AhR)

- Pregnane X Receptor (PXR; NR1I?2)

- Constitutive Androstane Receptor (CAR; NR1I3)
steroidni a jaderné receptory: - GR, ER, RARs. RXRs, VDR, FXR

- .cross-talks"




SIROTCI RECEPTORY

» ,orphan receptors”; neni (dosud) znam endogenni ligand
> sirotci receptory jsou postupné ,deorfanizovany"

kanabinoidni receptory / opioidni receptory

(1) pozorovani farmakologického / fyziologického Gcinku ¢asto prirodniho produktu
(marihuana, hasis / opium)

(2) fytochemické studium - identifikace chemické komponenty zodpovédné za
bunéény / in vivo G¢inek (THC, tetrahydrokanabinol / morfin)

(3) medicindIni chemie - syntéza biologicky aktivnéjsich a bezpeénéjsich analog

(4) identifikace molekuldarniho bunééného cile vé. strukturni charakterizace -
krystal (kanabinoidni receptory CB1, CB2 / opioidni receptory uMOR, SDOR «KOR)

(B) raciondlni design Iéciva - docking, molekuldrni modelovani

(6) identifikace endogenniho ligandu (ADANDAMID / ENDORFINY)



ARYL UHLOVODIKOVY RECEPTOR (AHR)

receptor pro polyaromatické uhlovodiky; dioxinovy receptor
ligandy-aktivovany transkripéni faktor
¢len rodiny transkripénich faktord bHLH/PAS

bHLH = basic-Helix-Loop-Helix

PAS = Per-Arnt-Sim; Per = period; Sim = single-minded
> exprimovdn ve vSech tkanich
> transkripcné aktivni ve formé heterodimeru s ARNT (AhR/ARNT)
ARNT = AhR Nuclear Translocator
ARNT = podjednotka HIF1 - hypoxia inducible factor 1
aktivni AhR/ARNT se vdze do promotorové oblasti DNA

V VYV

DRE = dioxin-responsive element @
XRE = xenobiotic-responsive element S
AHRE = AhR responsive element DRE

core sequence 5'-6C6TG-3'
consensus sequence 5'-T/6NGCGTGA/CG/CA-3’



BUNECNA SIGNALIZACE AHR

Non-
canonical
genomic AhR

signaling

N «—

Non-genomic

AhR signaling CYP1-catalysed

degradation
of AhR ligands

CYP1A1
- AhRR
AhR ARNT | TIPARP

A
MING  XRE  2NNGNGNGNG

e.g. NF«B

- KLF6 I—»
'4I38] TFs NRE2
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Protein Nucleus

phosphorylation AhR degradation

in proteasome

Protein
ubiquitination
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cuLse o . P
complex [@

'PROTEIN'

Cytoplasm

Adopted from: Pinto et al 2023 Redox Biol 61:102622



> 848
KLF6 dimerization (398-805)
transactivation (490-805)

400

397

DNA-binding region (uniprot; 38-66)

basic helix-loop-helix domain (uniprot; 27-80)
hsp90-binding domain (27-79; 182-374)
ARNT dimerization domain (40-79; 121-289)
PER-ARNT-SIM A domain (uniprot; 111-181)
ligand-binding domain domain (230-397)
PER-ARNT-SIM B domain (uniprot; 275-342)
KLF6 dimerization domain (398-805)
transactivation domain (490-805)

nuclear localization signal (12-41)
DNA-binding domain (27-39)

nuclear export signal (62-72)
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ARYL UHLOVODIKOVY RECEPTOR

FUNKCE AhR

> regulace enzymu metabolismu xenobiotik (fdze I., faze II.)

> obecné - dloha v mnoha fyziologickych déjich - bunécny cyklus, imunitni
odpovéd’, diferenciace, apoptosa, vyvoj, regulace intermediarniho
metabolismu (sacharidy, lipidy)

> organové specifické funkce a toxikokinetika/toxikodynamika - jatra,
stievo, kizZe, plice, placenta

> AhR funguje jako ubiquitin-E3-ligasa

CILOVE GENY AhR
> detoxikaéni - CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1, UGTs, NADPH-red., 6STs atd.
> ostatni - AhRR, TGFB, p27, IL-1B, Jun, Bax, atd.

LIGANDY AhR

> enormni mnoZstvi - endogenni, mikrobialni (comensal vs
pathogenic), xenobiotické (prirodni, syntetické - 1éCiva,
environmentadlini polutanty)

> velka ligand-vazebna doména; rizné ligandy interaquji s
ruznymi aminokyselinovymi zbytky v LBD - diverzita vazby a
bunééné odpovédi

> dudlni charakter AhR a jeho ligandi: ,Janus faced"
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PREGNANOVY X RECEPTOR (NR1I2)

> jaderny receptor; rodina steroid-thyroid-retinoid receptors

> objev PXR znamenal revoluci ve farmakologii a vyvoji IéCivill

> aktivace PXR xenobiotiky (v¢. léCiv) je molekularni podstatou lékovych
interakci zplisobenych tzv. indukci exprese biotransfromaénich enzymi -
faze I. (cytochrom P450), faze II. (UGTs), faze III. (transportery)

FUNKCE PXR

> regulace enzymi metabolizujicich |é€iva - tzv. ,xenosenzor"

> regulace genli metabolismu lipidd, sacharidi, cholesterolu, Zluéovych kyselin
> exprimovan v jatrech, GIT, ledvindch

CILOVE GENY PXR

> detoxikaéni - CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP3A4, CYP3A7,
6STs, STs, 6STs, MDR1, MRPs atd.

> ostatni - ALAS-1, ApoAl, HDLc atd.

LIGANDY PXR

> XENOBIOTICKE - rifampicin, barbiturdty, glukokortikoidy, nifedipin,
hyperforin, azolovad antimykotika atd.

> ENDOGENNI vitamin E, ZluCové kyseliny, steroidy

> MIKROBIALNI - stievni mikrobiota - Zluéové kyseliny, indol-3-octovd kys.



PREGNANOVY X RECEPTOR

> transkripcné aktivni PXR funguje ve formé heterodimeru s RXR
> vazebna mista pro PXR/RXR v DNA AGGTCA-like core sekvenci, a rizné
strukturni motivy - DR3, DR4, ER6, IR6 apod.

NRE: AGGTCA-like
e /! e DR
e =y ERn
— , — o

A/B ¢c D E F
v I COOH
AF1 DBD HINGE AF2 - LBD . C-‘r.er'minal domain

> N-terminal domain * variable

> activation function
> ligand independent



KONSTITUTIVNI ANDROSTANOVY RECEPTOR (CAR)

> formadlné jaderny receptor (NR1I3): nékdy Constitutive- Activated Receptor

> CAR je velmi podobny PXR - sdileji aktivatory, cilové geny, dimerizacni
partnery a koaktivdtory, responsivni elementy.....

> transkripcné aktivni ve formé heterodimeru CAR/RXR

> v klidové formé je v cytosolu a po aktivaci translokuje do jddra

> mechanismus aktivace neni presné jasny - ligand-dependentni aktivace
(ligandy CAR jsou vzacné) vs ligand-independentni aktivace (fosfatasy?)

FUNKCE CAR

> regulace enzymu metabolizujicich 1é€iva - tzv. ,xenosenzor"

> regulace genli metabolismu lipidd, sacharidl, cholesterolu, Zlu€ovych kyselin
> exprimovdn v jatrech, GIT, ledvindch

AKTIVATORY CAR (ligandy nejsou znamy)
> XENOBIOTICKE barbiturdty, fenytoin, léCiva
» ENDOGENNI - (?orphan?); bilirubin, farnesol

CILOVE GENY CAR e ! ey DRI
> detoxikadni - CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, . =
CYP2C19, CYP3A4, CYP3A7, GSTs, STs, GSTs, === ERn
MDR1, MRPs atd. )y, e— o,

> ostatni - ALAS-1, ApoAl, HDLc atd.
NRE: AGGTCA-like



RECEPTOR CROSS-TALKS

> mezi xenoreceptory, steroidnimi, thyroidnimi a retinoidnimi receptory
existuji rizné funkéni a transkripéni vzajemné interakce, probihajici ruznymi
mechanismy - tzv. CROSS-TALKS

> vyznamné fyziologické a patofyziologické dopady

Ligand X Ligand Y

l l
NR-x (> . NR-y

NR-x-RE l l NR-y-RE

DD DDA

l l

Cilové geny X Cilové geny Y



SDILENI LIGANDU

> Ligand ,X" se vaze na receptor ,NR-Y"

PXR ligandy CAR ligandy
> rifampicin » CITCO
> hyperforin ) ] > bilirubin
> omeprazol Ligand X Ligand Y > valprodt

» ZluCové kys.

1 - fenobarbital 1
NR-x-RE NR-y-RE
DA DA > CAR a PXR
> PXR a GR
1 1 > FXR a PXR
> FXR a VDR

Cilové geny X Cilové geny Y

Adopted from www.hepatologyinvitro.org



SDILENI RESPONSIVNIHO ELEMENTU
> Receptor ,NR-X" se vdZze do promotoru ,NR-Y-RE"

Ligand X Ligand Y

l

NR-x- RE l NR- y -RE
» CAR a PXR
» PXR a VDR
» FXR a PXR/CAR
Cilové geny X Cilové geny Y

Adopted from www.hepatologyinvitro.org > PXR akTivuje VDR-cilové geny (CYP 24)



SDILENI RESPONSIVNIHO ELEMENTU

> responsivni element pro CYP3A4 > do VDRE se vaze PXR

vaze VDR, PXR, CAR > léky vyvolanad osteomalacie -
indukce CYP24 - zrychleny
katabolismus vitaminu D
(inaktivace)

Vitamin D precursors Drugs

CYP27A
CYPZ2R1

v
——+» CYP3A4 25(0H)D, _m 24,25(0H),D,

major circulating form inactive form

CYP2B6 : o H
CYP2C9 o 1B ‘
) <>
....... v+

s, gy o,
CYP3A4  CYP2B6 CYP2C9




REGULACE REGULATORU

> receptor NR-x reguluje expresi receptoru NR-y

Ligand X Ligand Y
NR-x- RE NR-y-RE

l l

Cilové geny X Cilové geny Y
> kaskada GR-PXR/CAR-P450

Adopted from www.hepatologyinvitro.org



MECHANISMY INDUKCE P450s GLUKOKORTIKOIDY

Prima vazba GR do promotoru
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INTERAKCE PRES KOAKTIVATOR

> receptor NR-x je koaktivatorem receptoru NR-y

Ligand X Ligand Y > AHR-ER
» CAR/PXR-FoxOl1

» CAR/PXR-SHP

NR-x- RE NR -y-RE
]IPM]M[[NI]M[ ]INI[[M]]INI[MI]M[
Cilové geny X Cilové geny Y

> AhR je koaktivator ER

Adopted from www.hepatologyinvitro.org



METABOLISMUS LIGANDU CILOVYM GENEM

» Gen X" mebatolizuje ligand ,Y"

. _ > CAR/PXR - T3/T4 (TR)
Ligand X Ligand Y 5 cAR/PXR - AhR

l l
NR-x () . NR-y

NR-x-REl l NR-y-RE
DDA DDA
Cilové geny X Cilové geny Y

> T3 a T4 jsou metabolizovdany UGT1A1
Adopted from www.hepatologyinvitro.org > UGT1A1 je indukovan PFCS CAR



LEKOVE INTERAKCE

» farmakodynamické - jsou predvidatelné, vychazi se z mechanismu Gcinku
> farmakokinetické - a priori nepredvidatelné

Lékové interakce - indukce P450 enzymu (cyclosporin vs rifampicin)

> pacient po transplantaci ledvin uzivd imunosupresivum cyclosporin a
antibiotikum rifampicin

> cyclosporin je substratem CYP3A4

> rifampicin je silny induktor exprese CYP3A4

» metabolismus cyclosporinu je natolik akcelerovany, Ze bez dpravy ddvkovani
vymizi jeho terapeuticky U¢inek — organ rejection

Lékové interakce - inhibice P450 enzymu (cyclosporin vs ketokonazol)

> pacient po transplantaci ledvin uZivd imunosupresivum cyclosporin a
antimykotikum ketokonazol

» cyclosporin je substratem CYP3A4

> ketokonazol je silny inhibitor enzymové aktivity CYP3A4

» metabolismus cyclosporinu je natolik zpomaleny, Ze bez dpravy ddvkovani dojde
k ndrdstu plasmatické koncentrace had bezpeénou mez — nefrotoxicita



