MECHANISMY TRANSKRIPCNI REGULACE CYTOCHROMU P450
RODINY 1 A JEJICH ULOHA V BIOTRANSFORMACI
KARCINOGENU
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Zakladni koncept (dogma) toxikologie/farmakologie

specifické jaderné receptory aktivované xenobiotiky reguluji
jejich detoxifikaci/bioaktivaci prostrednictvim indukce
exprese/aktivity enzymi metabolizujich xenobiotika
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ADME = Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion




Uloha epigenetickych mechanismii v regulaci metabolismu a
transportu farmak vs. toxicita env. polutantu?
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Cytochromy P450 (CYP)

CYPy - velka skupina monooxygendz, které katalyzuji metabolismus rady
exogennich a endogennich substrdti v organismu, vé. xenobiotik:

RH + O, + NADPH + H* — ROH + H,0 + NADP*
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Klasifikace cytochromu P450

Table 2 | Functions of human CYP enzymes

Family Numberof Number Substrates/function
subfamilies of genes

/(LZYPI 2 3 Metabolism of eicosanoids* and xenobiotics; ‘\ .A B
in addition, CYP1A2 metabolizes melatonin,
oestrogen, uroporphyrin and ~24 drugs

CYP2 13 16 Metabolism of eicosanoids*, xenobiotics and
many drugs

CYP3 1 4 Mertabolism of eicosanoids*, xenobiotics and
many drugs

CYP4 6 12 Metabolism of eicosanoids*, xenobiotics and
few drugs /

1 1 Thromboxane A, synthase
2 2 Cholesterol, bile acid synthesis
fl CYP8 2 2 Prostacyclin synthase, bile acid synthesis
. 1 d Cytochrome P450 (CYP) proteins are arranged into families and subfamilies, which are
CYP17 ! 1 Steroid 17 hydroxylase' 17/20 lyase derived from per cent amino-acid sequence identity. Proteins that have roughly >40%
CYP19 1 1 Oestrogen aromatization sequence similarity are members of the same gene family, whereas those with >70%
similarity are members of the same subfamily. The development and application of this
CYP20 1 1 Expressed in gastrula, neural patterning and | delightfully logical system of nomenclature’ has eliminated the confusion that often
somitogenesis organogenesis fetus and plagues the naming of gene families and superfamilies. The fact that there are 20 CYP
nasopharvnx ’ ! genes in Mycobacterium tuberculosis and seven in Bacillus subtilis emphasizes the
L likelihood that the CYP superfamily existed long before the prokaryote—eukaryote split
CYP21 1 1 Steroid 21-hvdroxylase some 2.1 billion years ago®, and the earliest ancestor probably arose around the time
hy 4 that the partial pressure of oxygen increased dramatically on the planet. The CYP51
CYP24 1 1 Vitamin [)3 24-hydroxy[ase gene exists in bacteria, plants, fungi and animals, indicating that this was probably the
first eukaryotic CYP gene. The human, mouse and rat genomes contain 57,102 and 87
CYP26 3 3 Retinoic acid hydroxylation CYP genes, respectively’. Orthologous Cyp genes between the mouse and rat generally
- X - e - show 90-92% sequence similarity, human CYP orthologues of rodent Cyp genes are
CYP27 3 3 Bile acid biosynthesis, vitamin D, usually 78-82% similar.
hydroxylations
CYP39 1 1 24-hydroxycholesterol 7-hydroxylase
== n . T Se sy e il The role of cytochrome P450 enzymes
olester roxytase in the centra £ . .
nervous system in endogenous signalling pathways
and environmental carcinogenesis
Ps1 1 1 Lanosterol 14-demethylase _ :
- Daniel W. Nebert and Timothy P. Dalton




Cytochromy P450 rodiny 1 (CYP1) a metabolismus

P450 2E1 11%

P450 2A6 8%

° o

karcinogenu

m Other 4% AKR 8%
COX 2%
NAT 7%
FMO 1%
P450 66%

B Other 23% P450 1A1 20%
P450 3A4 10%

P450 1A2 17%

P450 1B1 11%

Chem. Res. Toxicol. 2012, 25, 1316-1383



Exprese CYP1 enzymi je primdrné kontrolovana AhR
= receptor pro aromatické uhlovodiky (aryl hydrocarbon receptor)

AhRR mRNA translation

et genes ex/re ion:
Cyp1a1/1a2/1b1,

Ugt1a, Ngo1, AhRR,
Nrf2, junD, p21, p27,
Bax

CELL MEMBRANE

CYTOPLASM

* transkripcni faktor, clen PAS
rodiny regulatori transkripce;
‘reguldtor metabolismu
xenobiotik i bioaktivace

promutagend.



AhR interaguje s radou signdlnich drah, které mohou
mit velky vliv na odpovéd’ organismu na toxické latky:

- soufasny obraz ulohy AhR v regulaci enzymi, jako jsou CYP1 je
zaloZzeny na velmi zjednodusenych predpokladech a optimalizovanych
modelech, kdy jsou buriky (casto termindlné diferencované burky -
hepatocyty, nddorové hepatoma linie) kultivovany v ,optimadlnich"
podminkach;

« co se stane s AhR signalizaci v podminkach specifického
mikroprostredi ??

 intenzivni aktivace imunitniho systému, jako je napr.
chronicky/akutni zdnét?

- aktivace oncogeni éi inaktivace nadorovych supresord?

 plusobeni faktord/signdlnich drah aktivovanych napr. v
prubéhu vyvoje nebo u specifickych bunéénych populaci -napr.
pusobeni gradientt morfogent, regulace kmenovych bunék?

* epigenetickd regulace gent kontrolovanych AhR?



Uloha DNA metylace a modifikaci histond v regulaci CYP1
enzymdi

hypermetylace promotoru CYP1B1 (kolorektdlni karcinom,
nadory Zaludku);

hypometylace promotoru C¥P1B1 (nadory prostaty);

metylace CYPI1B1 lokusu u pacienti s ALL - negativni
prognoza;

hypermetylace promotoru €YP1A1 u nadori plic;

regulace transkripce CYP1A1 - vyznamnd dloha histon
acetyltransferas (CBP/p300) a histon deacetylas (HDAC1);

fosforylace H3 (S10) - prostrednictvim IxB kinasy o (IKKa) -
v oblasti enhanceru Cyplal,

metylace H4 (R3) a acetylace H4 (K5) kontroluji iniciaci
transkripce Cyplal;



Jakym zplsobem zasahuje do requlace CYP1 genu

zdnét a zanétlivé mediatory?
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Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU) - vyznamna skupina

mutagent a karcinogent

« benzo[a]pyren (BaP) - lidsky karcinogen tfidy 1 - vyznamna latka ve
zneciSténém ovzdusi, cigaretovém kouri Ci kontaminujici potraviny;

« pro-mutagen bioaktivovany primarné CYP1 enzymy:
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Simulace zdnétlivého mikroprostredi posiluje tvorbu DNA
adukti a genotoxické poskozeni v modelu alveolarnich
epitelialnich bunék
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Prozanétlivé cytokiny urychluji metabolizaci BaP v
alveolarnich epitelialnich bunkach
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Mohl by CYP1B1 hrat vyznamnou roli v regulaci
metabolismu BaP v zanétlivych podminkach?

siRNA CYP1B1 scrambled
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CYP1B1

enzym prispivajici k metabolické aktivaci (bioaktivaci) vétsiny
karcinogennnich PAU, v¢. BaP:

vysokd exprese v pribéhu embryondlniho vyvoje - Uloha ve vyvoji napt. oci;
mutace CYP1B1 — primdrni vrozeny glaukom;

vyrazné zvySend exprese v radé typu nddord:;

mozny nddorovy biomarker;

prispivd k pfeméné steroidnich hormont na toxické metabolity;

vyznamnd dloha v metabolismu mastnych kyselin a lipidu;

in vivo - nékteré studie naznaduji Ze jeho exprese je zvySend v pribéhu

zanétu - napr. terminadlni onemocnéni jater, refluxni choroba jicnu apod.



AhR siRNA jen cdstecné blokuje koordinovanou indukci BaP
a prozanétlivym cytokinem
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Smerdova et al., Carcinogenesis 2014; 35, 2534-2543 . miRNA (napF. miR27b);

 epigenetické regulatory
(methylace DNA);



Potencidlni dloha MAP kindz v regulaci CYP1B1 PAU a
zanétlivymi mediatory
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Inhibice p38 MAP kinaz blokuje indukci Cyplbl pomoci BaP a prozanétliveho
cytokinu v epitelidlnich bunéénych modelech; p38 MAPK KO sniZuje jak
bazalni hladinu exprese Cypl1b1, tak jeho indukci:
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Jaky je mechanismus indukce Cyplbl v zdnétlivych
podminkach?

Biochem. J. 2010, 429, 403-417



Aktivace p38 vede k fosforylaci MSK1: inhibice MSK1/2 blokuje
indukci Cyplbl; MSK1/2 double KO snizuje jak bazalni hladinu exprese
Cyplbl, tak jeho indukci:
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N-terminal tail

MSK1/2 a regulace et mmme

transkripce: =R w

Acetylation @ Phosphorylation @ Methylation

 jaderné kinazy podilejici se na regulaci transkripce;
« modulace aktivity transkripénich faktori (CREB, STAT3, ATF1);

 remodelace chromatinu - fosforylace histonu:

« fosforylace H3 umoznuje vazbu Cdk9, podjednotky pozitivniho
transkripéniho elongacniho faktoru b (P-TEFb), do promotoru
COX-2, prispiva tak k transkripcni elongaci:
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Inhibice Cdk9 blokuje
koordinovanou indukci CYP1B1 ol

pomoci BaP a prozanétlivého :©[Nx>
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BaP a TNF posiluji vazbu RNA polymerasy IT do oblasti

promotoru CYPI1B1
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Shrnuti

CYP1B1 by mohl hrdt vyznamnou roli v metabolismu PAU v pribéhu
chronické i akutni zdnétlivé reakce;

mUZe prispivat k jejich bioaktivaci a genotoxickému plsobent;

novy typ regulace exprese/aktivity CYP1B1, prostrednictvim signalizacni
kaskady p38/MSK1/2, stimulujici (prostrednictvim fosforylace
histoni) vazbu CDK9 a RNAPII do oblasti promotoru CYP1B1, kterd
prispiva k transkripcni elongaci;

aktivace p38 MAP kinaz prozanétlivymi cytokiny, ale i dalsimi
mechanismy (hapf. v nddorovych burikdch) miZze vyznamnym zplsobem
ovlivnit nejen metabolismus exogennich karcinogen. ale i endogennich

substratt CYP1B1, jako jsou hapf. estrogeny:;
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