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Základní koncept (dogma) toxikologie/farmakologie
=

specifické jaderné receptory aktivované xenobiotiky regulují 
jejich detoxifikaci/bioaktivaci prostřednictvím indukce 
exprese/aktivity enzymů metabolizujích xenobiotika

Biochemical Journal (2000) 347, 321-337 

ADME = Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion



Úloha epigenetických mechanismů v regulaci metabolismu a 
transportu farmak vs. toxicita env. polutantů?

Drug Metabolism Disposition (2013) 41, 1725 - 1731



Cytochromy P450 (CYP)

RH + O2 + NADPH + H+ → ROH + H2O + NADP+

CYPy – velká skupina monooxygenáz, které katalyzují metabolismus řady 
exogenních a endogenních substrátů v organismu, vč. xenobiotik; 



Klasifikace cytochromů P450



Cytochromy P450 rodiny 1 (CYP1) a metabolismus 
karcinogenů

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



Exprese CYP1 enzymů je primárně kontrolována AhR 
= receptor pro aromatické uhlovodíky (aryl hydrocarbon receptor)

= 
• transkripční faktor, člen PAS 

rodiny regulátorů transkripce;

•regulátor metabolismu 

xenobiotik i bioaktivace

promutagenů.



AhR interaguje s řadou signálních drah, které mohou 
mít velký vliv na odpověď organismu na toxické látky:

• současný obraz úlohy AhR v regulaci enzymů, jako jsou CYP1 je
založený na velmi zjednodušených předpokladech a optimalizovaných
modelech, kdy jsou buňky (často terminálně diferencované buňky -
hepatocyty, nádorové hepatoma linie) kultivovány v „optimálních“
podmínkách;

• co se stane s AhR signalizací v podmínkách specifického
mikroprostředí ??

• intenzivní aktivace imunitního systému, jako je např.
chronický/akutní zánět?

• aktivace oncogenů či inaktivace nádorových supresorů?
• působení faktorů/signálních drah aktivovaných např. v

průběhu vývoje nebo u specifických buněčných populací –např.
působení gradientů morfogenů, regulace kmenových buněk?

• epigenetická regulace genů kontrolovaných AhR?



Úloha DNA metylace a modifikací histonů v regulaci CYP1 
enzymů

• hypermetylace promotoru CYP1B1 (kolorektální karcinom,
nádory žaludku);

• hypometylace promotoru CYP1B1 (nádory prostaty);
• metylace CYP1B1 lokusu u pacientů s ALL – negativní

prognóza;
• hypermetylace promotoru CYP1A1 u nádorů plic;

• regulace transkripce CYP1A1 – významná úloha histon
acetyltransferas (CBP/p300) a histon deacetylas (HDAC1);

• fosforylace H3 (S10) – prostřednictvím IB kinasy  (IKK) –
v oblasti enhanceru Cyp1a1;

• metylace H4 (R3) a acetylace H4 (K5) kontrolují iniciaci
transkripce Cyp1a1;



Jakým způsobem zasahuje do regulace CYP1 genů 
zánět a zánětlivé mediátory?

Clinical Pharmacology & Therapeutics 85, 434-438 (2009)



Chem. Res. Toxicol. 2011, 24, 1905–1914

Polycyklické aromatické uhlovodíky (PAU) – významná skupina 
mutagenů a karcinogenů

• benzo[a]pyren (BaP) – lidský karcinogen třídy 1 – významná látka ve 
znečištěném ovzduší, cigaretovém kouři či kontaminující potraviny; 

• pro-mutagen bioaktivovaný primárně CYP1 enzymy;

Benzo[a]pyren



Simulace zánětlivého mikroprostředí posiluje tvorbu DNA 
aduktů a genotoxické poškození v modelu alveolárních 

epiteliálních buněk

Šmerdová et al., Toxicology 314 (2013) 30-38



Prozánětlivé cytokiny urychlují metabolizaci BaP v 
alveolárních epiteliálních buňkách

Hladina BaP
LC-MS/MS profil metabolitů BaP

Šmerdová et al., Toxicology 314 (2013) 30-38



Mohl by CYP1B1 hrát významnou roli v regulaci 
metabolismu BaP v zánětlivých podmínkách?

Prozánětlivé 
mediátory

CYP1A1

CYP1B1

Umannová et al., Toxicology Letters 206 (2011) 121-129; Šmerdová et al., Toxicology 314 (2013) 30-38



CYP1B1

• enzym přispívající k metabolické aktivaci (bioaktivaci) většiny 

karcinogennních PAU, vč. BaP; 

• vysoká exprese v průběhu embryonálního vývoje – úloha ve vývoji např. očí;

• mutace CYP1B1 → primární vrozený glaukom;

• výrazně zvýšená exprese v řadě typů nádorů;

• možný nádorový biomarker;

• přispívá k přeměně steroidních hormonů na toxické metabolity;

• významná úloha v metabolismu mastných kyselin a lipidů;

• in vivo – některé studie naznačují že jeho exprese je zvýšená v průběhu 

zánětu – např. terminální onemocnění jater, refluxní choroba jícnu apod.



AhR siRNA jen částečně blokuje koordinovanou indukci BaP 
a prozánětlivým cytokinem

Šmerdová et al., Carcinogenesis 2014; 35, 2534–2543

• interakce s dalšími
transkripčními regulátory –
HIF-1a, NF-B, estrogenní
receptory a další jaderné
receptory;

• cAMP; protein kinázy;

• miRNA (např. miR27b);

• epigenetické regulátory
(methylace DNA);



Potenciální úloha MAP kináz v regulaci CYP1B1 PAU a 
zánětlivými mediátory

Šmerdová et al., Carcinogenesis 2014; 35, 2534–2543



Inhibice p38 MAP kináz blokuje indukci Cyp1b1 pomocí BaP a prozánětlivého
cytokinu v epiteliálních buněčných modelech; p38 MAPK KO snižuje jak
bazální hladinu exprese Cyp1b1, tak jeho indukci:

SB202190

Šmerdová et al., Carcinogenesis 2014; 35, 2534–2543

p38-/- myší 
embryonální 
fibroblasty



Jaký je mechanismus indukce Cyp1b1 v zánětlivých 
podmínkách?

Biochem. J. 2010, 429, 403–417



Aktivace p38 vede k fosforylaci MSK1; inhibice MSK1/2 blokuje
indukci Cyp1b1; MSK1/2 double KO snižuje jak bazální hladinu exprese
Cyp1b1, tak jeho indukci:

H-89

Šmerdová et al., Carcinogenesis 2014; 35, 2534–2543

MSK1/2-/- myší 
embryonální 
fibroblasty



MSK1/2 a regulace 
transkripce:
• jaderné kinázy podílející se na regulaci transkripce; 

• modulace aktivity transkripčních faktorů (CREB, STAT3, ATF1);

• remodelace chromatinu – fosforylace histonů;

• fosforylace H3 umožňuje vazbu Cdk9, podjednotky pozitivního 

transkripčního elongačního faktoru b (P-TEFb), do promotoru 

COX-2, přispívá tak k transkripční elongaci;

Oncogene 2013, 32 , 444–452 Cell Div. 2009, 4 , 19



Inhibice Cdk9 blokuje 
koordinovanou indukci CYP1B1 
pomocí BaP a prozánětlivého 
cytokinu

DRB

Šmerdová et al., Carcinogenesis 2014; 35, 2534–2543

BaP a TNF posilují vazbu Cdk9 do 
oblasti promotoru CYP1B1

ChIP assay



BaP a TNF posilují vazbu RNA polymerasy II do oblasti 
promotoru CYP1B1

Šmerdová et al., Carcinogenesis 2014; 35, 2534–2543



Shrnutí

• CYP1B1 by mohl hrát významnou roli v metabolismu PAU v průběhu 

chronické i akutní zánětlivé reakce;

• může přispívat k jejich bioaktivaci a genotoxickému působení; 

• nový typ regulace exprese/aktivity CYP1B1, prostřednictvím signalizační 

kaskády p38/MSK1/2, stimulující (prostřednictvím fosforylace 

histonů) vazbu CDK9 a RNAPII do oblasti promotoru CYP1B1, která 

přispívá k transkripční elongaci;

• aktivace p38 MAP kináz prozánětlivými cytokiny, ale i dalšími 

mechanismy (např. v nádorových buňkách) může významným způsobem 

ovlivnit nejen metabolismus exogenních karcinogenů. ale i endogenních 

substrátů CYP1B1, jako jsou např. estrogeny;
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