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1. Uvod

Cytochromy P450 (EC 1.14.14.1., novéji také oznalované
jenjako ,,proteiny P450") patii mezi klicové enzymy metabo-
lismu cizorodych latek (xenobiotik). Enzymy této skupiny
jsou v posledni dobé¢ stdle intenzivnéji studovany. SlouCeniny,
které jsou substraty takovych enzymi, jsou v organismu bio-
transformovany za vzniku poldrnéjSich produkti, které pak
mohou byt vyloudeny a nedochdzi tak k bioakumulaci ptislus-
nych xenobiotik. Vedle detoxikace téchto sloucenin miize
dochézet i ke vzniku takovych derivati, které jsou biologicky
aktivnéjsi: nékteré z pozitivniho hlediska (napi. aktivni formy
nékterych 1é¢iv), jiné mohou byt toxické, mutagenni ¢i karci-
nogenni. Pozndni metabolismu xenobiotik u ¢lovéka tedy také
potencidlné umoznuje napi. zvySovat nebo modulovat i¢inek
1é¢iv nebo naopak snizovat jejich vedlej$i G€inky, umoznuje
ale i omezovat rizika vznikajici pii expozici lidské populace
potencialné toxickym a karcinogennim latkdm. Jedny z nejda-
lezit&jsich enzymii metabolizujicich xenobiotika jsou mikro-
somalni monooxygenasy (oxidasy) se smiSenou funkci (MFO,
z angl. ,mixed function oxidases"), v nichZ jako termindlni
oxidasa funguje prdvé hemovy enzym cytochrom P450 (P450)
(cit."?). V mensi mife se na této metabolické preméné podileji
i samostatné piisobici hemové enzymy peroxidasy [nespeci-
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fické i specifické — napf. prostaglandin H synthasa (PHS),
myeloperoxidasa]3‘5 a mikrosomdlni monooxygenasa obsahu-
jici flavin (Zieglertiv enzym)™".

Cytochromy P450 jsou v organismu piedevsim zodpovéd-
né za reakce I. faze biotransformace chemickych latek, vedou-
ci k jejich detoxikaci a po reakcich II. fize biotransformace
k jejich eliminaci z bunék a exkreci z organismu. Jsou to
enzymy, které katalyzuji oxida¢ni, peroxidaéni a redukéni
reakce zac¢lenéné do metabolické transformace 1éCiv, environ-
mentdlnich chemikalii (slou¢enin dostdvajicich se do Zivotni-
ho prostiedi predevsim lidskou ¢innosti), ale i ldtek pfirodnich
¢i endogennich!>911

Znacny pocet studii, zabyvajicich se cytochromy P450 sle-
duje jejich ucinnost v metabolismu 1é¢iv. A to jak jejich podil
na tvorb& findlnich metaboliti 1é¢iv, které jsou snadno z lid-
ského téla vylucovany, tak i na reakcich vedoucich ke zvySeni
jejich farmakologické aktivity nebo vyvolavajicich toxické
efekty. Aktivita jednotlivych cytochromt P450 (tj. riznych
forem tohoto enzymu) miize determinovat reakci pacienta na
podané 1é¢ivo. V fad& pripadt je 1é¢ivo preferenéné metabo-
lizovdno na farmakologicky u¢inny produkt pouze nékterym
z cytochromia P450. V piipadé deficience ¢i naopak zvySené
koncentrace takového cytochromu P450 u riiznych pacientti
je pak ucinnost 1é¢iva zna¢né rozdilnd. Znalost, které z lid-
skych forem cytochromu P450 metabolizuji jednotlivé 1é¢iva,
a informace o jejich vyskytu u rtznych jedinct je tedy z kli-
nického hlediska nepostradatelnd. V soucasnosti je jiz zndma
celd fada neinvazivnich testli ke stanoveni hlavnich forem
P450 u cClovéka, které se pouzivaji pfi studiu metabolismu
1é¢iv u dobrovolnikti. Jednim z nich je pouziti specifickych
substratll ve studiich in vivo’. Nejéastéji jsou v takovych stu-
diich pouzivany kofein, kumarin, debrisochin, dextromethor-
fan, chlorzoxazon, nifedipin. Na zakladé metabolické aktivi-
ty zjisténé pro jednotlivé formy P450 jsou sledovani jedin-
ci zafazeni do dvou nebo tii kategorii pomalého, stfedniho
a rychlého metabolizdtora’. Nenfi jisté utopii, Ze v budoucnosti
bude pred ndvrhem chemoterapie u kazdého pacienta prove-
den ,screening” jeho cytochromti P450, aby podand léCiva
byla G¢inna a méla pfitom co nejmensi vedlejsi icinky. Bude
to nejen zdjem pacientdl a 1ékai, ale i farmaceutickych firem.
Nejnovéjsi poznatky shrnujici aktivity cytochromti P450 z po-
hledu jejich u¢innosti v metabolismu 1éCiv lze nalézt v pre-
hlednych &lancich neddvno publikovanych (napt.'>'}).

Proto se v pfedkldidaném piehledu vénujeme piedevsim
tém cytochromum P450, které maji nejvétsi vyznam pro me-
tabolismus latek na toxické a karcinogenni produkty a jsou
nebezpecné z hlediska mozného potencovani rozli¢nych pato-
logickych stavli se zvlastnim zfetelem na procesy chemické
kancerogeneze.

2. Cytochromy P450

Z evolu¢niho hlediska je cytochrom P450 povazovan za
velmi stary hemoprotein, ktery se objevil mnohem dfive nez
napf. hemoglobin'". Je pfikladem enzymu, ktery se vyvijel
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cestou divergentni evoluce. Z jediného genu cytochromu P450
archebakterii z doby vice nez pred 1,5 miliardami let se do
soucasnosti vyvinulo ohromné mnozstvi odlisnych genti ko-
dujicich cytochromy prokaryontnich i eukaryontnich organis-
mu. I pfes zna¢né rozdily v substratové specifité a struktuie
vSechny obsahuji konzervované sekvence oblasti v blizkosti
vazného mista pro hem, Jen v lidském organismu bylo dosud
identifikovdno 43 forem cytochromu P450 (cit,"),

Predpokladd se, ze prehistorické mikroorganismy vyuzi-
valy cytochrom P450 k hydroxylaci organickych latek, kte-
ré po této aktivaci mohly byt pouzity jako zdroj energie.
I v.soucasnosti existuji mikroorganismy, jejichz cytochromy
P450 maji pravé tuto funkci. Cytochrom P450 101, oznacova-
ny také jako P450cam (z angl. ,,camphor*’) zavedenim hydro-
xylové skupiny do skeletu kafru vlastné zahajuje jeho meta-
bolismus. Pravé t&émito schopnostmi cytochromt P450 se
nechala inspirovat fada svétovych laboratofi a snazi se mole-
kuldrné biologickymi technikami vytvofit vhodné kmeny mi-
kroorganismti exprimujici takové cytochromy P450, které by
byly pouzitelné pro degradaci riiznych obtizné odstranitelnych
kontaminant Zivotniho prostfedi a odpadii produkovanych
lidskou c¢innosti,

V procesu vzniku a vyvoje mnohobunécnosti zacinaji
cytochromy P450 v organismech plnit i dalsi funkce. Vedle jiz
zminéného metabolismu xenobiotik se tak uplatfiuji v biosyn-
téze napf. barviv kvétli, mastnych kyselin, kyseliny skoficové
a dale pak fyziologicky vyznamnych sloucenin jako jsou napf.
steroidni hormony, vitaminy D, prostaglandiny. S timto vyvo-
jem souvisel i vznik slozitéjstho systému cytochromu P450
s vyvojové vys§im typem spolupracujiciho enzymu, cyto-
chrom P450 reduktasy, a vznik tzv. multiplicity cytochromi
P450. Kazdy vyss$i organismus je jiz vybaven vice formami
cytochromu P450, které maji i své specifické biosyntetické
funkce. Ov§em i pfes riznorodost funkci cytochromt P450
v naprosté vétsiné pripadd plati, Ze jejich substraty jsou hy-
drofobni latky.

S vyvojem Zzivoci$né fise je spojena i dalsi, nové vznikla
role cytochromt P450, kterou jejejich souasnd funkce v pro-
cesu detoxikace cizorodych latek. Koexistence rostlin a Zivo-
¢ichi vyvolala nutnost vzniku ochrannych mechanismi, kte-
rymi rostliny branily svou existenci pfed ZivoCichy vyhleda-
vajicimi rostlinnou potravu.. Na pfitomnost latek ochranujicich
rostliny, jimiZ jsou rtzné fytotoxiny a fytoalexiny, zivocicho-
vé odpovidali zmnoZenim svych cytochromii P450 a jejich
adaptaci pro ucely detoxikace a urychleni eliminace takovych
sloucenin. To bylo diivodem, proc je toto obdobi (pied 800
miliony let) charakteristické extrémnim zmnoZenim forem
cytochromu P450 (cit."). V této souvislosti je tfeba zminit, Ze
dlouhodobé se vyvijejici vztah producent (rostlina) - konzu-
ment (Zivocich) v daném ekosystému umoziiuje vyvdZenou
koexistenci zastupcii obou ¥§i. Zivogich (véetnd &lovéka) viak
muze byt velmi negativné ovlivnén konzumaci rostlinné po-
travy, na jejiz slozeni neni adaptovdn, protoze ochranny sys-
tém cytochromu P450 bud selze nebo dokonce zpusobuje
i potenciaci Gtinku rostlinnych toxinti*'”. Navic celd fada
organickych sloucenin rostlinného piivodu mé schopnost in-
dukovat cytochrom P450 (t.j. zptsobit zvySeni biosyntézy
jedné nebo vice forem), a to jak ty formy, které se podileji na
biosyntetickych reakcich, tak ty, které plni detoxikacni tlo-
hu'"", Obdobn4 situace nastala v je§té vétsfm rozsahu, kdyz
¢lovek zacal syntetizovat do té doby neexistujici slou¢eniny
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a vnaset je do Zivotniho prostiedi. At se jednd o chemikélie
cilevédomé pripravené (napf. lé¢ival, agrochemikalie’, barvi-
va’) nebo vedlejsi ¢i' odpadni produkty (napf. zplodiny hofen{
obsahujicf benzo[a]pyren’, nitrosaminy®*?!, aromatické ami-
ny”'??), vzdy existuje zdvazné riziko, Ze n&kterd z t&chto slou-
Cenin muze byt systémem cytochromu P450 pfeménéna na
cytotoxické ¢i mutagenni nebo karcinogenni derivaty posko-
zujici nositele tohoto enzymu, PonévadZ jiz nelze zastavit
produkci stavajicich a vyvoj  stdle novych cizorodych latek, je
tieba soustfedit se na vyzkum enzymu interagujicich s témito
slou¢eninami s cilem pfedpovédét mozné néasledky jejich pro-
dukce a pouziti pro lidskou populaci,

Cytochromy P450 se v lidském téle vyskytuji predev§im
v jatrech, nicméné vyznamné jsou i jejich hladiny v plicich,
ledvindch, tenkém stfevé, kazi, mozku, nadledvinkéch.
V burikédch jsou lokalizovdny pfevdzné v membranach hlad-
kého endoplazmatického retikula, nékteré rovnéz v membra-
nach mitochondrii.

Cytochromy P450 jsou hemoproteiny, v nichz je porfy-
rinovy skelet (protoporfyrin IX) ¢aste¢né vazan hydrofobni-
mi silami a zaroven prostiednictvim thioldtové siry .sulfhy-
drylové skupiny cysteinu piitomné v aktivnim centru enzymu
(paty ligand Zeleza protoporfyrinu 1X). Toto uspofadani
umoziuje vyjimecné chovani téchto hemoproteinil a odlisuje
je od hemoproteint ostatnich (odli§né spektralni a katalytické
vlastnosti)®*?°. Sestym ligandem je atom kysliku molekuly
vody.

Cytochrom P450 spoluptisobi s dalsim enzymem lokalizo-
vanym v endoplazmatickém retikulu - NADPH:cytochrom
P450 reduktasou —nebo dal§imi enzymy mitochondrif. Vétsi-
na reakci, které Ize sumarné vyjadfit jako:

RH + O, + NADPH + H* — ROH + H,0 + NADP*

zacind prenosem elektronti z NADPH bud’ na NADPH:P450
reduktasu v endoplazmatickém retikulu (kde je MFO systém
lokalizovdn) nebo na ferredoxin reduktasu a nehemovy Fe-S
protein v mitochondriich, a poté na vlastni cytochromy P450.
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Obr. 1. Reakéni cyklus cytochromu P450 (upraveno podle cit™ "
RH - substrdt, ROH - monooxygenaéniprodukt, R 'LOOH -lipidicky
hydroperoxid, R 'H a LO - redukéni produkty hydroperoxidu, XOOH
- peroxy sloucenina (alternativni donor kysliku), Fe - atomhemového
Zeleza enzymu
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Redukovany P450 pak aktivuje molekulu kysliku, z niZjeden
atom je inkorporovdn do molekuly substrdtu a druhy tvofi
molekulu vody. Vedle kysliku mutze P450 pro oxidativni
reakce vyuzivat peroxidy a peroxikyseliny.. Ty se tak . stévaji
donorem atomu kysliku. Schéma reakéniho cyklu P450 je
uvedeno na obrdzku 1.

Cytochromy P450 se vyskytuji v riiznych formach (izoen-
zymech, izoformdach), které jsou fazeny do genetickych rodin
a podrodin podle miry (stupn€) homologie jejich primarni
struktury (poradi aminokyselin) proteinovych molekul. V sou-
Casnosti bylo jiz popsdno na 500 izoenzymt P450, které nalez{
do 74 rodin, 14 z nichjsou rodiny sav¢ich cytochromi P450.
Téchto 14 rodin obsahuje 26 podrodin, z nich 20 bylo nalezeno
v lidském gellomL1"2'12'27’29. Rodiny cytochromt P450 jsou
oznacovany prvnim c¢islem za zkratkou P450. Nasleduje velké
pismeno oznadujici podrodinu®, Jednotlivé izoenzymy jsou
pak oznadeny &fslem za pismenem podrodiny. Napf. izoenzym
P450 1A2 je c¢lenem podrodiny A nélezejici do enzymové
rodiny 1. Do stejné rodiny nélezi cytochromy P450, u kterych
byla nalezena vice nez 40 % homologie aminokyselinové
sekvence jejich proteinti, do stejné podrodiny pak ty, které
vykazuji homologii  vice nez 60 % (cit."). Pro zjednoduseni
Nebert a spolupracovnici navrhli nové systematické nézvo-
slovi genti a forem P450 (cit.”’), ve kterém se formy P450
oznaduji zkratkou CYP (CYtochrome P450), za niZ pak ndsle-
duji oznaceni rodin a podrodin podle vyse uvedenych Kkriterii.
Vysledné oznaceni prislusného enzymu je pak napi. pro P450
1A2 zkracovdno na CYPIA2,

3. Cytochromy P450 dilezité pro aktivaéni

reakce protoxikantl a prokarcinogent

Na otdzku, které z cytochromt P450 pfitomnych v lid-
skych tkédnich jsou pro zdravy stav a vyvoj u Clovéka (a pro
navozeni patologickych stavii) nejdileZitéjsi, neni snadné na-
1ézt odpovéd. Dilezitost (vyznamnost) jednotlivych cytoch-
romi P450 je tieba posuzovat z nékolika hledisek. Jednim

......

lismu cizorodych latek. Ty totiz mohou byt, a ve vétSiné
piipadi také jsou, toxické. Z jaternich cytochromu P450 jsou
v procesu metabolismu cizorodych litek nejvyznamnéjsi izo-
enzymy P450 1A2, 2A6, 2D6, 2C (2C8, 2C9, 2C18 a 2C19),
2E1 a 3A4 (tab. I). Z cytochromti P450 ptfitomnych ve vyssich
koncentracich v jinych tkdnich (ledviny, plice, kiiZe, tkané
gastrointestindlniho traktu a mocovych cest) (tab. II) jsou
v pfeméné cizorodych ldtek (v¢etné protoxikantii a prokarci-
nogentl) efektivni cytochromy P450 1A1, 2B6, 2E1 a 3A4
(cit.231353§

Dalsim z dulezitych hledisek je mnozstvi téchto enzymu
v lidskych tkdnich. Z pohledu celkového mnoZstvi by nejvy-
znamné&j$i tlohu mély hrat cytochromy P450 3A4 a izoenzy-
my podrodiny 2C, ddle pak P450 1A2 a 2E1 (tab. I). Vzhledem
k $irsi substrdtové specifité metabolizuji tyto izoenzymy P450
také latky endogenni, i kdyZ endogenni latky jsou v lidském
organismu preferenéné metabolizovany genetickymi rodina-
vou specifitou, Zde je nutné podotknout, Ze i metabolismus
nékterych endogennich ldtek je pro patologické procesy (napf.
procesy kancerogeneze) velmi dileZity (viz ddle). Cytochro-
my, které katalyzuji reakce metabolismu tromboxant, chole-
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Tabulka I
Cytochromy P450 lidskych jater metabolizujici cizorodé latky

P450° Inducibilita % z celkového P450
1A2 inducibilni 13,0
i konstitutivni
1BI inducibiln{ 1,0
2A6 inducibilni 4,0
2B6 konstitutivni 0,2
i inducibilni
2C konstitutivni 18,0
2D6 konstitutivni 2,5
2E1 konstitutivni 7,0
i inducibilni
3A4 konstitutivni 28,0

i inducibilni

 Udaje pievzaty z cit.?’""

Tabulka II

Tkanova distribuce extrahepatdlnich cytochromt P450 meta-
bolizujicich cizorodé latky u c¢lovéka

P450° Inducibilita Tkan
1A1 inducibiln{ plice, ledviny, gastrointestindlni
trakt (GIT), placenta, kiize,
lymfocyty
1B1 inducibilni ledviny, kiize, prostata, déloha,
lidsky plod, (prsni zlazy)
2A6 inducibilni plice
2B6 konstitutivni GIT, plice
i inducibilni
2C konstitutivni hltan, GIT, plice
2D6 konstitutivn{ GIT
2E1 konstitutivn{ plice, placenta a dalsi
i inducibilni
3A konstitutivn{ ledviny, déloha, plod. plice,
(3A4,3A5) i inducibilni GIT, placenta

BTG . .. 30.31,35-38
' Udaje prevzaty z cit.

Tabulka IIT
Faktory ovlivitujici mnoZstvi cytochromi P450 u ¢lovéka

P450°

Faktor

1A1, 1A2, 2E1, 3A3, 3A4, 3AS5 vyziva

1A1, 1A2 koufeni

2E1 alkohol

1A1, 1A2, 2A6, 2B6, 2C, 2D6, 3A3,4,5 1éCiva

1A1,1A2, 2A6, 1B, 2E1, 3A3,4,5 vnéjsi prostiedi
(polutanty)

1A1, 1A2, 2A6, 2C9, 2C19, 2D6, 2E1 geneticky
polymorfismus

% Udaje pievzaty z (;it.m‘zb'%'48
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Tabulka IV
Variabilita obsahu cytochromi P450 u &lovéka ajejich induk-
tory

P450" Rozsah variability
obsahu P450

Induktor

1Al 100 krat tetrachlorodibenzo-p-dioxin
(TCDD)
1A2 40 krat TCDD, koufeni, jidlo pfipravené

na dievéném uhli

2A6 30-100 krat (konstitutivni enzym)

2B6 50 krat barbiturdty, dexamethason

2C 25-100 krat barbituraty, ethanol

2D6  vice nez 100 krat  barbituraty, ethanol

2E1 20 krat ethanol, hladovéni, isoniazid,
onemocnéni cukrovkou

3A4 30 krat barbiturdty, dexamethason,

rifampicin

* Udaje prevzaty z cit 2930,32.3749

sterolu, prostaglandinti, prostacyklind, vitaminu D3 a zluco-
vych kyselin jsou pfislusniky nasledujicich rodin;: P450 5,
P450 7, P450 8, P450 24, P450 27 a P450 51 (cit.'>%7283,

Separatné je nutno zminit participaci cytochromut P450 na
biosyntéze endogennich latek jako jsou steroidy a hormony.
Pro metabolismus steroidnich hormonti jsou nejdilezitéjsi
cytochromy P450 podrodin 11, 17, 19 a 21 (cit.***=”’-*). Jsou
lokalizovany v membrdndch endoplazmatického retikula (po-
dobné jako ostatni cytochromy P450) a navic zejména v mem-
brdndch mitochondrii tkdni produkujicich steroidni hormo-
ny>3%-41

Mnozstvi cytochromti P450 v jednotlivych tkdnich nelze
brat absolutné. Jejich obsah v lidskych tkanich je zavisly na
mnoha faktorech jako je napf. geneticky polymorfismus, vliv
vnéjSich podminek (environmentdlni polutanty chemické ev.
fyzikélni povahy), vyziva, vék, koufeni, konzumace alkoholu,
pusobeni poddvanych lééiv30'46’47(tab. IIT). Jsou to enzymy jak
konstitutivni, tak i inducibilni. Z nich k silné inducibilnim
enzym@m patff vétsina forem (izoenzymi) cytochromu P450.
To znamen4, Ze i v pfipadé&, kdy je o uréitém cytochromu P450
deklarovédno, Ze je pfitomen tieba i jen v mizivém mnoZstvi,
miuze jeho koncentrace v organismu (tkdnich, orgdnech) za
uritych podminek nartst extrémné. Ptiklady induktort jsou
uvedeny v tabulce 1V, Experimenty prokazujici indukci jed-
notlivych forem P450 pfislusnymi induktory byly provddény
in vivo na laboratornich zvifatech nebo in vivo na lidskych
bundénych liniich>*’, Variabilita obsahu jednotlivych cyto-
chromti P450 je uvedena rovnéz v tabulce IV. Tato variabilita
je dédna uvedenou moznosti indukce, ale podstatny je prede-
v§im jiz zminény geneticky polymorfismus.. Geneticky poly-
morfismus je faktorem, kdy vrozené zmény DNA vedou k ab-
senci P450, k nemoznosti indukce P450 nebo i ke tvorbé formy
P450, kterd m4 zménénou katalytickou aktivitu®, Polymorfis-
mus je definovan jako geneticky podminénd odliSnost posti=
hujici alespoti 2 % uvazované populace”. Zmény, které se
vyskytuji “méné Casto, se obvykle nazyvaji ,genetickd defi-
cience" nebo ,,vrozené chyby metabolismu", Polymorfismus
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cytochromil P450 se velmi podstatné lisi u rtiznych lidskych
ras a populaci”. Velmi casto je dnes sledovan na tirovni genu
metodami zaloZenymi na fetézové polymerasové reakci s nd-
slednym $té€penim produktd restrinkénimi enzymy.

Dalsi hledisko, které je tfeba brat v uivahu, je substrito-
v4 specifita cytochrom@t P450. Obecné lze konstatovat, Ze
cytochromy P450 maji §irokou substrdtovou specifitu. Premé-
fuji tedy celou fadu substrdti. Jednotlivé cytochromy P450
vsak piece jen vykazuji substrdtovou specifitu ponékud odlis-
nou, i kdyz se jejich schopnost pfeménovat riizné substrity
Castecné prekryva.. Je evidentni, Ze napf. pro studium kance-
rogeneze maji nejvétsi vyznam ty z cytochromt P450, u nichz
prevazuji reakce vedouci k pfeméné prokarcinogenti (exogen-
nich i endogennich) na jejich aktivni formy. Cytochromy
P450, které se vyznamnéji podileji na pfeméné prokarcinoge-
nd, jsou predev§im cytochromy P450 1A1, 1A2, 2E1 a 3A4
(cit. 133,36

Vzhledem ke schopnosti cytochromt P450 katalyzovat
reakce vedouci ke zvySeni polarnosti substratti mohou produk-
ty téchto reakci byt jednak vylouceny z organismu, nebo se
aktivovat a vdzat na endogenni latky, jako jsou nukleové
kyseliny a proteiny.. Touto modifikaci dochdzi ke zméné jejich
fyziologické funkce.. Jinou moznosti jak tyto systémy svou
funkci poskozuji' buriky je tvorba radikdld, aktivnich forem
kysliku, peroxidace lipidi a pod.” I kdyZ je obtizné zcela
zobecnit, které z cytochromil P450 preferuji aktivacni reakce
prokarcinogent, lze fici, Ze i z tohoto hlediska (podobné jako
z hlediska substratové specifity) jsou stézejnimi P450 1Al,
1A2, 2E1 a 3A4 (cit.>=""* 39, Priklady substratové specifity
jednotlivych cytochromti P450 u ¢lovéka ve sméru aktivace
protoxikantdl a prokarcinogent jsou uvedeny v tabulce V.,

Pti posuzovani vyznamnosti cytochromti P450 pro vyvoj
a regulaci procesti nadorového bujeni je tfeba brat v tivahu
i skute¢nost, nakolik se podileji na metabolismu (biosyntéze
¢i odbourdvani) latek, které potencuji kancerogenezi nebo
téch, které v nadorovych bunkéch pusobi jako agens tyto
buriky nicici. V tomto sméru jsou vyznamné cytochromy P450
participujici na metabolismu nejen exogennich prokarcinoge-
nd, ale i steroidnich latek a na preméné protinddorovych IéCiv,
tedy opét P450 1A 1, 1A2a 3 A4, ddle i 2C. Na katalyze té€chto
reakci se také podileji cytochromy P450, které maji mnohem
vyhranénégjsi substratovou specifitu pro metabolismus steroi-
di, pficemZ s mizivou G¢innosti metabolizuji latky cizorodé.
Do této skupiny patii P450 11A1 = P450scc (z angl. ,side
chain cleavage®), P450 11B1, P450 11B2, P450 19 aP45021.
Reakce, které katalyzuji, jsou pfedev§sim hydroxylace na uhli-
cich steranového skeletu steroidii. Ziejmé nejvyznamnéjsi je
P450 19, oznacovany také jako aromatasa.. Je tomu tak proto,
ze enzym ovliviiuje vyvoj nddord (napf. nddort prsu), jejichz
riist je zdvisly na hladindch estrogennich hormonti*’. Létky,
které reguluji aktivitu aromatasy jsou dokonce jiz pouzivany
jako antinddorovd chemoterapeutika®.
3.1. Cytochromy P450 1A1 a P450 1A2

Cytochromy P450 1A1 a 1A2jsou nejvyznamné&jsi bere-
me-li v ivahu jejich dlohu pii aktivaci prokarcinogent (en-
vironmentdlnich chemikalii, toxickych latek, toxickych lé-
Eiv)?3137.61-64 pyiklady uvadi tabulka V. Mohou aktivovat aZ
90 % vsech dosud zndmych karcinogent’. Oba enzymy si jsou
znaéné& podobné (vykazuji az 70 % homologii v aminokyseli-
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Tabulka V
Lidské cytochromy P450 aktivujici toxické a karcinogenni slouéeniny a ptiklady takovych sloucenin

P450°

1A1

2A6
2B6

2E1

3A4

Substrat

benzo[a]pyren ajiné polycyklické uhlovodiky,

2-amino-1 -methyl-6-fenyl-imidazo[4,5-b]pyridin (PhIP),
tamoxifen, aflatoxin B1, 6-nitrochrysen, tabédkové specificky nitrosamin,
4-(methylnitrosoamino)- 1-(3-pyridyl)-I-butanon (NNK)

4-aminobifenyl, 2-naftylamin, 2-aminofluoren, 2-aminoanthracen,
2-acetylaminofluoren, paracetamol, aflatoxin B1, benzo[a]pyren,
N-nitrosonikotin, NNK, pyrolytické produkty potravin:
heterocyklické a aromatické aminy jako napft.:

2-amino- 1-methyl-6-fenylimidazo-[4,6-b]pyridin (PhIP),
2-amino-6-methyldipyrido-[1,2-a:3,2’-d]imidazol (Glu P-1),
2-aminopyrido-[1,2-a:3,2’-d]imidaol (Glu P-2),
2-amino-3methylimidazo-[4,5-f]chinolin (IQ),
2-amino-3,5-dimethylimidazo-[4,5-f]chinolin (MelQ),
2-amino-3,8-dimethylimidazo-[4,5-f]chinolin (MelQx),
3-amino-1-methyl-5H-pyrido[4,3-b]indol (TRP P-2)

N-nitrosodiethylamin, NNK, butadien, 6-aminochrysen, aflatoxin B1,

aflatoxin Bl1, 6-aminochrysen, dibenzo[a,/]anthracen,
nikotin, NNK

benzen, styren, vinylchlorid, vinylbromid, akrylonitril, vinylkarbamat
ethylkarbamat, trichlorethylen, N-nitrosodimethylamin, NNK, chloroform

aflatoxin BI, aflatoxin G1, tamoxifen, sterigmatocystin, benzo[a]pyren,

7,8-dihydroxy-7,9-dihydrobenzo[a]pyren, 6-aminochrysen,

Referaty

Induktor

TCDD, 5,6-benzoflavon,
benzo[a]pyren, 3-methylcholanthren,
kouteni, 2-acetylaminofluoren,
omeprazol

TCDD, benzo[a]pyren,
omeprazol, heterocyklické aminy,
5,6-benzoflavon, polychlorované bifenyly

barbituraty, dexamethason

ethanol, aceton, isoniazid, toluen,
hladovéni

rifampicin, erythromycin, fenobarbital
klofibrit, dexamethason

[-nitropyren, tris(2,3-dibromopropyl)fosfat, 17b-estradiol

e ety . 2.9.29.31-33.37.51-5
Udaje prevzaty z cit s i

nové sekvenci. kterd je vysoce konzervovand). Oba enzymy
katalyzuji i stejné reakce. LiSi se vSak pfedevsim v lokalizaci.
P450 1Al je ptitomen v mizivych koncentracich v jétrech,
naopakje zastoupen v jinych tkdnich . Jedn4 se o enzym, ktery
je silné indukovan u kuidkt.. Navic se predpoklddd, Ze rozsah
inducibility tohoto enzymu lze korelovat s dispozici vzniku
rakoviny plic’. Naopak viak existuji i literdrni tidaje deklaru-
jici, Ze pokusy korelovat inducibilitu P450 1Al se vznikem
rakoviny plic u kutdkd nebyly prikazné" I Cytochrom P450
1A1 byl detegovan v plicich kufakt a navic v nékolika nddo-
rovych tkdnich (buiiky plicntho karcinomu, nddorQ
prsu)”*®'**, Zcela neddvno bylo zjisténo, Ze geneticky poly-
morfismus cytochromu P450 1Al ovliviiuje vyskyt nddor(
(pocet i rist) nejen plic a prsu, ale i kaze”,

Cytochrom P450 1A2je typickym jaternim enzymem. M4
velmi Sirokou substrdtovou specifitu (tab. V). Vyznamnymi
substraty jsou aromatické aminy, které vznikaji jako pyroly-
tické produkty tepelné tipravy potravin (proteint, aminokyse-
lin)>’. Jejich koncentrace v organismu mohou nariistat jako
nésledek pravidelné konzumace tepelné upravenych potravin
obsahujicich vysoké koncentrace téchto pyrolysati’, Diky své
silné karcinogenité mohou pak tyto aromatické aminy zvySo-
vat i riziko tvorby nédord.

Cytochromy P450 1A1 a 1A2 se podileji i na aktivaci
genotoxickych chemikalii pfitomnych v cigaretovém koufi.
P450 1A2 se ucastni i metabolismu steroidii.
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Podobné jako v pfipadé cytochromu P450 1A1 i pfitom-
nost P450 1A2 v tkénich koreluje s rizikem vyskytu rako-
viny’'**. S vyskytem cytochromu P450 1A2 souvisi vznik
kolorektdlnich nadorii a nddorii mocového méchyie’. Oba
enzymy reguluji'i hladiny endogennich adukti v DNA (tzv,
,J-compound®‘). Mechanismus viak neni doposud vysvétlen®,
3.2.. Cytochromy P450 2A6, P450 2B6,
P45101 2/C (24Ci8h, £2.@&9%  12.Ci1,95)

a P450 2D6

Z cytochromt P450 genové rodiny 2 u Elovéka je z diivodu
vyznamnosti nutné zminit P450 2A6. U lidi totiz tvoii az 4 %
celkového P450 (tab. I) a metabolizuje substraty, které maji
vyznam pro lidské zdravi, napf. nikotin, nitrosaminy, kuma-
rin, latky pouzivané k 1é¢eni AIDS (azidothymidin, zidovu-
din)>?*% Navic aktivuje n&které prokarcinogeny (napf. tabd-
kové specificky nitrosamin NNK, butadien, 2,6-dichlorbenzo-
nitril, hexamethylfosforamid, 6-aminochrysen, aflatoxin B1)>°.
Vykazuje vyznamny geneticky polymorfismus,

Ackoliv mnozstvi P450 2B6 v lidském organismu je velmi
nizké (okolo 0,2 % z celkového mnozstvi P450, tab. I) nelze
tento enzym vyloucit z participace na kancerogenezi. Podili se
totiz na aktivaci nékterych karcinogenti. Hraje roli i v metabo-
lismu protinadorovych 1éc¢iv jako jsou cyklofosfamid aifosfa-
mid?3He
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Cytochromy P450 podrodiny 2C jsou u c¢lovéka hojné
zastoupeny a maji velmi Sirokou substratovou specifitu. Sice
doposud neexistuji zadné diikazy pro mozné zaclenéni téchto
cytochromti P450 do procest kancerogeneze, ale hraji velmi
vyznamnou roli v metabolismu a tGéinnosti fady 1é¢iv. Je pro
né totiz typicky vyrazny geneticky polymorfismus, ktery zpa-
sobuje, ze u urcitych skupin lidské populace je zcela zabranéno
chemoterapeutickému ucéinku nékterych 1é¢iv, které jsou na
cytochromech P450 podrodiny 2C metabolicky zavislé. U lidi
byly identifikoviany ¢tyfi formy tohoto enzymu (2C8, 2C9,
2C18 a 2C19)*. P450 2C8 a 2C9 aktivuji karcinogenni ben-
zola]pyren, v jeho aktivaci vSak hraji proti jinym formdm
P450 minoritni roli’. Geneticky polymorfismus je zvI4sté cha-
rakteristicky pro formy 2C9 a 2C19, klinicky vyznamny je
u formy 2C19, kterd navic metabolizuje celou fadu 1é¢iv (napf.
mephenytoin, citalopram, barbiturdty, omeprazol, proprano-
lol, diazepam)>3C.

Lidsky cytochrom P450 2D6 je rovnéZ zajimavy z toho
hlediska, Ze vykazuje vyrazny geneticky polymorfismus’. Miize
byt dilezity i pro patologické procesy chemické kancerogene-
ze. Predpokladalo se, ze muze ovlivilovat i vyskyt nadort
plic’” a motového méchyie®®. Experimentdlni dikazy jsou
v8ak zatim nedostateéné a proto bylo od této teorie prozatim
upuiténo’.

3.3. Cytochrom P450 2E 1

Cytochrom P450 2E1 se uplattiuje mimoiddné vyznamné
v metabolismu toxikologicky dtlezitych latek (v tomto piipa-
dé jde o slouceniny s malou molekulovou hmotnosti). Je totiz
zodpovédny za tvorbu reaktivnich metaboliti z mnoha latek,
se kterymi se Clovék Casto setkdva (priklady jsou uvedeny
v tab. V). Je konstitutivnim enzymem jaterni tkan¢, avsak je
také indukovatelny fadou latek, které jsou vét§inou i substraty
tohoto enzymu. Ptiklady induktorti P450 2El jsou uvedeny
v tabulce V. Nejznaméjsimi induktory jsou ethanol a aceton,
fyziologicky dtilezita je indukce cytochromu P450 2E1 vyvo-
lana hladovénim (endogenni tvorba acetonu). Aktivuje karci-
nogeny, zejména fadu nitrosamind (pfedev§im s alifatickymi
fetézci). Ty maji velky vyznam proto, Ze mohou vznikat i jako
endogenni latky v zazivacim traktu ¢lovéka a dalSich Zivoci-
chti.

3.4. Cytochrom P450 3A4

Cytochrom P450 3A4je co do obsahu v lidskych tkadnich,
i co do mnozstvi substrati, které pfeménuje, rozhodné nejvy-
znamnéj§im cytochromem P450. Puvodné byl tento enzym
nazyvan podle schopnosti oxidovat nifedipin jako P450NF
a pod timto nizvem byl také poprvé izolovan®. Podrobnymi
studiemi pak bylo prokazadno, Ze se podili na oxidaci velkého
poctu karcinogenti, jako i 1é¢iv a endogennich latek (steroidy)
(tab. V) (cit.”"*’). Je ptitomen nejen vjatrech, ale i v celé fadé
dalsich tkani (tab. I, II). Je indukovén barbituraty, rifampici-
nem a dexamethasonem”’%’!. Ptiklady substrat a induktor
cytochromu P450 3A4 jsou uvedeny v tabulce V. Z hlediska
procesti kancerogeneze jsou dilezitymi substraty tohoto izo-
enzymu karcinogenni xenobiotika jako jsou nékteré piirodni
produkty (aflatoxiny), polycyklické aromatické uhlovodiky,
aromatické aminy a z endogennich latek pak steroidni slouce-

niny (17-beta-estradiol, testosteron, progesteron, kortisol)™”’.
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P450 17,

Zv1astnimi skupinami cytochromti P450jsou enzymy me-
tabolizujici preferen¢né endogenni latky se steroidni struktu-
rou. Reakce katalyzované témito enzymy probihaji primarné
v kiife nadledvinek, pohlavnich Zldzich a v placenté. Cytoch-
romy P450 rodiny 11 jsou lokalizoviny v mitochondriich
a dalsi formy (P450 17, P450 19, P450 21) v mikroso-
mech?®*73 Reakce, které tyto enzymy katalyzuji, napoméhaji
udrzovat steroidni latky v organismu na optimdlni hlading.
Tyto cytochromy P450 maji nejuzsi substratovou specifitu
i specifitu déinu.

Jsou velmi dulezité také z hlediska procesti kancerogene-
ze, a to ze dvou divodi. Prvnim z nich je skute¢nost, Ze ne-
vy vazenost koncentrace nékterych steroidnich hormont (napf.
jejich zvySené koncentrace) mohou vést ke karcinogennim
procesiim. Na druhé strané vyvaZené hladiny steroidnich latek
jsou dilezité i pro stav bunék nékterych nadori. Proto se také
reguldtorti nékterych téchto cytochromti P450 dokonce pouzi-
vé4 v protinddorové terapii®’. Takto jsou pouZivany inhibitory
cytochromu P450 17 jako antiandrogeny k 1é¢eni rakoviny

prostaty’*” a predevsim inhibitory cytochromu P450 19 (aro-
matasy)®.
4. Zasah cytochromt P450 do procesi

chemické kancerogeneze

Proces chemické kancerogeneze sestava pfinejmensim
ze tii fazi: iniciacni, promo¢ni a progresni. V iniciaéni fizi
dochézi ke zméné genetické informace zdravych bunék, kte-
ré vedou ke tvorbé prekarcinogenni léze. Tato prekarcino-
genni léze je vyvoldna predevsim rozlitnymi modifikace-
mi molekul DNA. Vzhledem k tomu, ze pravé modifikace
molekul DNA jsou povazovany za kriticky krok kancero-
geneze, jsou hleddny cesty, jak je detegovat a jak jejich vzni-
ku zabranit’®'. Iniciaéni fize kancerogeneze je (vzhledem
k jeji dleZitosti) velmi detailné studovdna®®. Z modifikaci
DNA je vyznamna tvorba kovalentnich adukti DNA (kova-
lentni{ vazba karcinogenu na béze i deoxyribosu DNA), déle
pak tvorba hydroxyderivatti bazi DNA (oxidativni l1éze tvote-
né radikdlovymi formami kysliku), tvorba cyklickych aduk-
t, tvofenych z bifunk¢nich genotoxickych ¢inidel, poSkoze-
ni DNA vyvolané radiaci, tvorba pyrimidinovych dimert,
apurinace a apyrimidinace DNA, tvorba interkalatd. Oviem
za nejzavaznéjsi je tfeba povaZzovat tvorbu kovalentnich aduk-
ta.

Cytochromy P450jsou jedny z nejvyznamnéjsich enzyma
aktivujicich prokarcinogeny na reaktivni ultimalni formy, kte-
ré tvoii kovalentni adukty. (Otdzkou, které izoformy jsou
nejvyznamnéjsi pro aktivaci karcinogent, se zabyva piredcho-
zi kapitola). Tyto enzymy se podileji i na reakcich, pii nichz
se uvoliuji aktivni formy kysliku za tvorby oxida¢nich lézi
v DNA - nejvyznamnéjsije v této souvislosti tvorba 8-hydro-
xyguaninu v DNA. Je tomu tak proto, ze v pribéhu reakci
katalyzovanych cytochromy P450 je tvorba kyslikovych radi-
kélt soucdsti reakéniho mechanismu (viz obr. 1). Z izoenzymu
cytochromu P450 je to ptedev§im P450 2E1, ktery aktivni
formy kysliku v pribéhu reakci snadné&ji uvolﬁujcs“'“. Neékdy
jsou oxidativni reakce substrati katalyzované timto cytochro-
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mem P450 vlastné zprostfedkovany pravé aktivnimi formami
kysliku®

Apurinace a apyrimidinace DNA jsou sice pfirozenymi
procesy, dochdzi k nim vSak mnohem Cast&ji, jsou-li baze
DNA néjakym zptisobem pozménény. Pravé kovalentni mo-
difikace bazi DNA, které vedou k rychlé apurinaci ¢i apyrimi-
dinaci, jsou dnes povazovany za velmi podstatny faktor v pro-
cesu kancerogeneze™ - a za vznik kovalentnich modifikaci
jsou pravé cytochromy P450 zodpovédné.

Tvorba interkaldth v DNA miZe byt rovnéz procesem
nezdvislym na enzymové katalyye. AvSak fada interkala¢nich
¢inidel je efektivngjsi aZjako metabolity vzniklé v biotransfor-
macnich reakcich (tedy i v reakcich katalyzovanych cytoch-
romem P450).

Klicovymi faktory promo¢ni fize (zvySena proliferace
primarné pozménénych bunék) jsou predevsim aktivity prote-
inkinas a fosfatas a jejich regulace®. Riist nddoru ovliviiuji i
dalsi faktory, zejména produkty onkogenu, uvoliiované po
aktivaci (derepresi) onkogendi bud’ onkogennim virem nebo
jinym kancerogennim podnétem‘qs'xx. Takovym dal$im podné-
tem mohou byt pravé i oxidativni zmény DNA, zplisobené
radikdlovymi formami Kysliku. Jejich vznik je, jak bylo vyse
uvedeno, podminén aktivitami nékterych cytochromt P450
(P450 2E1) a dalsich hemovych enzymi - peroxidas.

Progresni fazi kancerogeneze miizeme zjednodusené prirov-
nat k fazi iniciani. Procesy modifikace DNA jsou v progresni
fazi jesté efektivngj$i”. Ve fazi progrese dochdzi k tvorbé
bunék jiz totdlné maligné pozménénych. Funkce aktivaénich
enzymi participujicich na vzniku adukti DNA (modifikované
DNA) je tedy zcela zfejma.

5. Zavér

Uvedené piiklady dokumentuji, jaky vyznam a jak rozpo-
ruplnou roli pro lidské zdravi maji cytochromy P450. Vedle
Ltradi¢nich" reakci detoxikace cizorodych ldtek a aktivace
1é¢iv se stejnou mérou uplattiuji také potencidlné nebezpeéné
aktivac¢ni reakce protoxikanti a prokarcinogenti: v procesu
karcinogeneze mohou cytochromy P450 pravdépodobné spo-
luptisobit i dals§imi mechanismy. Detailni poznani mechanis-
mu enzymové aktivity téchto hemoproteind ajejich specifity
proto muze vyznamné prispét k pokroku v terapii i prevenci
rakoviny a dal$ich chorob.

Autofi dékuji za podporu Némeckému centru vyzkumu
rakoviny a grantim MSMT CR (VS 96 141), GA CR (203/95/
0604 a 203/96/0177) a GA UK (87/95).
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("Department of Biochemistry, Faculty of Science, Charles
University, Prague, "Department of Molecular Toxicology,
German Cancer Research Centre, Heidelberg, Germany):
Cytochromes P450 and Human Health

Cytochrome P450 is a generic name applied to a group of
hemoproteins. These enzymes belong to the most significant
involved in the metabolism of many xenobiotics (pharma-
ceutical drugs or their additives, environmental pollutants),
several natural products and endogenous compounds. They

Referaty

catalyze oxidation, peroxidation and reduction reactions,
which are involved in the first (so-called derivative) phase of
biotransformation of the above-mentioned compounds. Hu-
mans are known to widely differ in levels of individual cytoch-
romes P450 and in rates of metabolism of xenobiotics and
other substrates of these enzymes. Differences can clearly be
related to those in biological response to chemicals and their
toxicity. This review is focused mainly on significance of
individual forms of cytochrome P450 in reactions, that lead to
activation of protoxicants and procarcinogens to their ultimate
derivatives. Recent reports on the involvement of cytochromes
P450 in processes of chemical carcinogenesis are discussed.
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