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Inhibice

e Latky snizujici syntézu enzymu (transkripci E)
 Nedostatek endogennich kofaktoru

* Nedostatecna vyziva

* Interakce
* |nhibitory enzymu



Inhibice

e J|reverzibilni

 Reverzibilni
. Kompetitivni
. Nekompetitivni
. Akompetitivni
. Smisené



Inhibice

e J|reverzibilni

* Reverzibilni
. Kompetitivni (K, se zvySuje)
¢ Nekompetitivni (K,, se nemeéni, v, Se zmensi)
*  Akompetitivni (Ky, I V.., S€ Zmensi)
*  SmiSené (Mmeni se pomeér K, a V)
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Inhibice

 Specifické inhibitory
* ViceuCYP
 Nespecifické inhibitory
 Tezké kovy (vazba na thiolové skupiny)
e CO
* Aminobenzotriazol



Inhibice CYP

 Reverzibilni inhibice

e Kompetitivni

* Nekompetitivni (pomala)
* Ireverzibilni inhibice



Inhibitory CYP

e Reverzibilné vazané na hem
e  Oxid uhelnaty

 Tvorici kvazi-ireverzibilni komplexy s hemovym Fe
e  Oktylamin

* |reverzibilné vazané na hem

e l-aminobenzotriazol - vazba na 2 dusiky
pyrolového jadra, inhibuje cca 80 % aktivity CYP
(2B1, 2C11, 3A%*), neinhibuje 2A1




Komplexy CYP-metabolit inhibitoru

* Vazba mimo aktivni misto = nekom. inhibice
e Aktivace inhibitoru

e Minimalné 1 pruchod CYP
 Benzodioxoly, hydraziny, isosafrol
 Disociace = obnoveni aktivity
 Alkylaminy

e Syntéza de novo



M| komplexy

e Benzodioxol a mtb
* |nhibice 2B1
e Delsi doba inhibice nez reverzibilni inh.

CO vazba na P450
R
0> P450 CO,
0 katechol

karben M| komplex



Autokatalyticka inaktivace CYP

Meziprodukty schopné alkylovat CYP
Inaktivace funkce

Vazba na apoprotein (ne na hem)

Syntéza CYP de novo

Olefiny, cyklopropylaminy, chloramfenikol,...



Specificke inhibitory CYP

Enzym odpovedny za mtb konkrétniho léciva
Malo studii sledujici vztah struktura-aktivita

Chloramfenikol - acetylace lysinového
zbytku v aktivnim misté, P450 nemuze
prijimat elektrony z NADPH cytochrom P450
reduktazy. Ma vliv na 2B1, 2C6, 2C11, nema
vliv na 1A1 a 1A2.



Specificke inhibitory CYP

« Makrolidova ATB
* Erytromycin
 Tvorba MI komplexu
e 3Au potkana, 3A4 u clovéka

 Naftoflavon
 Reverzibilni kompetitivni inhibitor
e CYP1Aa1A2



Detekce forem CYP

Jak?



Detekce forem CYP

Selektivni induktor a inhibitor
Specifické substraty
Imunoinhibice

Western Blotting

Exprese CYP cDNA (napr. kvasinky)



Indukce

In vivo

Po urcité dobé po podani

Zvyseni syntézy CYP

Specificka

Substrat izoenzymu, ktery indukuje



Indukce

* Odpoved bunky na chemicky stres

* Indukovatelnost
* Enzymu 1. faze biotransformace
* Enzymu 2. faze biotransformace
 Transportnich systému

e Zasah do endogenniho mtb a bunéc. cyklu



Induktory

Lipofilni slouceniny

Dlouhy biologicky polocas

Malo se metabolizuji

Kumulace

Opakované podani (neni podminkou)



Receptory

AhR (aryl hydrocarbon receptor)

PXR (pregnane X receptor)

CAR (constitutive androstan receptor)
PPAR (peroxisome proliferator activated rc)
GR (glucocorticoid rc)

VDR (vitamin D rc)
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Mechanismus

<ce MC typu (PAH) — AhR
<ce PB typu — CAR

<ce steroidy — PXR, CAR
<ce ethanolem

kce klofibratem — PPAR



AhR (PAH)

Historicky dobre prozkoumana
ndukéni odpoved silna
nterakce s Ah receptorem

ndukce
CYP 1A*, 1B*
UGT

GST
Bunécny cyklus



AhR (PAH)

Induktory

PAHY

Dioxiny

~lavony, indoly

Kofein

Benzimidazoly (omeprazol)
Bilirubin, prostaglandiny




AhR (PAH)

 Ligandy

 PAH, polychlorované bifenyly,
polychlorované dibenzo-p-dioxiny

 Metabolity sek. mtb rostlin (flavony)

 Endogenni (derivaty tryptofanu, kys.
arachidonové, bilirubin,...)



AhR (PAH)

* AhR
* Nenito jaderny receptor
 PAS protein (Per-Arnt-Sim) — stara skupina
e Regulace odpovedi na rychlé zmény okoli
e HIF-1a (faktor indukovany hypoxii)



AhR (PAH)

e 3 domény
e bHLH
 Basic helix-loop-helix
* Vazba na DNA

e PAS
* Vazba ligand AhR
 TAD

 Transaktivacni doména
e Glutaminové rezidua (transkripce)



AhR (PAH)

 TranskripCni faktor
 Aktivovany specifickymi ligandy
 Reguluje expresi cilovych genu



AhR (PAH)

naktivni — cytoplazma
Komplex proteinu Hsp90, XAP2 a p23

Po vazbé ligandu na inaktivni komplex dojde
ke zmeneé konformace

AhR+ligand jde do jadra

Spoji se s ARNT (AhR nuclear translocator)
Vazba na cilové regulacni oblasti genu
Aktivace transkripce
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AhR (PAH)

 Cilova sekvence — xenobiotické responzivni
elementy (XRE/DRE)

* ARNT se nevaze jen na Ahr, ale i na HIF-1a



AhR (PAH)

e Regulace rodiny CYP1*
« CYP1A1, 1A2,1B1

e 1Al - exprese — biomarker kontaminace
zivotniho prostredi AhR ligandy



AhR (PAH)

* Produkty — aktivni elektrofilni slouceniny
* Benzo[a]pyren
 Ligand AhR
 Mtb CYP1 — stabilni adukt na DNA
 Mutagen, karcinogen
 Cigaretovy kour, ovzdusi

. Dlouhodoba aktivace AhR = dioxinova toxicita



AhR (PAH)

* Produkty — aktivni elektrofilni slouceniny
* Benzo[a]pyren
 Ligand AhR
 Mtb CYP1 — stabilni adukt na DNA
 Mutagen, karcinogen
 Cigaretovy kour, ovzdusi

. Dlouhodoba aktivace AhR = dioxinova toxicita



Nuklearni receptory

* PXR, CAR, GR

 Transkripce je regulovana
 Transkripcnimi faktory a nukl. receptory
 Epigeneticka regulace
 Stabilizace/degradace mRNA
* Degradace proteinu proteasomem



Nuklearni receptory

 Aktivuji transkripcni kaskadu spoustéjici
expresi cilovych genu v jadre

 Ligandem je Casto xenobiotikum
e Up-regulace
* Fylogeneticka ochrana



Nuklearni receptory

* PXRaCAR

 Aktivace nizkomolekularnimi slouc.,
léCivy, endogennimi steroidy

 Senzory endo i exogennich toxickych latek
e Regulace CYP450 3A4

* Orphan —nezname fyziol. ligand



Nuklearni receptory

Ligand+Rc — vazba v promotorové casti
cilového genu

Transkripcni aktivace (mRNA)
Uvolnéni korepresoru
Navazani koaktivatoru
Rozvolnéni histony-DNA



fenobarbital

CITCO —

rifampicin

—




Nuklearni receptory

e Lokalizace
 Jatra, tenké a tlusté strevo, ledviny, plice



PB

Indukce phenobarbitalem
Zvyseni transkripce mRNA
Indukce nizsi nez u PAH

Aktivace transkripce bez vazby na nuklearni
receptor



PB

e Regulace

e CYP 2B, epoxidhydrolasa, NADPH-
cyt.P450-redukbsa

e GST UGT, sulfotransferasa
e P-glykoprotein, MRP2, OATP2

* Induktory:

 Barbituraty, chlorpromazin, clotrimazol,
PCB, pesticidy



Indukce steroidy a makrolidy

* Indukce transkripce m-RNA i
posttranskripcnich zmeén

 Zvysena stabilita mRNA i enzymu



Indukce steroidy a makrolidy

* [nduktory

Rifampicin, dexamethason, phenobarlrital
Nékteré steroidni hormony

Syntetické i endogenni glukokortikoidy
Makrolidova antibiotika

e Regulace:

. CYP 3A1 (u potkana), CYP 3A4 (u ¢lovéka), CYP 2C
. Sulfotranzferaza (alkohol a zluc. kyseliny)

. GST

. P-glykoprotein, MRP2, OATP2



Indukce etanolem

Dlouhodobé podavani etanolu (zvyseni mtb)
Jednorazove (komp. inhibice)
CYP 2E1
Zvyseni aktivity 2E1
Exprese genu neni ovlivhéna
Stabilizace mRNA (diabetes)

Stabilizace bilkovinné molekuly -
posttranslacni modifikace



Indukce klofibratem

CYP 4A*

Vazba na PPAR

Vazba na PXR receptor (tvorba dimeru)
Aktivace transkripce



Indukce redukcnich enzymu

Aldo/keto reduktazy

Induktory jsou jiné latky nez CYP
(doxorubicin,...)

Vazba na ARE (antioxidant responsive
elements)

Rezistence, kardiotoxicita



Shrnuti indukce

* 3 mechanismy
e Aktivace transkripce (vétsina)

e Stabilizace mRNA (1A1, 1A2, 2B1, 2B2,
2E1, 3A%)

 Stabilizace proteinu (2E1, 3A*)



Shrnuti indukce

 Vysledky
 Zrychleni metabolismu
* Snizeni ucinku
 Tkanova toxicita



Tkanova toxicita

e Paracetamol
. Bézné davky

Glukuronidace, sulfatace (95 %)
Konjugace s glutationem (5 %)

. Vysoké davky

Glukuronidace, sulfatace — saturace
Dostatek GSH — mala hepatotoxicita
Aktivace CYP 1A2 (acetylbenzosemichinon)
Vysledek:
NizSi ucinek, vyssi toxicita (biotransformace)



Dékuji za pozornost



