X.X Ah receptor, regulace metabolizmu cizorodych latek a zakladnich bunéénych funkci

Existence receptoru pro aromatické uhlovodiky (angl. aryl hydrocarbon receptor),
zkracen¢ Ah receptoru, byla piedpokldadana jiz od 60. let, na zaklad¢ genetickych studii
vyuzivajicich inbredni kmeny mysi, které se vyznamné liily v inducibilité enzymovych
aktivit asociovanych srodinou 1 cytochromi P450. Teprve v 80. letech se vSak podafilo
castecné purifikovat AhR protein, jehoz cDNA sekvence byla posléze popsana pocatkem 90.
let. Jednim z piekvapivych zjisténi bylo, Ze se nejedna o jaderny receptor, ale o ¢lena rodiny
proteinii souhrnné¢ oznacovanych jako PAS proteiny, jejichz spoleCnym rysem je to, zZe
obsahuji tzv. PAS (Per-Arnt-Sim) doménu. PAS proteiny predstavuji evolucné velmi starou
skupinu proteinli. PAS doména, nebo struktury ji ptibuzné, byly identifikovany u fady
proteintl, nalezenych jak u zivocichi, tak u rostlin a prokaryotickych organismi. Obecné jsou
povazovany za proteiny, které se podileji na regulaci odpovédi organismu na rychlé zmény
v okolnim prostiedi — pfedev§im na zmény hladiny kysliku, svétla apod. Jednim
z nejvyznamnéjSich zdstupci této skupiny proteinll je, vedle samotného AhR, také faktor
indukovany hypoxii-a (HIF-1a), ktery hraje vyznamnou roli v buné¢né odpovedi na snizeny

parcialni tlak kysliku. AhR (Obr. 1) se sklada ze tii hlavni domén.
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Obr. 1 Struktura AhR

V N-koncové¢ oblasti lezi doména zodpovédna za vazbu na specifické sekvence DNA
— bazicka Sroubovice-smycka-Sroubovice (angl. basic helix-loop-helix). Za ni nasleduje PAS
doména, kterd zprostfedkovava vazbu ligandi AhR a jeho dal$i interakce s proteiny
v cytoplazmé 1 v jadie. V C-koncové oblasti proteinu se nachazi transaktivaéni doména,
typicky obsahujici velké mnozstvi glutaminovych rezidui, ktera je nezbytnd pro transkripcni

aktivitu AhR.



AhR tedy pfedstavuje transkripcni faktor, ktery je aktivovan specifickymi ligandy a
reguluje expresi cilovych gent. V inaktivni formé je lokalizovan v cytoplazmé, kde je
soucasti komplexu se dvéma proteiny Hsp90 (angl. heat shock protein 90), proteinem XAP2 a
p23 (Obr.2, ¢ast (1)). Tyto proteiny vytvaieji v nepfitomnosti AhR ligandu tzv. inaktivni
komplex. Po navazani ligandu na AhR dochazi ke zméné konformace AhR (2), uvolnéni
Hsp90 a XAP2 a pfechodu AhR do bunééného jadra. Na regulaci lokalizace AhR
v cytoplazmé ¢i v jadfe se podileji pravdépodobné i proteiny, které snim vytvareji
cytoplazmicky komplex. Otazkou zlstava, zda do bunécného jadra prechazi cely komplex
nebo pouze AhR. V bunééném jadie vytvaii aktivovany AhR, na ktery je navazany ligand,
dimer (3) s proteinem ARNT (angl. AhR nuclear translocator) a spolu se vazou do cilovych

regulacnich oblasti gentl, jejichz transkripce je aktivovana AhR (4).
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Obr. 2 Schéma aktivace AhR



Jejich cilovou sekvenci jsou tzv. xenobiotické (nebo také dioxinové) responzivni
elementy (XRE/DRE), které obsahuji typickou sekvenci 5’-GCGTG-3‘. ARNT (znamy také
jako faktor indukovany hypoxii-f) pfedstavuje vazebného partnera jak pro AhR, tak pro HIF-
la, a hraje tak vyznamnou roli nejen v regulaci odpovédi organismu na toxické slouceniny
aktivujici AhR, ale také vregulaci odpovédi bunék na snizeny parcidlni tlak kysliku

v okolnim prostiedi.

Xenobiotik, ktera jsou ligandy AhR, je znamo velké mnoZzstvi a miizeme je rozd¢lit do
tii hlavnich skupin. V prvé tfadé se jedna o toxické latky prevazné antropogenniho piivodu,
jako jsou polycyklické aromatické uhlovodiky (PAH), polychlorované bifenyly (PCB) ¢i
polychlorované dibenzo-p-dioxiny a dibenzofurany (Obr. 3). Dale jsou to latky piirodniho
puvodu (pfedevsim produkty sekundarniho metabolismu rostlin), jako jsou flavony a ptibuzné
slouceniny. Posledni skupinou jsou latky, které vznikaji pfimo v organismu obratlovci, jako
jsou napt. derivaty aminokyselin (tryptofanu), mastnych kyselin (kyseliny arachidonové),
zlucova barviva (bilirubin) apod. Témto slou¢eninam je vénovéna zna¢na pozornost s cilem
identifikovat ptipadné ptirozené, fyziologické ligandy AhR, které by mohly regulovat jeho

aktivitu v organismu.
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Obr. 3: Modelové ligandy AhR



Ptestoze geny homologni AhR byly identifikovany i u bezobratlych (napt. Spineless u
Drosophila melanogaster, nebo ahr-1 v Caenorhabditis elegans), nebylo zatim prokazano, ze
by byly aktivovany toxickymi ligandy AhR. Zd4 se, Ze tyto proteiny pifibuzné AhR hraji
ulohu napt. vregulaci vyvoje nervové soustavy nebo chovani bezobratlych zivocCichd.
Aktivace AhR toxickymi ligandy byla tedy zatim pozorovana pouze u obratlovcii. S vyjimkou
savcll se u obratlovell se mohou vyskytuji dvé formy tohoto receptoru, které jsou kddovany

dvéma rliznymi geny.

Dnes je znama cela fada gent jejichz exprese je regulovana prostfednictvim aktivovaného
AhR. Jedna se predev$im o geny koédujici enzymy 1. a 2. faze biotransformace, jako jsou
cytochromy P450 (CYP), UDP-glukuronysyl transferazy, glutathion-S-transferazy,
chinonreduktdza apod. V poslednich letech se vSak ukazuje, Ze AhR hraje vyznamnou roli
také v regulaci exprese celé fady gend, které se podileji na zdsadnich bunéénych procesech,
jako je bunécnd proliferace, diferenciace, apoptéza ¢i mezibunééna komunikace. Mezi
nejvyznamngjsi cilové heny AhR patii pfedevsim rodina CYP1, kterd v soucasnosti u savct
zahrnuje proteiny CYP 1A1, 1A2 a 1B1. Pfedevsim v ptipad¢ prvniho z nich hraje AhR zcela
zédsadni roli v regulaci jeho exprese, na zdkladé cehoZ je Casto vyuzivan jako biomarker
odrazejici kontaminaci zivotniho prostfedi AhR ligandy. Za doklad toho, Ze pfislusny
studovany organismus se pohyboval v prostiedi zne€isténém vysokym mnoZstvim toxickych
ligand AhR, se povaZzuje zvySend hladina CYP 1A1 mRNA, CYP 1Al proteinu ¢i jeho
aktivita. Tato skupina proteint se v rlizné mife podili na metabolizaci velkého mnoZstvi latek,
z nichz mnohé¢ jsou zaroven uc¢innymi ligandy AhR, jako jsou napt. PAH, polyhalogenované
uhlovodiky, nitrosomocovina, heterocyklické aminy vznikajici pfi tepelném zpracovani
potravin, aminoazobarviva, n€kterd 1é¢iva apod. Vedle detoxifikace téchto latek vSak v fadé
pfipadli dochédzi pisobenim CYP1 enzyml i1 ke vzniku vyznamného mnoZstvi vysoce
aktivnich elektrofilnich sloucenin, které mohou poSkozovat DNA a jsou G¢innymi mutageny.
Typickym ptikladem téchto sloucenin je benzo[a]pyren (Obr. 3), ktery je ucinnym ligandem
AhR a po metabolizaci CYP1 enzymy vytvaii stabilni adukty na DNA. Jedna se o velmi silny
mutagen a karcinogen, ktery se ve vysokych hladinach nachazi napft. v cigaretovém kouii ¢i
ve znecisténém ovzdusi. Vedle exogennich substratli jsou CYP1 enzymy schopné podilet se
na metabolismu také fady endogennich latek, jako jsou napf. steroidni hormony (17f-
estradiol) nebo eikosanoidy (produkty metabolismu kyseliny arachidonové). Mohou tedy
ovliviiovat i hladiny téchto vyznamnych fyziologickych reguldtor v organismu. V neposledni

fad¢ se CYP1 enzymy podileji i na odbourdvani fady pfirodnich latek, jako jsou napf.



nejrazngjsi flavonoidy. Syntetické a pfirodni flavonoidy se mohou chovat v zavislosti na své
struktufe jako agonisté i antagonist¢é AhR. Nékteré ztéchto latek jsou také ucinnymi
inhibitory aktivit CYP1A1 a 1A2. Spolu s dal$imi jadernymi receptory (pfedevsim CAR a
PXR) a transkriptnim faktorem NRF2 se pak AhR podili také na koordinované regulaci
enzymu 2. faze biotransformace a ABC transportérovych proteint, ktera je klicova pro

konjugacni reakce produkti reakci katalyzovanych CYP enzymy a jejich exkreci.

Dlouhodoba aktivace AhR prostifednictvim perzistentnich AhR liganda jako jsou PCB,
polychlorované dibenzo-p-dioxiny a dibenzofurany je zakladni pficinou tzv. dioxinové
toxicity. Rada toxickych uginki téchto latek se v zavislosti na davce a dob& piisobeni téchto
latek miize projevit v riznych tkanich a v riznych fazich vyvoje organismu. Nejznaméjsi a
nejtoxictéjsi slouceninou tohoto typu je 2,3,7,8-tetrachlérdibenzo-p-dioxin (TCDD), latka,
kterd ziskala proslulost zejména diky jejimu toxickému plsobeni pii vyrobé a aplikaci
herbicidnich pripravkli (kyselina dichlorfenoxyoctova, kyselina trichlorfenoxyoctova) a pii
pramyslové havarii v severoitalském Sevesu v roce 1976. TCDD je Svétovou zdravotnickou
organizaci (WHO) povazovan za prokdzany lidsky karcinogen a pfi akutni nebo chronické
expozici muze vykazuje Siroké spektrum toxickych ucinkli. Ma hepatotoxické,
imunosupresivni, teratogenni i kardiotoxické ucinky a jednd se o vysoce ucinny nadorovy
promotor. Zpusobuje epitelidlni hyperplazii, porfyrii, naruSuje lipidni metabolismus,
metabolismus retinoidl, ovliviiuje hladinu a u€inky steroidnich i tyroidnich hormond. Je
ziejmé, Ze Siroké spektrum toxickych Uc€inkli nesouvisi pouze s indukci metabolickych
enzymil jako jsou CYPI1, ale ze mechanismy uc¢inku TCDD a ptibuznych latek zahrnuji celou
fadu dalSich procest na bunécné tirovni. AhR muze regulovat celou fadu bunéénych déju
(proliferace, diferenciace a apoptdza) a navic je ziejmé, ze nékteré toxické ucinky AhR
mohou souviset také s interakcemi mezi signalnimi drahami aktivovanymi AhR a dalSimi
proteiny, jako jsou napft. jaderné receptory (PXR, CAR, receptory steroidnich hormonti), PAS
proteiny (HIF-1o nebo proteiny podilejicimi se na regulaci cirkadiannich rytmia) nebo
proteiny podilejicimi se na regulaci bunécného cyklu (retinoblastoma protein, transkripéni
faktory E2F rodiny). Je zfejmé, ze studium toxickych ucinkli AhR ligandi ndm miZze
poskytnout neocenitelné informace o fyziologické uloze tohoto vyznamného transkripéniho

faktoru v organismu.
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