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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Cytochromy P450 (P450) stanowia wielogenowa rodzine enzymdw katalizujgcych metabolizm
tlenowy wielu ksenobiotykéw, w tym lekéw przeciwnowotworowych oraz zwigzkéw endo-
gennych. Poszczegdlne izoformy cytochromu P450 wystepuja na zréznicowanym poziomie
w réznych typach tkanek i komérek, a ekspresja ich gendw i w konsekwencji ostateczna ak-
tywno$¢ podlega selektywnej regulacji. Dodatkowo wykazano zréznicowang ekspresje genéw
niektdrych izoform P450 w komérkach nowotworowych w poréwnaniu z komérkami prawi-
dfowymi. Stwarza to mozliwo$é wykorzystania tych izoenzyméw jako markeréw procesu no-
wotworowego. W artykule oméwiono charakterystyke i funkcje pieciu izoform cytochromu
P450: P450 1B1, P450 2W1, P450 251, P450 2R1, P450 2U1, mogacych stanowi¢ potencjalne cele
oddziatywania strategii terapeutycznych i prewencyjnych. Wybrano powyzsze izoformy, gdyz
poziom ich ekspresji w tkankach nowotworowych zdecydowanie przewyzsza obserwowany
w tkankach prawidlowych.
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Summary

Cytochromes P450 (P450) are a multigene family of enzymes possessing a central role in the
oxidative metabolism of a wide range of xenobiotics, including anticancer drugs, and en-
dogenous compounds. The activity of different P450 isoforms varies within specific tissues
and cell types and is selectively regulated together with their gene expression. Moreover,
differential expression of certain P450 isoforms’ genes in tumor cells compared to normal
tissues can be observed. This creates the potential for the use of these isozymes as tumor
markers or selective prodrug activators. This article discusses the characteristics and func-
tion of five isoforms of cytochrome P450 (P450 1B1, P450 2W1, P450 251, P450 2R1, P450
2U1) that could be potential targets for tumor therapeutic and preventive strategies. These
isoforms have been chosen because their level of expression in tumor tissues is definitely
higher than in normal tissues.
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Wykaz skrétow:

AhR - receptor weglowodoréw aromatycznych; ARNT — jadrowy translokator receptora weglowo-

doréw aromatycznych; B[a]P - benzo[a]piren; P450 — cytochrom P450; DHET - kwas dihydroksy-
eikozatrienowy; CPR - reduktaza NADPH-cytochrom P450; ER - receptor estrogenowy; GDEPGT
- genowo ukierunkowana terapia enzym-prolek; HIF-1 a — czynnik indukowany hipoksja; TCDD
-2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioksyna; WWA — wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne.

Wsrep

Cytochromy P450 (P450) stanowig nadrodzine mono-
oksygenaz zawierajgcych ugrupowanie hemowe, od-
powiedzialnych przede wszystkim za pierwsza faze
metabolizmu ksenobiotykéw, a takze za metabolizm
i biosynteze wielu zwigzkéw endogennych, takich jak
hormony steroidowe i eikozanoidy. Enzymy te sg obec-
ne u niemal wszystkich organizméw, wtaczajac bakte-
rie, grzyby, rosliny, zwierzeta i cztowieka, u ktérego
opisano przynajmniej 57 genéw kodujacych aktywne
postaci P450, a takze 58 pseudogendw, dla ktérych nie
odnaleziono otwartej ramki odczytu [33]. W oparciu
o strukture pierwszorzedowg izoenzymy cytochromu
P450 zostaty zakwalifikowane do rodzin i podrodzin.
Enzymy nalezace do jednej rodziny wykazuja identycz-
nos$¢ struktury pierwszorzedowej co najmniej w 40%,
a cztonkowie podrodzin w ponad 55% [54].

Cytochromy P450 sg umiejscowione gtéwnie w sia-
teczce endoplazmatycznej hepatocytéw, ale wystepu-
ja takze w mniejszej ilo$ci w innych narzadach, przede
wszystkim w nerkach, ptucach, sercu, mézgu i skérze.
Aktywno$¢ katalityczna cytochromdéw P450 obejmuje
najczeéciej reakcje C-oksydacji (hydroksylacja, epok-
sydacja, peroksydacja), N- i S-oksydacji, a takze oksy-
dacyjnej O-, S- lub N-dealkilacji oraz inne typy reakcji,
zwigzane z pierwsza faza metabolizmu ksenobioty-
kéw i zwigzkéw endogennych oraz ich biosyntezy. Do
funkcjonowania P450 niezbedny jest system transpor-
tu elektronéw. Jednym z jego elementéw u cztowieka
jest reduktaza NADPH-cytochrom P450 (CPR).

Podstawowym celem reakcji pierwszej fazy metaboli-
zmu ksenobiotykéw z udziatem cytochromu P450 jest
ich przeksztalcenie w postaé o zwiekszonej rozpusz-
czalno$ci w wodzie, co utatwia wydalanie. Niekiedy
jednak reakcje te prowadza do zwiekszenia reaktywno-
$ci lub aktywno$ci biologicznej zwigzku. Ta pierwsza
sytuacja odnosi sie do wielu chemicznych kanceroge-
néw, natomiast zwiekszona aktywno$¢ biologiczna jest
pozadana w przypadku prolekéw.

Poszczegblne izoformy P450 wystepuja na zréznico-
wanym poziomie w réznych typach tkanek i komdrek,
a ekspresja ich genéw i w konsekwencji ostateczna ak-
tywno$¢é podlega selektywnej regulacji. Ponadto zaob-
serwowano, ze geny niektérych izoform P450 ulegaja
ekspresji na odmiennym poziomie w komérkach zmie-
nionych nowotworowo, w poréwnaniu do komérek pra-
widtowych. W zwigzku z tym izoenzymy cytochromu
P450 moga by¢ potencjalnie wykorzystywane jako mar-
kery procesu nowotworowego, a takze jako cele oddzia-
tywania strategii terapeutycznych lub prewencyjnych.

W ostatnich latach opisano nowe izoformy cytochro-
mu P450, ktérych funkcja fizjologiczna czesto nie jest
jeszcze doktadnie poznana. Niekiedy sg to postaci ,,sie-
roce”, o nieznanym substracie endogennym.

W artykule podsumowano aktualny stan wiedzy na te-
mat wybranych izoform cytochromu P450, ktére moga
by¢ potencjalnie wykorzystane jako biomarkery cho-
réb nowotworowych oraz punkty uchwytu strategii
chemioprewencyjnych i terapeutycznych. Opisano izo-
forme P450 1B1 oraz zaliczane do izoform ,,sierocych”:
P450 2W1, P450 251, P450 2R1, P450 2U1.

P450 1B1

P450 1B1 jest jedynym przedstawicielem zidentyfi-
kowanej stosunkowo niedawno podrodziny P450 1B.
Dotad udato sie sklonowa¢ i scharakteryzowaé mysie,
szczurze oraz ludzkie geny P450 1B1. Ludzki P450 1B1
zostat po raz pierwszy wyizolowany z traktowanych
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioksyna (TCDD) kera-
tynocytéw w 1994 roku. Gen dla tej izoformy umiej-
scowiony w chromosomie 2p21-22 obejmuje okoto 12
tysiecy par zasad i ztozony jest z trzech eksonéw oraz
dwéch introndw. Jest to jeden z najwiekszych zna-
nych genéw cytochromu P450 - powstajacy w wyni-
ku transkrypcji i zbudowany z 5,2 tysiecy par zasad
mRNA, koduje bowiem biatko ztozone z 543 amino-
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kwaséw. Jednocze$nie powstajacy na skutek transla-
cji izoenzym nalezy do najprostszych pod wzgledem
struktury [28,48]. Mimo wysokiego stopnia homolo-
gii sekwencji aminokwasowej genéw (>80%): mysiego,
szczurzego oraz ludzkiego, wystepuja znaczace réznice
w tkankowoswoistej ekspresji, regulacji, a takze swo-
isto$ci metabolicznej.

P450 1B1 wykazuje ekspresje w pozawatrobowych
tkankach steroidogennych np. jajnikach, jadrach oraz
w tkankach docelowych hormonéw steroidowych np.
gruczole piersiowym, macicy, prostacie. Obecnos¢é tego
izoenzymu zostata réwniez wykazana w sercu, nerkach,
jelitach, mézgu [19].

Izoforma P450 1B1 metabolizuje, podobnie jak inne
enzymy z rodziny P450 1, szeroki zakres ksenobioty-
kéw. Ma ona zdolno$¢ aktywowania wiele kanceroge-
néw srodowiskowych i zywnosciowych oraz sktadnikéw
dymu tytoniowego, w tym wielopierscieniowych we-
glowodoréw aromatycznych (WWA) [19,32]. W tabeli 1
przedstawiono substraty P450 1B1.

Ekspresja P450 1B1 podlega regulacji z udziatem nie-
ktérych podstawowych czynnikdw transkrypcyjnych,

wlgcznie z receptorem weglowodorédw aromatycznych
(AhR) i receptorem estrogenowym (ER). Regulacja
ekspresji P450 1B1 jest cze$ciowo zalezna od czynni-
ka indukowanego hipoksja 1a (HIF-1a), uwazanego za
podstawowy przetgcznik molekularny, wplywajacy na
ekspresje genéw w odpowiedzi na obnizone ci$nienie
tlenu, co wystepuje w komérkach nowotworowych.
Przy prawidlowym ci$nieniu tlenu HIF-1a ulega hy-
droksylacji, co predysponuje go do poliubikwitynyla-
cji i degradacji proteasomalnej. W warunkach hipoksji
HIF-1a ulega stabilizacji i translokacji do jadra komér-
kowego, gdzie tworzy heterodimer HIF-1, bedacy po-
taczeniem z biatkiem HIF-1p. Ten heterodimer bywa
nazywany jadrowym translokatorem receptora weglo-
wodoréw aromatycznych (aryl hydrocarbon receptor
nuclear translocator - ARNT). Z kolei ARNT tworzy
dimer z receptorem weglowodorédw aromatycznych
i aktywuje ekspresje genéw po potaczeniu z sekwencja
konsensowng TNGCGTG w tzw. elementach odpowie-
dzi na ksenobiotyki w genach docelowych. Takie dzia-
tanie moze prowadzi¢ do zwiekszenia ekspresji P450
1B1i 1A1 [41].

Udowodniona w licznych badaniach obecnos$é P450 1B1
w réznych typach komdrek nowotworowych sugeruje

Tabela 1. Substraty dla wybranych nowych izoform P450 (zmodyfikowano wg [13,19,24])

P450 1B1 P450 2W1

P450 251

Benzo[a]piren
7,12-dimetylobenzo[a]antracen
Benzo[alantracen

kwas arachidonowy
benzofetamina
dimetylonitrozoamina

benzo[a]piren
9,10-dihydro-benzo[a]piren
7,12-dimetylobenzo[a]antracen

3-metylocholantren naftalen benzo[a]pireno-7,8-dihydrodiol
Estradiol testosteron aflatoksyna B1
Mitoksantron benzo[a]piren naftalen
Paklitaksel kwas all-trans-retinowy styren
Resweratrol kwas oleinowy kwas all-trans-retinowy
dibenzola,lIpiren metoksyrezorufina

7,12-dimetylobenzo[a]antracen
benzo[a]antraceno-3,4-diol
5,6-dimetylochryzeno-1,2-diol
chryzeno-1,2-diol
7,12-dimetylobenzo[a]antraceno-3,4-diol
(-)-benzo[a]pireno-7,8-diol
(++)-benzo[a]pireno-7,8-diol
dibenzola,|]pireno-11,12-diol
5-metylochryzeno-1,2-diol
(+/-)-benzo[a]pireno-7,8-diol
sterigmatocystyna
aflatoksyna B1
3-metoksy-4-aminoazobenzen
2-aminofluoren
2-aminoantracen

Trp-P-1 (3-amino-1,4-dimetylo-5H-pirydo[4,3-bJindol)
MelQ (2-amino-3,4-dimetyloimidazo[4,5-f]chinolina)
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jego udzial w procesie kancerogenezy, a takze w zjawisku
lekoopornosci obserwowanej w przebiegu terapii. Zwiek-
szony poziom biatka enzymatycznego P450 1B1 stwierdza
sie w komdrkach nowotworowych tkanki facznej, piersi,
pecherza moczowego, mébzgu, okreznicy, przetyku, ne-
rek, watroby, ptuc, weztéw chlonnych, jajnika, skéry, je-
lita cienkiego, zotadka, jader i macicy. Brak lub bardzo
niski poziom biatka stwierdza sie natomiast w tkankach
prawidtowych. Nadekspresja P450 1B1 zwigzana jest przy-
puszczalnie z regulacjg na dwéch poziomach: transkryp-
cyjnym i potranskrypcyjnym. Interesujace jest to, ze nie
zaobserwowano istotnych réznic w poziomach mRNA dla
genu P450 1B1 miedzy tkankami zdrowymi, a zmienionymi
nowotworowo, co moze sugerowac istnienie regulacji na
poziomie potranskrypcyjnym [50].

Szczegdlng role P450 1B1 petni w procesie rozwoju no-
wotworu gruczotu piersiowego. Izoforma ta jest en-
zymem katalizujacym hydroksylacje estrogenéw do
4-hydroksyestrogendw, co jednoczes$nie indukuje dzia-
tanie genotoksyczne tych hormondéw i wydaje sie, ze
odgrywa istotng role w rozwoju niektérych nowotwo-
réw [22]. Ekspresje P450 1B1 oraz powstawanie 4-hy-
droksyestradiolu powigzano z nowotworami estroge-
nozaleznymi u réznych gatunkéw zwierzat i cztowieka.
Metabolit 4-hydroksyestradiolu ma najwyzszg aktyw-
no$¢ kancerogenng, a takze estrogenna i jest obecny
w wiekszych ilo§ciach w komdérkach raka piersi, niz
inne metabolity 17B-estradiolu [20]. Polimorfizm P450
1B1 jest jednym z czynnikdw ryzyka zapadalno$ci na
raka piersi w niektérych populacjach. Wydaje sie, ze
dwa popularne warianty polimorficzne, zawierajace
mutacje w eksonie 2 (kodon 119, Ala—Ser) i eksonie
3 (kodon 432, Val—Leu) kodujacych domene wigza-
cg hem, maja zmodyfikowana aktywnos$é enzymatycz-
ng [22]. To powinno wyja$ni¢ miedzyosobnicze rézni-
ce w predyspozycjach na zapadalno$¢ na nowotwory,
wywotane kancerogenami srodowiskowymi. Badania
populacyjne na grupach wykazujacych sie wysokim
stopniem podobieristwa genetycznego, np. Chificzy-
kéw Han [22] lub populacji Japonii [51], wskazuja na
istnienie powigzania miedzy polimorfizmem P450 1B1
i czesto$cig zachorowari na raka piersi. Istnieja jednak
pewne doniesienia, sugerujace wystepowanie warian-
téw polimorficznych o dziataniu protekcyjnym, takim
jak np. badania na grupie kobiet z Szanghaju, kobiet
rasy kaukaskiej i Afroamerykanek z Nashville w stanie
Tennessee oraz kobiet z Polski [3,16,53].

Dodatkowo wykazano, ze w mikro$rodowisku guza za-
uwazalna jest zréznicowana ekspresja P450 1B1 [27].
Badania z zastosowaniem ludzkich komérek raka en-
dometrium linii KLE, Ishikawa, HEC-1-B i RL95-2 [40]
wskazaly takze na odmienny profil ekspresji P450 1B1
w nowotworach endometrialnych oraz ze ostabienie
tej ekspresji dziata antyproliferacyjnie i proapopto-
tycznie. Z kolei zwiekszenie ekspresji moze by¢ zwia-
zane z wieksza inwazyjnoscia raka. Brandi i wsp. opisali
przypadek pacjenta z rakiem prostaty po catkowitej
prostatektomii, posiadajacego wariant polimorficzny

P450 1B1, u ktdérego zaobserwowano catkowitg remi-
sje zaledwie po dwéch cyklach chemioterapii doce-
takselem [4]. W badaniach Sissunga i wsp. w grupie
52 mezczyzn z rakiem prostaty otrzymujacych doce-
taksel zaobserwowano, ze pacjenci posiadajacy dwie
kopie wariantu polimorficznego P450 1B1*3 gorzej od-
powiadali na terapie w poréwnaniu z pacjentami po-
siadajagcymi co najmniej jedng kopie allelu P450 1B1*1
[42]. Wykazano ponadto, ze klirens docetakselu nie jest
zwigzany z posiadanym wariantem polimorficznym
P450 1B1 oraz ze enzym ten nie bierze udzialu w me-
tabolizmie docetakselu, co wskazuje, ze indywidualne
réznice w odpowiedzi na terapie docetakselem nie sa
zwigzane z réznica metabolizmu tego leku. Wykazano
réwniez, ze nadekspresja P450 1B1 zwigzana jest z od-
wracalng opornos$cig na docetaksel [29]. Te doniesienia
podkreslaja istotna role P450 1B1 w modulacji aktyw-
nosci lekéw przeciwnowotworowych.

Aby wyja$nié zwigzek miedzy statusem genetycznym
P450 1B1, a skuteczno$cia terapii docetakselem, wysu-
nieto dwie hipotezy. Pierwsza z nich zaktada, ze P450
1B1 obniza efektywne stezenie leku w komérkach no-
wotworowych, przez wigzanie wewnatrzkomdrko-
wej puli leku. Druga z kolei zaktada, ze metabolizm
z udziatem P450 1B1 prowadzi do zwiekszonego pozio-
mu réznych substancji o dziataniu genotoksycznym, co
wplywa na przezywalnos$é komérek nowotworowych.
Odkryto, ze pochodne chinonowe dwéch metabolitéw
katecholowych estrogenéw, wykazujg dziatanie hamu-
jace polimeryzacje tubuliny, ktéra wystepuje podczas
terapii docetakselem i paklitakselem. Moze to obnizaé
odpowiedZ na chemioterapie [29].

P450 1B1 jest takze istotny w farmakoterapii nowotwo-
réw androgenozaleznych, takich jak rak prostaty czy
jader. Moze on by¢ nawet rozwazany jako przedmiot
prostatoswoistej terapii przeciwnowotworowej. Wyka-
zano, ze izoenzym ten ma zdolno$¢é metabolizowania
flutamidu, niesteroidowego antyandrogenu stosowa-
nego w leczeniu nowotworu prostaty, powodujac réz-
ng odpowiedZ nowotworu na terapie tym lekiem [43].
Przedstawione wyzej dane wskazuja, ze izoforma ta
moze mieé potencjalne zastosowanie jako biomarker
procesu nowotworzenia oraz jako cel oddziatywania
strategii antynowotworowych.

P450 1B1 jest réwniez zaangazowany w szlaki metabo-
liczne komérek nowotworowych endometrium, zwigza-
ne z cyklem komérkowym, adhezja lub apoptoza. Izo-
enzym ten moze takze wspétuczestniczyé w regulacji
biatek zaangazowanych w kontrole cyklu komérkowe-
go, takich jak cyklina E1, Skp2 oraz TRAIL [40]. Sugeruje
sie, ze biatka te sg potencjalnymi celami w terapiach
nowotworowych, w zwigzku z tym hamowanie ekspre-
sji P450 1B1 mogtoby teoretycznie sprzyjaé skutecznosci
takich terapii.

P450 1B1 byt przedmiotem badan w kontekscie chemio-
prewencyjnego oddziatywania wielu sktadnikéw diety.
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Wykazano, ze izoforma ta jest zaangazowana w akty-
wacje metaboliczng resweratrolu, zwigzku obecnego
w skérce czerwonych winogron, zurawinie, orzeszkach
ziemnych oraz czerwonym winie, majacego potencjal-
ne wilaciwo$ci chemioprewencyjne i antynowotwo-
rowe. Pod wptywem P450 1B1 resweratrol ulega prze-
ksztalceniu do piceatannolu, czynnika cytotoksycznego
w stosunku do komérek nowotworowych [50]. Zwia-
zek ten ma zdolno$¢ bezpos$redniego hamowania P450
1B1, jednak nie inaktywuje tego enzymu catkowicie [6].
Wobec tego wydaje sie prawdopodobne, ze niektére
z antynowotworowych wtasciwosci zwigzkéw pocho-
dzenia ro$linnego, w tym polifenoli, moga wynikaé
z ich aktywacji metabolicznej z udziatem P450 1B1.
Wykazano, ze resweratrol hamuje aktywno$¢ P450 1B1
w modelach in vitro - w ludzkich komérkach nabtonka
oskrzeli oraz nabtonka gruczotu piersiowego [8,30].
Szaefer i wsp. [45] badali wptyw ro$linnych zwigzkéw
fenolowych: wymienionego wyzej resweratrolu oraz
kwasu protokatechowego, chlorogenowego i tanino-
wego na poziom P450 1B1 w modelu in vivo - naskér-
ka myszy. Zaobserwowano obnizenie indukowanego
przez benzo[a]piren (B[a]P) poziomu biatka P450 1B1
pod wptywem kwasu taninowego. Ci sami autorzy [46]
oceniali takze wptyw innych zwigzkéw o potencjal-
nym dziataniu chemioprewencyjnym: sokéw z kapusty
oraz obecnego w znacznych ilo§ciach w warzywach
z rodziny krzyzowych: indolo-3-karbinolu oraz jego
metabolitu 3,3’-diindolilometanu na profil ekspresji
enzymdéw cytochromu P450 zaangazowanych w me-
tabolizm estrogendw (w tym P450 1B1) w komérkach
nowotworu piersi. Wykazano zréznicowang ekspresje
P450 1B1 pod wplywem wymienionych zwigzkédw w za-
lezno$ci od stopnia agresywno$ci zastosowanych linii
komérkowych. Przedstawione dane dowodza mozli-
wosci wykorzystania P450 1B1 jako celu oddziatywa-
nia potencjalnych czynnikéw chemioprewencyjnych.

P450 2W1

Dzieki badaniom w ramach projektu poznania ludz-
kiego genomu (Human Genome Project) odkryto m.in.
nowa izoforme cytochromu P450 - P450 2W1. Gen P450
2W1 jest umiejscowiony na chromosomie 7 i wykazuje
typowa dla rodziny 2 strukture z 9 eksonami. Prze-
widywana sekwencja 490 aminokwaséw wykazuje 33-
42% identycznosci z cztonkami rodziny P450 2 [25].
P450 2W1 wykazuje ekspresje w tkankach ptodowych,
a takze w tkankach zmienionych nowotworowo u do-
rostych, natomiast nie stwierdzono mRNA dla genu
P450 2W1 lub jego poziom byt znikomy w prawidtowych
dojrzatych tkankach. Wydaje sie, Ze gen ten jest nie-
zbedny do wzrostu ptodowego, nastepnie ulega wyci-
szeniu od chwili narodzin, by ostatecznie wykazywa¢
aktywno$¢ w tkankach nowotworowych. Ten osobliwy
profil ekspresji pozwala uzna¢, ze P450 2W1 odgrywa
istotng role w tkankach intensywnie proliferujacych.
Badania nad swoista ekspresja P450 2W1 w poszczeg6l-
nych typach tkanek i komérek sa jednak ciagle w po-
czatkowym stadium i czesto dostarczaja przeciwstaw-

nych wynikéw. Karlgren i wsp. [24] odkryli na przyktad
ekspresje P450 2W1 w 54% wszystkich badanych prébek
guzéw, natomiast poziom mRNA tego genu byt bar-
dzo niski lub nieoznaczalny w tkankach ptodowych
i prawidlowych tkankach dojrzatych. Guzy okreznicy
i nadnerczy wykazywaly najwyzszy poziom ekspresji
P450 2W1. Badania Tana i wsp. [47] potwierdzity wysoka
ekspresje P450 2W1 w guzach okreznicy i wykazaty, ze
izoenzym ten odgrywa bardzo wazna role w biotrans-
formacji 2-(3,4-dimetoksyfenylo)-5-fluorobenzotiazolu
do postaci aktywnej chemioprewencyjnie w komérkach
nowotworu okreznicy.

W innych badaniach z wykorzystaniem analizy Northern
blot i mRNA dot-blot, nie wykazano istotnej ekspresji
P450 2W1 w prawidtowych tkankach watroby, nerek, je-
lita cienkiego, zotadka, ptuc, tchawicy i §ledziony oséb
dorostych. Co ciekawe, analogiczne analizy przeprowa-
dzone na tkankach ptodowych (mdzg, serce, nerki, wa-
troba, §ledziona, grasica i ptuca), nie wykazaly ekspresji
P450 2W1 [25]. Inni badacze wykryli z kolei transkrypty
tego genu w dojrzatych tkankach $ledziony, jader, ptuc,
trzustki, tozyska, jajnikéw, grasicy, prostaty, okreznicy
i jelita cienkiego [11]. Aung i wsp. [1] wykryli trans-
krypty P450 2W1 w transformowanych nowotworowo
komérkach zotadka, podczas gdy w prawidtowych ko-
mdrkach tego narzadu nie sg one wykrywalne. Te ob-
serwacje wskazuja na potencjalng role, jaka P450 2W1
moze odgrywaé w kancerogenezie uktadu pokarmowe-
go. W wiekszosci przypadkdw ekspresje tej izoformy
stwierdzano przede wszystkim w tkankach zmienionych
nowotworowo. Ponadto, cytochrom P450 2W1 aktywuje
wiele prokancerogenéw, co wraz z poprzednig obserwa-
cja pozwala uwaza¢, ze izoforma ta moze sprzyjaé aku-
mulacji uszkodzeti DNA w zmienionych nowotworowo
tkankach, przyczyniajac sie w ten sposéb do przyspie-
szenia rozwoju choroby [55].

Zmiany poziomu ekspresji P450 2W1 w réznych typach
komdérek mozna przypisaé réznicom w metylacji DNA
[2]. Zaobserwowano obecno$¢ tego genu w postaci
zmetylowanej m.in. w embrionalnych nefrocytach li-
nii HEK293 [24]. Natomiast w komérkach nowotwo-
rowych raka watroby linii HepG2 gen P450 2W1 ulega
aktywnej transkrypcji, a jego wyspy CpG nie sg zme-
tylowane, podczas gdy w linii B16A2 jest on wyciszony
przez hipermetylacje wyspy CpG w jednym z eksondw.
Interesujace jest to, ze w komdrkach embrionalnych
HEK293 wykryto réwniez biatko P450 2W1, lecz w po-
staci glikozylowanej, co prawdopodobnie uniemozli-
wia pelnienie prawidtowej funkcji enzymatycznej [17].

Swoisty profil ekspresji genu P450 2W1 sugeruje jego
istotna role w tkankach i komdérkach intensywnie dzie-
lacych sie. Moze on by¢ zaangazowany w metabolizm
endogennych substratéw potrzebnych do wzrostu
i rozwoju komdrek [2].

Aby w petni zrozumied role P450 2W1 w rozwoju osob-
niczym cztowieka nalezy przeprowadzié wiele dalszych
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badan. Niewatpliwie nadal niewyjasniona pozostaje
rola tego biatka w dojrzatych tkankach o wysokim stop-
niu proliferacji. Mechanizm represji ekspresji P450 2W1
w dojrzatych tkankach prawidtowych takze nie jest do
korica poznany. Jako jedng z mozliwosci proponuje sie
procesy hipermetylacji rejonu promotorowego tego
genu. P450 2W1 ma dwie wyspy CpG w obrebie rejonu
promotorowego: jedna w rejonie od kotica 5’(-2032 do
-1471 pz) i w obrebie pierwszego eksonu i pierwszego
intronu (+55 do +305 pz) [24].

Interesujacym zagadnieniem jest okre§lenie swoisto$ci
substratowej P450 2W1, co pozwolitoby na opracowa-
nie potencjalnych czgsteczek prolekéw, ktére mogtyby
ulegaé aktywacji metabolicznej wytacznie w tkankach
zmienionych nowotworowo, ograniczajac dzialania
niepozadane cytostatykéw na organizm pacjenta. Karl-
gren i wsp. [24] stwierdzili, Ze cytochrom ten katalizuje
utlenianie kwasu arachidonowego do kwaséw 8,9-dihy-
droksyeikozatrienowego (DHET), 11,12-DHET i 14,15-
DHET w komdrkach linii HEK293. Wu i wsp. [55] uzywa-
jac zrekombinowanego szczepu E. coli wykazali udziat
P450 2W1 w N-demetylacji benzofetaminy i oksydacji
kwasu arachidonowego, a takze w aktywacji metabo-
licznej niektérych prokancerogendw, zwlaszcza dioli
WWA. Katalizowanie oksydacji zwigzkéw indolowych
zaobserwowata z kolei (w tym samym modelu do$wiad-
czalnym) grupa Yoshioka i wsp. [56]. Zaobserwowano,
ze oksydacja pochodnych kwaséw ttuszczowych ka-
talizowana jest w niskim stopniu [24,55]. Dotychczas
poznane substraty P450 2W1 przedstawiono w tabeli
1. Na obecnym etapie prébuje sie poszukiwaé opty-
malnych struktur potencjalnych prolekéw, bedacych
substratami tej izoformy.

Jak wspomniano wyzej, odkrycie wybiérczej ekspresji
genu P450 2W1 w komdrkach zmienionych nowotwo-
rowo stworzyto potencjalna mozliwos$¢ zastosowania
prolekéw aktywowanych przez ten enzym, ktére nisz-
czytyby wytacznie komérki raka, nie czyniac zadnej
szkody komérkom zdrowym.

P450 251

P450 251 zostat odkryty przez Rylandera i wsp. [38]
w 2001 roku podczas badan ludzkiego genomu. Mysi
P450 251 zostal nastepnie zidentyfikowany przez Rive-
raiwsp. [36] w2002 jako gen indukowany przez TCDD.
Gen kodujacy te izoforme zlokalizowano na chromoso-
mie 19 (locus:19q13.2) w obrebie klastra zawierajacego
sekwencje cytochromdéw P450 rodziny 2: P450 2A6, P450
2A13,P450 2B6 i P450 2F1 [39]. Badania przeprowadzo-
ne z uzyciem ludzkich i mysich tkanek oraz linii komér-
kowych wykazaty, ze P450 2S1 jest gtéwnie enzymem
pozawgtrobowym [13]. Biatko enzymatyczne jest obec-
ne w skdrze cztowieka, z tendencja do wzrostu poziomu
przy naswietlaniu $wiattem UV [44] oraz w wiekszo$ci
tkanek epitelialnych, takich jak ptuca, trakt jelitowy,
a takze podczas embriogenezy [37]. Niedawne badania
wykazaty, ze P450 251 ulega ekspresji w wiekszosci ludz-

kich i mysich tkanek, przy czym poziomy ekspresji byty
wyzsze w jelicie cienkim, tchawicy, ptucach i nerkach
niz w innych tkankach. Nie potwierdzono natomiast
ekspresji P450 251 u szczuréw. Fizjologiczna rola P450
251 nie jest znana. Jak wskazano w tabeli 1, potencjal-
nymi substratami dla ludzkiego P450 251 sg kwas all-
-trans-retinowy, WWA i metoksyrezorufina. Dodatkowo
wykazano, ze P450 251 ma zdolno$¢ do katalizowania
redukcji substratu AQ4N, di-N-tlenku AQ4 [1,4-bis([2-
-(dimetyloamino)etylo]amino)-5,8-dihydroksyantra-
ceno-9,4-dionu], leku hamujacego topoizomeraze [18].

Kwas all-trans-retinowy z udziatem P450 2S1 ulega
przeksztatceniu do pochodnych 4-hydroksy i 5,6-epok-
sydéw. Jednocze$nie zwiazek ten jest induktorem P450
251 [44], co potwierdzily badania przeprowadzone na
ludzkich keratynocytach [35]. Jak juz wspomniano,
P450 251 jest indukowany przez TCDD oraz hipoksje
[5]. Badania Nishida i wsp. [34] wykazaty, ze zaréw-
no P450 251, jak i P450 2W1 ulegaja wyzszej ekspresji
w komérkach nowotworowych w stanie hipoksji niz
w prawidlowej tkance. Kontrole transkrypcyjna nad
ekspresja genu P450 251 sprawuje AhR i ARNT [37].

Wydaje sie, ze P450 2S1 moze odgrywac istotng role
w metabolizmie kancerogenéw $rodowiskowych i w ich
aktywacji metabolicznej. Przestanka uzasadniajacg ta-
kie stwierdzenie jest to, ze inne izoformy, podobnie jak
P450 251, indukowane dioksynami (P450 1A1, P450 1A2
i P450 1B1) sg zaangazowane w aktywacje prokancero-
gendw oraz to, ze P450 251 ulega ekspresji na wysokim
poziomie w tkankach nabtonkowych o wysokim stopniu
narazenia na czynniki §rodowiskowe. Ponadto profil
ekspresji tego cytochromu jest podobny do omdéwione;
wyzej izoformy P450 1B1.

Ekspresja genu kodujacego izoforme P450 251 wystepu-
je gtéwnie w tkance nowotworowej i ulega indukcji pod
wplywem WWA. Badania dotyczace ekspresji enzymdéw
metabolizujgcych ksenobiotyki w réznych rejonach
pluc u 0séb palacych i niepalacych wykazaty znaczaca
indukcje P450 251 w poptuczynach oskrzelowo-ptucnych
u 0séb palacych. Moze to potwierdzaé zaangazowanie
tego izoenzymu w metaboliczng aktywacje WWA, be-
dacych sktadnikami dymu tytoniowego, a tym samym
sprzyjanie powstawaniu nowotworu ptuc [49]. Ponadto
sugeruje sie, ze nadtlenki kwaséw ttuszczowych moga
stuzy¢ jako fizjologiczne kofaktory w katalizowanym
przez P450 251 utlenianiu 7,8-diolu-B[a]P i tym samym
zaréwno nadtlenki kwaséw ttuszczowych, jak i P450 251
moga odgrywaé wazna role w indukowanej przez B[a]P
kancerogenezie [5]. Tan i wsp. [47] badajac funkcjonal-
ng role P450 2511 2W1 w zwiekszaniu aktywnosci prze-
ciwnowotworowej zwiazkéw benzotiazolowych w ko-
mérkach nowotworu piersi i okreznicy wykazali, ze
P450 251 prawdopodobnie jest zaangazowany w deak-
tywacje benzotiazoli. Badania dotyczace profilu ekspre-
sji réznych izoform cytochromu P450 w nowotworach
okreznicy, jajnikéw i piersi u ludzi potwierdzity wysoki
poziom ekspresji P450 251 w wymienionych wyzej nowo-
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tworach [15,26,31]. W przypadku pierwotnych nowo-
twordw okreznicy poziom P450 251 byt znaczgco wyz-
szy niz w prawidlowej okreznicy. Z kolei ekspresja P450
251 w nowotworach jajnika z przerzutami byta znaczaco
wyzsza niz w pierwotnych nowotworach jajnika. P450
251 okazat sie takze jednym z gtéwnych izoenzyméw
cytochromu P450 w raku piersi. Przedstawione wyzej
dane uzasadniaja poszukiwanie mozliwosci zastosowa-
nia P450 251 w chemioprewencji i terapii nowotworéw.

P450 2R1

Gen P450 2R1 jest umiejscowiony na chromosomie
11p15.2 i ma 5 eksondéw, co odréznia go od wiekszo$ci
pozostatych cztonkéw rodziny P450 2, zawierajacych 9
eksonéw. Badania dotyczace tkankowego rozmieszcze-
nia P450 2R1 u ludzi i myszy wykazaty u ludzi najwyzsze
poziomy mRNA w trzustce, watrobie i nerkach, nato-
miast u myszy w watrobie i jadrach [25]. Udowodnio-
no, ze P450 2R1 jest aktywny w 25-hydroksylacji wita-
miny D, i D, [10]. Wysoka ekspresja w watrobie, udziat
w metabolizmie obu witamin D, i D, tgcznie z wysoka
konserwatywno$cig u réznych gatunkéw wskazuja, ze
moze on stanowi¢ nieznang poprzednio 25-hydroksy-
laze mikrosoméw watroby. Ponadto zostala opisana
mutacja w drugim eksonie genu P450 2R1 u pacjenta
z niedoborem witaminy D. Powodowato to wymiane
aminokwasu w pozycji 99, gdzie leucyna zostata zasta-
piona przez proline. Zmutowany enzym P450 2R1 nie
byt zdolny do metabolizowania witaminy D, [9]. Do-
tychczas nie zidentyfikowano substratu dla P450 2R1.
Takze rola tego enzymu w metabolizmie chemicznych
ksenobiotykéw pozostaje nieznana.

Nieliczne prace po$wiecono znaczeniu tej izoformy
w patogenezie i chemioprewencji nowotwordéw. Ba-
dania dotyczgce profilu ekspresji réznych izoform cy-
tochromu P450 w nowotworach jajnika wykazaly, ze
poziom P450 2R1 jest znaczgco wyzszy w pierwotnym
raku jajnika w poréwnaniu z tkanka prawidtowa [15].
Z kolei Chen i wsp. [7] oceniajac znaczenie izoenzy-
méw P450 w rozwoju i leczeniu nowotworu prostaty
sugerowali, ze ze wzgledu na udziatl P450 2R1 w me-
tabolizmie witaminy D w prostacie analogi witaminy
D moga zosta¢ wykorzystane w prewencji i leczeniu
nowotworu prostaty.

P450 2U1

P450 2U1 zostal wyizolowany przez Chuanga i wsp. [12]
oraz Kalgren i wsp. [23] jako nowy P450 odgrywajacy
wazna role w modelowaniu $ciezki sygnatowej kwasu
arachidonowego. Gen P450 2U1 jest jedynym cztonkiem
ludzkiej rodziny P450 2U zlokalizowanym na chromo-
somie 4q25. Jest on blisko spokrewniony z P450 2R1
i podobnie jak ten ostatni ma 5 eksondw [14].

Analogicznie jak P450 2R1, 2U1 jest wysoce konserwa-
tywny, przy czym ludzki P450 2U1 wykazuje odpowied-
nio 58 1 78% identycznosci z P450 2U1 ryby fugu i myszy.

P450 2U1 rézni sie w swojej pierwszorzedowej struk-
turze w poréwnaniu do innych cztonkéw rodziny P450
2. Podobienistwo sekwencji aminokwasowej P450 2U1
jest najblizsze do P450 2R1 i 2D6, a takze do P450 2C5
krélika i wykazuje okoto 50 dodatkowych aminokwa-
s6w w N-konicowej czeséci, w poréwnaniu do innych
enzyméw P450 z rodziny 2. Jeden region ma okoto 20
aminokwaséw i jest zlokalizowany przy samym koticu
N, a za rejonem kotwiczgcym w btonie jest umieszczona
sekwencja dodatkowych 25 aminokwaséw. Jest mozli-
we, ze te dodatkowe sekwencje wptywaja na zwiaza-
nie z btong, wewnatrzkomérkowg lokalizacje lub sama
strukture enzymu P450 2U1 [25].

P450 2U1 ulega wysokiej ekspresji w mdzgu i grasicy
oraz w mniejszym stopniu w innych tkankach, takich
jak nerki, ptuca i serce. Wykazano, ze izoenzym ten me-
tabolizuje kwas arachidonowy i inne dtugotaticuchowe
kwasy ttuszczowe. Biatko P450 2U1 katalizuje zwtasz-
cza hydroksylacje kwasu arachidonowego do dwéch
metabolitéw: 19- i 20-hydroksy, ktérych fizjologicz-
ne funkcje sa bardzo wazne. Wykazano, ze metabolit
20-hydroksy stuzy jako endogenny czynnik zwezajacy
naczynia krwiono$ne w mézgu i nerkach. Chociaz fi-
zjologiczna funkcja P450 2U1 pozostaje do wyjasnienia,
jego selektywna ekspresja i zdolno$¢ do metabolizo-
wania kwasu arachidonowego, moze sugerowaé jego
role w regulacji przeptywu krwi w tych tkankach [14].

Dalszego wyja$nienia wymaga rola tego enzymu w me-
tabolizmie ksenobiotykéw. P450 2U1 okazat sie jednym
z izoenzyméw ulegajacych ekspresji w nowotworach
réznych narzadéw. W przypadku nowotworu jajnika
poziom P450 2U1, podobnie jak P450 2R1 byt znaczaco
wyzszy w stosunku do prawidtowej tkanki [15]. Podob-
ng zalezno$¢ wykazano dla nowotworu okreznicy [26],
atakze w raku piersi [31]. Przedstawione dane wskazuja
na mozliwo$¢ wykorzystania tego izoenzymu P450 jako
celu strategii terapeutyczne;j.

PopsumowaNIE

Rosnaca liczba zachorowar na choroby nowotworowe
sprawia, ze ciagle wazne jest poszukiwanie nowych bio-
markeréw procesu nowotworzenia. Jedna z grup takich
biomarkeréw moga stanowi¢ opisane nowe izoformy
cytochromu P450, ktdérych ekspresja ulega zwiekszeniu
w poszczegdlnych rodzajach nowotwordw. Ich charak-
terystyke, a takze mozliwe zastosowanie innych posta-
ci cytochromu P450 przedstawia rycina 1. Izoformy te
moga by¢ wykorzystywane nie tylko jako biomarkery
procesu nowotworzenia, ale takze jako aktywatory pro-
lekéw w tkankach nowotworowych. Stwarza to moz-
liwo$¢ opracowywania nowych terapii nowotwordw,
np. opisanej niedawno genowo ukierunkowanej terapii
enzym-prolek (gene-directed enzyme prodrug therapy
- GDEPT). Zaktada ona stosowanie substancji o niskiej
aktywnosci, o charakterze proleku, ktéra ulega akty-
wacji metabolicznej, katalizowanej przez odpowiednie
izoformy cytochromu P450, najlepiej takie, ktére wy-
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Ryc. 1. Potencjalne wykorzystanie poszczegdInych izoform CYP, jako aktywatoréw prolekéw, enzyméw odpowiedzialnych za dezaktywacje lekéw przeciwnowotworowych oraz markeréw

procesu nowotworowego

kazuja zwiekszona aktywno$¢ w tkankach zmienionych
nowotworowo.

Przyktadem wykorzystania zdolno$ci P450 do aktywa-
cji prolekéw przeciwnowotworowych sa badania z wy-
korzystaniem myszy z ksenoprzeszczepem komdrek
glejakomiesaka linii 9L z nadekspresja P450 2B6 lub 2B1
oraz genem CPR. W terapii tych zwierzat, u ktérych
zastosowano cyklofosfamid i ifosfamid zaobserwowa-
no zwiekszenie dziatania antynowotworowego dzieki
wprowadzeniu komérek z nadekspresja CPR [52]. Do-
datkowe korzystne efekty takiej terapii zaobserwowano
przy wilaczeniu substancji hamujacej aktywno$¢ CPR
w watrobie, co zmniejszato aktywacje metaboliczna

cyklofosfamidu w tym narzadzie i dziatania ogélno-
ustrojowe [21]. Wydaje sie, ze w przypadku prolekéw
bedgcych substratami izoform opisanych w artykule,
efekt terapeutyczny bylby jeszcze bardziej selektywny,
a terapia miataby mniej dziatat niepozadanych.

Przeprowadzone dotychczas badania pozwalajg takze
mie nadzieje, ze modulacja opisanych nowych izoform
cytochromu P450 przez naturalne sktadniki diety czto-
wieka moze by¢ takze wykorzystana w chemioprewen-
cji nowotwordw. Nalezy jednak réwniez pamietad, ze
niektdre postaci P450, w tym opisane w artykule meta-
bolizuja takze leki przeciwnowotworowe, przyczyniajac
sie do obnizenia ich skuteczno$ci.
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