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Definice:

Xenobiotika - latky télu cizi, které maji ¢asto
Skodlivy tcinek

Puvod slova podle: J. Kabrt a J. Kabrt:
Lexicon Medicum, Galen 1995:

Recky: xenos = cizi; fecky bios = zivot

Latinsky: xenobioticus, a, um




Osud xenobiotik:

Biotransformace

Zdroj: ‘ Organismus

Eliminace

Zdroj xenobiotik:

Potraviny

Latky v prosttedi — ptirozené

Latky pro zeméd¢lstvi a prumysl (pesticidy, herbicidy, pigmenty,
konzervaéni latky, polychlorované bifenyly)

Synteticky pfipravené latky pro pouziti lidmi, v¢etné 1é¢iv

Vstup do organismu: zazivaci trakt, plice, kize
Vylouceni z organismu: mo¢i, stolici, plicemi, kizi
Na biotransformaci xenobiotik se podili pies 30 enzymii;

uvadime cytochrom P450 a konjugace, které maji nejvétsi
vyznam.
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Identifikace anilinu jako toxického produktu smésnych
analgetik, ktery vedl k poSkozeni jater a umrti.

Acetaminofen byl netoxickym produktem, u néhoz jsou
zachovany analgeticko-antipyretické vlastnosti. V disledku
téchto nalezu byla tato latka zavedena do terapie, a u nas
se uziva pod nazvem paracetamol.

Mala mnozstvi acetaminophenu jsou konvertovana na
reaktivni metabolit N-Acetylbenzoquinoneimine
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Acetaminophen N-Hydroxy- N-Acetylbenzo-

acetaminophen guinoneimine

Bioaktivace acetaminophenu; za urcitych okolnosti elektrofilni N-acetylbenzo-
quinone-imine reaguje s makromolekulami tkani a zplisobuje nekrosu jater.




Biotransformace

Eliminace xenobiotik:

Smysl biotransformace:

* Detoxikace

latek

* SniZeni u¢inku
* Nékdy zvyseni ucinku (pro-latky — latky)

* ZvySeni rozpustnosti

‘ Exkrece (vylouceni)

» usnadnéni exkrece

!1!!! Enzymy pro biotransformaci jsou stejné jako pro

Latka lipofilni

(hydrofobni) =%

Lipofilita latky:

Faze 1. reakce

Transformace latek:

Hydroxylace,
hydrolyza, redukce,
oxidace, alkylace,
desulfurace aj.

Dasledek je:
zména ucinku,
zmena toxicity
latky

Féze II. reakce
Konjugace

latek:

Glukuronidace,
esterifikace se
sulfatem aj.

Disledek je:
zmena
rozpustnosti
latky

I ———————

Latka
hydrofilni




Misto biotransformace

Metabolické konverze xenobiotik je vétsinou enzymaticka.
* VétSina téchto reakei probihd v jatrech (ale i v ledvinach, plicich,
ktzi a GIT).
* Metabolismus latek v buiikach probihd vétSinou ve strukturach zvanych
endoplazmatické retikulum a cytozol,
ale jsou i dal$i mista, jako mitochondrie, plazmatické membrany aj.
* Jako mikrosomy oznacujeme Castice, které vznikaji pii degradaci

endoplazmatického retikula; izolujeme je frakcionaci.

» Reakce Faze I probihaji enzymovymi systémy v mikrosomech.

» Konjugacni reakce Faze II vétSinou probihaji v cytozolu.

Cytochrom P450 monooxygenazovy systém (CYP)

* Hlavni enzymovy systém ucastnici se na reakcich Faze I.

* Obsahuje hem jako redox-aktivni koenzym.

* Jméno odvozeno z nélezu, Ze redukovand forma enzymu vaze
CO a v tomto komplexu vykazuje nejvétsi absorpci pii 450 nm.

* Existuje vice nez 100 izoforem Cytochrom P450 isozymu.

» Kromé¢ degradace xenobiotik se tyto enzymy podileji na mnoha
metabolickych procesech endogennich substanci.

» Nomenklatura isoforem bude uvedena nize.

* Specifickym rysem tohoto systému je indukovatelnost aktivity.




Funkce Cyt P450 systému

Hlavni funkci Cyt P450 je zabudovat atom kysliku do substratu
lipofilni molekuly (L) a pfevést ho na polarni slou¢eninu
(Iépe rozpustnd a schopna eliminace).

LH+ 0, +NADPH + H¥ —» L-OH + H,0 + NADP*

vvvvvv

velice reaktivni atomovou formu.
P450 reduktdza ma za kol dodat elektrony k aktivaci kysliku (odebira je
z NADPH).

Box

Oxidace = odnéti e nebo H
Redukce = ptidani e nebo H
Kyslik je univerzalnim akceptorem e neboli oxiduje jinou latku.

Cyt P450 monooxygenazovy systém

= ptenos jednoho atomu kysliku

Oxidativni reakce katalyzované timto systémem vyZzaduji:
. Cyt P450 hemoprotein

. NADPH-cyt P450 reduktazu

. NADPH

. Molekularni kyslik

Mnohastupiiova rekce je schématicky zndzornéna na
nasledujicim obrazku.




Mikrosomalni monooxygenazovy systém

Xenobioticky substrat (latka = L)

Fl-red

Fe3* L-Fe&3* » NADP*
Cyt P450 Cyt P450 -
reduktaza

L —Fe?*-0, L —Fe?*

V\—a Fl-oxid

0,

NADPH

v

—p oxidace
—p redukce

F1 - flavoprotein

Oxidovana latka

Reakéni mechanismus

¢V klidovém stavu je v hemu Zelezo trojmocné — latka se navaze
blizko hemu.

«  Ptenos elektronu z FADH, redukuje zelezo na dvojmocné, které je
schopno vazat O,.

*  Pfenos druhého elektronu a zména valence zeleza redukuje
navazany O, na peroxid.

*  Hydroxylovy ion je rozloZen v tomto intermediarnim stavu. Piijem
protonu da vznik H,O a reaktivni formé kysliku. V tomto radikéalu
je zelezo formalné ¢tyfmocné.

*  Aktivovany kyslikovy atom vstupuje do C-H vazby substratu a tim
vytvari OH skupinu.

*  Disociaci produktu se enzym vraci do ptivodniho stavu.
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Aktivace kysliku Cytochromem P450 a oxidace latky = zména na rozpustnéjsi latku.

O ANO

Struktura cytochromu P450

Cyt P450 genova rodina se v prubéhu evoluce tak modifikovala,
ze je schopna metabolizovat nejriznéjsi xenobiotika.

Cyt P450 enzymy obsahuji hem; jsou vazdny na membrany
hladkého endoplazmatického retikula.

Funk¢ni jednotku tvoii zhruba 10 molekul Cyt P450 (oxid4za) na
1 molekulu NADPH-Cyt P450 reduktazy. Flavoproteinova
reduktdza obsahuje ekvimolarni mnozstvi flavin
mononukleotidu a flavin adenin dinukleotidu (zdroj jednoho
nebo dvou elektronti nutnych pro oxidac¢ni reakci).

Molekularni biologie odhalila na zakladé podobnosti sekvenci
individualnich proteinti existenci 12 genovych rodin cyt P450.
Geny pro cyt P450 se oznacuji jako CYP 1 aZ 3.




Struktura P 450:
biochemicka zbran organismu

e “Slozeni zbrané”

Mechanismus reakce monooxygenazového systému P450

Xenobioticky substrat (latka = L) reaguje s oxidovanym Fe (Fe3*) a vytvaii
komplex P450-L.

Cyt P450 reduktaza pfijme elektron z NADPH a redukuje oxidovany
komplex P450-L

Redukovany (Fe?*) P450-L reaguje s molekularnim kyslikem. Dalsi elektron
je poskytnut z NADPH a vytvofi se aktivovany kyslikova radikal.

V kone¢ném stupni jeden atom kysliku je uvolnén jako H,O a druhy atom
kysliku je pfenesen k substratu.

Mezi reakce zprostfedkované oxidativni biotransformaci monooxygenazou
cyt P450 patii:

* N-dealkylace, O-dealkylace

* Alifaticka a aromaticka hydroxylace

* N- a S-oxidace. Deaminace

* Existuje i fada reduk¢nich reakci, které jsou katalyzovany cyt P450.
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Klasifikace enzymu patricich mezi cyt P450
Existuje pies 1000 izoforem cyt P450, u 50 z nich prokazana funkénost u cloveka.

Geny pro cyt P450 se déli do nékolika rodin a podrodin podle podobnosti
sekvence aminokyselin ve vytvafenych enzymech; Oznacuji se zkratkou CYP.

CYP3A4/5 ~_
Rodiny s > 40 % podobnosti; Pomocna kritéria
CYP 1, 2, 3 kéduji vétSinu enzymi déleni.

provadéjicich biotransformace.

Podrodiny s homologii > 55 ¢,
v dané skupiné.

CYP1A2 CYP2E1

CYP2C

CYP2D6

CYP3A metabolizuje
pres 50 % latek

Proporce xenobiotik metabolizovanych hlavnimi cyt P450.
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Prehled cyt P450 u ¢lovéka:

4 rodiny zodpovédné piedevs§im za metabolismus xenobiotik
6 rodin metabolizujicich steroidy a zlu¢ové kyseliny

CYP3AA4 se podili na biotransformaci vétSiny latek — zajimavé
je, Ze je exprimovan i extrahepatalng.

Jeho exprese v GIT umoziiuje rozloZeni farmak ve stfevech, diive
nez se dostanou do ob¢hu (snizeni biologické dostupnosti).

Aktivace karcinogent - CyplAla2, Cyp 2A6, Cyp2B1 a Cyp2E1

Konjugace (Faze 11 ) probiha vétSinou v cytoplazmé,

vvvvvv

pusobenim mikrosomalnich enzymi

Hydrolytické enzymy

Bylo identifikovano mnoho nespecifickych esteraz a amidaz
v endoplazmatickém retikulu jater, stfeva a dalSich tkani.

Alkoholové a aminové skupiny vzniklé na xenobiotikach po
pusobeni hydrolytickych enzymt jsou vhodnymi substraty
pro konjugacni reakce.

Na endoplazmatickém retikulu je v blizkosti cyt P450 umisténa
epoxidhydroldza, ktera ma detoxikacni ulohu; hydrolyzuje
reaktivni kyslikové radikaly vzniklé piisobenim cyt P450.

Na endoplazmatickém retikulu je také enzym rozkladajici ethanol,
MEOS (mikrosomalni ethanolova oxidaza).
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Priklady oxidacnich reakci:

N-Dealkylace: RNHCH, RNH, +CH,0
(imipramin, diazepam kodein, teofylin aj.)
O-Dealkylace: ROCH;, ROH + CH,0
(kodein, indomethacin aj.)
Alifaticka hydroxylace: RCH,CH, RCHCH,
(tolbutamid , ibuprofen aj. (I)H
a u aromatické hydroxylace fenobarbital, fenytoin aj.)
N-Oxidace: RNH, RNHOH
(chloramfenikol, dapson aj.)
S-Oxidace: R,R,=S R,R,=S=0
(cymetidin, chlorpromazin aj.)
OH i
Deaminace: RICHCHSH R-(IJ-CH3 — R-C-CH; +NH,
NH, NH,
(diazepam, amfetamin aj.)
Priklady hydrolytickych reakei:
0
R,COR, » R,COOH + R,OH
(prokain, acylpyrin, klofibrat)
"
R,CNR, » RCOOH + R,NH,

(lidokain, prokainamid, indometacin)
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Konjugac¢ni reakce:

* Konjugacni reakce (Faze Il biotransformace) vyzaduji
dodavku energie.

vvvvvv

- ptiisobenim mikrosoméalnich enzymu.

* Dalsi konjugacni reakce:
Konjugace s kys. sirovou (sulfatace)
Acetylace
Konjugace s glycinem
Konjugace s glutathionem
Methylace

Kyselina glukuronova

COH
O OH

OH
HO

OH
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Priklady konjugacnich reakci:

Glukuronidace:

UDP-glukuronova kyselina

O—R
. + R-OH — + UDP

0\UDP

(paracetamol, morfin, diazepam)

Enzym: UDP-glukuronosyltransferaza
(jatra, stfevo, ledviny, mozek a kiize)

Sulfatace:
(0]
1
R-(”)-S-OH
ROH (0]
+ > +
3’fosfoadenosin-5'- 3’fosfoadenosin-5’-
fosfosulfat fosfat

(Ptenos sulfatu z donoru na OH skupiny fenolt i alifatickych alkohold,
napf. u paracetamolu, steroidd, methyldopy.)
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Fosfoadenosin fosfosulfat (PAPS)

I'*iH2
o
Nf N |
k | \> O=P—0O°
|
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CH—CHOH—CH—CH—CH.O—P—D
. & | S
O

PAPS

Acetylace:

o

Q)

Il
C + RNH, — C + CoA-SH

7N\ /N

CoAS CH, RNH CH,

Acetyl-koenzym A

(sulfonamidy, isoniazid, dapson, klonazepan)

Acetylované latky (aminy) byvaji méné rozpustné nezZ mateiské latky.
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Konjugace s glutathionem:

Konjugace elektrofilnich metaboliti xenobiotik s tripeptidovym
glutathionem piedstavuje hlavni detoxikac¢ni cestu xenobiotik
a karcinogent.

Enzym: glutathion-S-transferaza (ve vSech tkanich)

DalSi osud latek:
Konjugaty s glutathionem jsou rozlozeny na cysteinové
derivaty a poté jsou acetylovany v ledvinéch;
poskytuji N-acetylcysteinové konjugaty.

Faktory ovliviiujici biotransformaci xenobiotik:

* Polymorfismus oxida¢nich a konjugacnich reakci
* Environmentalni faktory (inhibice grapefruitovou §t’avou)
* Nemoci, stav organismu, lé¢iva

Indukce:
Indukce byva specificka pro urcity typ CYP.

Zvysend syntéza Cyt P450 —— zvySena biotransformace.

(U latek, kde metabolismus vede ke zvySené tvorbé
reaktivnich radikali dochazi ke zvySeni toxicity latek.)

Hlavni induktory:

* barbituraty, warfarin, chlorpromazin, karbamazepin
glukokortikoidy (CYP3A4)

* isoniazid, chronicky ethanol (CYP2E1)

* kouf tabaku

* polycyklické aromatické hydrokarbony (CYPI1A)




Inhibitory biotransformace:

* Inhibice biotransformace zvysuje matetské latky a jejich ucinek.

* Zvysuje se také toxicita.
» Kompetitivni t€inky n¢kolika latek méni Gi¢inek jedné latky.

» Cymetidin a ketokonazol inhibuji oxidativni metabolismus
tvorbou pevného komplexu s hemem v Cyt P450.

* Vazba nekterych latek mize destruovat hem (napt. syntetické
steroidy.

Geneticky polymorfismus:
* Rozdily v biotransformaci xenobiotik jsou dany geneticky.

* Rozdily mohou byt tak vyrazné, ze doslo k déleni populace,
napf. na rychlé a pomalé acetylatory.

» U pomalu metabolizujicich jedincti dochazi k castéjSim
nezadoucim reakcim.

* Odchylky v biotransformacnich schopnostech lze testovat

podanim vzorovych latek a sledovanim jejich biotransformace.

* Molekularné-biologické metody jsou schopny odhalit stupeni
exprese dan¢ho genu.

(Byla napt. prokazéana asociace mezi pomalou acetylaci a vyskytem
karcinomu zlu¢niku, nebo rychlou acetylaci a kolorektalnim karcinomem.)
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Biotransformace xenobiotik a mozné poskozeni bunék

Cyt P450 T GSH-S-T
v Reaktivni

_ Netoxické
Xenobiotika | ——» metabolity _Epoxi d’ metabolity

l hydrolaza

Kovalentni vazba na
makromolekuly

Souhrn

@ Xenobiotika jsou latky télu cizi, je jich pres 200000, a patii mezi
n¢ pridavky do potravin, znecist'ujici latky, toxiny, farmaka aj.

@ Jsou metabolizovany asi 30 enzymovymi pochody, ale hlavni
jsou dva systémy, které ptisobi ve dvou fazich.

@ Faze 1 vyuziva monooxygenazovou hydroxylaci, kterd méni
toxicitu a ucinky xenobiotik. Jsou to mikrosomalni enzymy
oznacované jako cytochrom P450.

@ Faze 2 je konjugaéni, kdy pfipojeni latky vyzaduje energii,
a vznikly produkt je hydrofilni, coz usnadiiuje jeho exkreci.

@ Existuje mnoho faktorti, které ovliviiuji metabolismus xenobiotik;
je to pfedevsim polymorfismus, indukce a inhibice enzymd.
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PHASE I ENZYMES

how many compounds do they metabolize?

CYP1AL2
CYH1B1
Ilj.‘."l"l’E:"".:E|

Phase |

jGYPECm

CYPZDE )
From: Evans WE, Relling

oy
L MV. Pharmacogenomics:
Translating functional
., genomics into rational
CYFP2E1 therapeutics. Science
286:487-491, 1999.

PHASE II ENZYMES

how many compounds do they metabolize?

MATZ
MATT [
GST-M
GSET-T
ol GST-P
- GET-A
iTs
LGTs
HMT From: Evans WE, Relling MV.
Pharmacogenomics: Translating
"‘r_‘,c]r..-]r functional genomics into rational
TPMT therapeutics. Science 286:487-

491, 1999.




Acetaminophen Metabolism

Acetaminophen

|

Reactive

metabolite >
| }
Hemolytic

Renal l anemia

excretion necrosis
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