Uvod do metabolismu xenobiotik

Tomas Prusa



Osud xenobiotik

* Vstup

— Absorpce

e Distribuce

e Vystup (Eliminace)
— Metabolizace (Biotransformace)
— Vylucéovani (Exkrece)
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Obecné zakonitosti

Fyzikalné-chemické vlastnosti
lipofilni vs. hydrofilni, velikost, ndbo;j ...

Prostup lécCiva biologickymi membranami
lipofilni — pasivni difuze
hydrofilni — prostup pres pory
aktivni transport

Vazba |éciva
receptor x transportni x depo

Perfuze tkani
mozek, srdce, jatra a ledviny
tukova tkan






GIT — Tenke strevo

AZ 200 m?

pH 4-5 (duodenum) -> 8 (ileum)

Doba setrvani: 1-6 hodin

Peyerovy plaky (prostup latek s vy&&i mol. hmotnosti)

Specifické receptory s endocytozovou akt.



GIT — Tenke strevo

* Prosta difuze, aktivni transport

e Sacharidy — monosacharidy - duodenum, proximalni
jejunum (sekundarni aktivni transport)

* Lipidy — micely (zZluc. kyseliny + monoacylglyceroly a MK)
— MK o kratkém retézci => do krve

— MK o delSim retézci => resyntéza TAG a tvorba
chylomiker => lymfa => krev

* Proteiny — AMK (sekundarni aktivni transport)



GIT — Tlusté strevo

* pH 5-7
* Doba setrvani: az 24 hodin
 Mikrobiota (ekosystém)

— Anaeroby (anaerobni koky, klostridia, aktinomycety,
lakobacily, fusobakterie)

— Enterobakterie (Escherichia coli)
— Enterokoky
— Entamoeba coli



Absorpce — interakce

Chemicka interakce

— Antacida

— Sekvestranty zlucovych kyselin
— Tvorba chelatu

Ovlivnéni motility
Pohlavi
Biorytmy






Transport krvi

Lipofilni/hydrofilni 1atka
Prenasece

Prostup pres membranu

Receptory






Eliminace

* Eliminace znamena vylouceni z organismu.

* Rychlost eliminace je dana funkci
metabolismu i exkrece.

* je popisovana farmakokinetickymi parametry:
* eliminacni polocas (T,,)

* systémova clearance (CL, ml.¢as™)



Eliminace

 Metabolizace (Biotransformace)

* Vylucovani (Exkrece)



BIOTRANSFORMACE



Biotransformace

* Procesy probihajici prevazné v jatrech, ale i v ledvinach a
jinych tkanich téla.

* Enzymatickeé procesy



Pri metabolismu xenobiotik muze dojit k:

Zvyseni jejich toxicity
Snizeni jejich toxicity
Jejich bioaktivaci

= W

Zvyseni jejich rozpustnosti ve vodé



Vysledky biotransformace

1. Vyrazné redukovana farmakologicka aktivita
(biodegradace; pentobarbital)

2. Priblizné stejna aktivita
(metamfetamin—>amfetamin,
diazepam->nordiazepam->oxazepam)

3. Vyrazné potencovana aktivita
(bioaktivace; proléciva; enalapril->enalaprilat)



Faze biotransformace

e 1. faze — nesynteticka

 zahrnuje oxidace, redukce a hydrolyzu
e je zachovana liposolubilita

e 2. faze — synteticka, konjugacni
e konjugace — navazani endogenni komponenty

* nékteré latky vstupuji pfimo do Il. faze metabolizace, jiné
mohou byt exkretovany bez konjugace



1. faze biotransformace
MFQO -P450



Monooxidazovy systéem — MFO —
mixed function oxygenase

* nacytosolové strané endoplazmatického
retikula

« JATERNI MFO:
1. flavoprotein (NADPH cytochrom P450 reduktasa)
2. hemoprotein (CYP 450)
3. lipidové komponenty (fosfatidylcholin)



P450

Hemové enzymy

Prosteticka skupina = hem b (Hb, myoglobin, peroxidazy)
Celkové znadmo pres 2000 cytochromu

Clovék vice ne? 60 gen

Mikrosomalni enzymy jater, GIT, plic, mozku, srdce,
placenty, kuize, erytrocytu

Zprostredkovavaji 1.fazi biotransformace xenobiotik



P450 - biotransformace

* Endogenni latky
 Transfer vodiku H

e Xenobiotika
* |nzerce kysliku do substratu
* Nizka substratova specifita
* |Indukovatelna metabolismus

2 molekuly kysliku + xenob. — xenob.—OH + voda

RH+ O,+ H"+ NADPH — ROH + H,O + NADP*



P450 - biotransformace

e katalyzuji:
* vznik oxygenovaného produktu
(monooxygenazova fce)

* vznik molekuly vody
(oxidazova aktivita)

> oxygenaza se smisenou funkci



NADP™* NADPH

Figure 4—-3. Cytochrome P450 cycle in drug oxida-
tions. (R-H, parent drug; R-OH, oxidized metabolite; e,
electron.)




1. faze

e zavedeni polarni funkéni skupiny do molekuly léciva (-
OH, -NH,, -COOH)

e ve vétsSiné pripadu katalyzovany monooxygenazovym
systémem CYP 450

e OXIDACNI REAKCE:

— hydroxylace(pentobarbital>hydroxypentob.)
— O-dealkylace (kodein->morfin)
— oxidace alif. alkoholl (ethanol—>acetaldehyd—>k.octova)

° REDUKéNl, REAKCE (azoredukce - prontosil)
° HYDROLYT|CKE REAKCE (hydrolyza estert - valacyklovir)



Oxidace katalyzované CYP-450

1. Hydroxylace alifatickeho uhlovodiku
2. Hydroxylace jadra aromatickeho uhlovodiku
3. Hydroxylace postranniho retezce arom. uhlovodiku
4. Epoxidace dvojneé vazby
5. N-hydroxylace aminu
6. Dalsi:
Dehalogenace
O,N,S - dealkylace
Oxidativni deaminace






Oxidace nekatalyzované CYP- 450

Dehydrogenace alkoholu a aldehydi

Alkohol dehydrogenaza (ADH)
—metaloenzym obsahujici Zn?* slozeny ze dvou bilkovinnych podjednotek

—nachazi se v cytosolu bunék - predevsim v jatrech, dale pak v zaludku,
ledvinach, nosni sliznici a déloze

—je nespecificky - katalyzuje oxidace celé rady primarnich a sekundarnich
alkoholu

—détsky plod nema funkéni ADH !!!
—geneticky polymorfismus — geneticky podminéna rizna mira funkénosti ADH

ADH
CH, — CH, — OH » CH,—CH=0

etanol /\ etanal

(acetaldehyd)

NAD?* NADH



Oxidace nekatalyzované CYP- 450

Dehydrogenace alkoholu a aldehydu

Aldehyd dehydrogenaza (ALDH)
—enzym ADH 1 - cytosol, ADH 2 - mitochondrie - nejvice jaterni bunky
—geneticky polymorfismus

OH
ALDH I
CH;—CH=0 + CH,-C=0
acetaldehyd /\ kyselina octova
NAD* NADH

ADH




Metabolizmus ethanolu

CH3CH20H Ethanol NAD*

Alkohol dehydrogenaza

NADH
H

1
CH,C =0 Acetaldehyd

NAD*
Aldehyd dehydrogenaza

OH

5 NADH
CH;C =0 Kyselina octova

CoA (Koenzym A)

ATP

o

CH;C - O - CoA Acetyl koenzym A » CO, + H,0 +kJ




Metabolismus a eliminace ethanolu

C.H-OH o Vydechovany vzduch
= — eV o
Ethanol ) ulfa Mod

Jattra I / Glucuronid
Cytoplazma v
H;C—CHZ—OH"-—/
Feroxigomy I // \ Mikrosomy
Katalase NAD® Alkohol-
+ Ho02 dehydrogenase
AD M) CYP 2E1
-H0 NADH + H®: AD \
N A
\ 2° 4—/
HyC=C_ Acetaldehyd \
H

Vznik farmakokinetické
Mitochondrie folerance
NAD® g « indukce opakovanou intoxikaci
Alaenya- E E
(i:ul‘.-,':fll\;::--uim * barbituraty
NADH + H®

0 :
Hyc—C” Kyselina
“oH octova 5




Latky blokujici aldehyd-dehydrogenazu se daji
pouzit k léceni alkoholizmu
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(Coprinus atramentarius)



Metabolismus alkoholu

OH o)
2 - propanol aceton
NAD* NADH NAD* NADH

CH3COOH
CH3CH»OH M CH3CHO U
LDH

7 > kys. octova
ethanol AD H a,cetaldehyd A \
HCHO

CH;OH HCOOH

formaldehyd kys. mravenci

methanol

+ Afinita methanolu k ADH je mnohonasobné nizsi, nez afinita ethanolu
+ Ve smeési se ethanol metabolizuje prednostné
» Ethanol Ize proto pouzit jako antidotum pri otrave methanolem



2. faze biotransformace



2. faze

Konjugace reaktivni skupiny s endogenni
molekulou:

— kyselina glukuronova
— sulfat

— glycin

— acetat

— glutathion

— aminokyseliny

Vysledek:

farmakologicky neaktivni hydrofilni metabolitu



Glukuronidova konjugace

nejCastejsi metabolicka
reakce

substraty obsahuji —OH,

-NH-, -COOH skupiny
katalyzuje je UDP-
glukuronyltransferaza —
pritomna v jatrech, ledvinach,
streve, plicich

kofaktorem kys. glukuronova

metabolity se exkretuji do
Zluci a tenkého streva odkud
se mohou znovu resorbovat

UDP-o-glucuronide
Glucuronyl transfer | UDP-glucuronyl transferase

'

Drug |— Glucuronide

Drug-[-glucuronide conjugate

Fig. 8.3 The glucuronide conjugation reaction.
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Trans-3-hydroxycotinine Trans-3'-hydroxycotinine glucuronide



Sulfatova konjugace

e 2. nejdulezitéjsi synteticka reakce
* v cytoplazmeé enzym: sulfotransferaza

e kofaktorem je 3-fosdoadenosin-5-fosfosulfat
(PAPS)

* naprl. ASA, steroidy, methyldopa



Sulfatova konjugace

Reaktivni funkcni
skupina Sulfatova 05 O3H
kOﬂjUfgace Fenyl sulfat
\\A ‘l‘
OH \

\ COOH
Faze | /
@ @ Faze Il \ H\
P450 VA
I

hydroxylace
: OH
Benzen Fenol )

Glucuronidova Fenyl glukuronid

Konjugace ;

Molekulova hmotnost a
polarita vzrustd



N-acetylace

enzym N-acetyltransferaza — pritomna v
cytoplazmeé mnoha tkani (jatra, streva, ledviny,
plice, placenta)

kofaktorem je acetyl-CoA

polymorfismus: rychli a pomali metabolizatori
isoniazidu

acetylderivaty sulfonamidt = nizk3
rozpustnost ve vodé - precipitace a
krystalurie (prevenci dostatecny prijem
tekutin)
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Methylace, konjugace s
glutathionem, aminokyselinami

e METHYLACE: enzym methyltransferasa — v cytosolu a
ER mnoha organu; kofaktorem S-adenosylmethionin;
ruzné N-, O-, S-methyl derivaty tvoreny ruznymi
methyltransferazami (COMT)

e GLUTATHIONOVA KONJUGACE: typické pro
aromatické slouceniny; N-acetylcysteinovée derivaty
—> exkrece moci

e AMINOKYSELINOVA KONJUGACE: zejm. karboxylové
kyseliny; konjugace s glycinem, taurinem,
glutaminem, ornithinem



Rodiny P450

e Superrodina cytochromu = CYP
* Rodina (40% shody primarni sekvence) —Cisla1—-118
e Podrodina (55% shody) — pismena A—Q

* Priklad: vlastni protein — Cislo: napr. CYP 1A1

Metabolismus na cytochromu P450 je indukovatelny.



Rodiny P450

* Jednotlivé cytochromy se podileji na metabolismu
xenobiotik riznou mérou

e Asi 50% latek, jejichz metabolismus je znam,
preménuje CYP 3A4

4% 2% 2%

O3A4
B 2D6
02C9
O 1A2
B 2A6
02C19

50%




CYP 3A4

* Nejdulezitéjsi jaterni cytochrom:
—> nejvetsi zastoupeni
— metabolizuje nejvice |éCiv:
e cyklosporin A
e erythromycin
e ethinylestradiol
e testosteron
* Indukce - az selhani IéCby, napr. oralnich kontraceptiv



CYP 3A4

Existuji 3 formy CYP 3A (3A4, 3A5, 3A7)
Mista: jatra, ledvina, tlusté strevo, dvanactnik

Formy se v prubéhu vyvoje méni, ale celkovy obsah
CYP 3A4 je stale stejny

Ve streve ve styku s pozitymi latkami - dva substraty
mohou kompetovat - koncentrace jednoho z nich
muze silné vzrust



Participation of the CYP Enzymes in Metabolism of
Some Clinically Important Drugs

CYP Enzyme | Examples of substrates

1A1 Caffeine, Testosterone, R-Warfarin

1A2 Acetaminophen, Caffeine, Phenacetin, R-Warfarin

2A6 17B-Estradiol, Testosterone

2B6 Cyclophosphamide, Erythromycin, Testosterone

2C-family Acetaminophen, Tolbutamide (2C9); Hexobarbital, S-
Warfarin (2C9,19); Phenytoin, Testosterone, R- Warfarin,
Zidovudine (2C8,9,19);

2E1 Acetaminophen, Caffeine, Chlorzoxazone, Halothane

2D6 Acetaminophen, Codeine, Debrisoquine

3A4 Acetaminophen, Caffeine, Carbamazepine, Codeine,

Cortisol, Erythromycin, Cyclophosphamide, S- and R-
Warfarin, Phenytoin, Testosterone, Halothane, Zidovudine

Adapted from: S. Rendic Drug Metab Rev 34: 83-448, 2002




Factors Influencing Activity and Level of CYP Enzymes

1A1;1A2; 1B1, 2A6, 2B6,

Nutrition 2C8.9.19: 2D6, 3A4.5
Smoking 1A1;1A2, 2E1
Alcohol 2E1

1A1,1A2; 2A6; 2B6; 2C;
Drugs

2D6; 3A3, 3A4,5

1A1,1A2; 2A6; 1B; 2E1;

Environment 3A3. 3A4.5

Genetic 1A; 2A6; 2C9,19; 2D6;
Polymorphism|2E1

Red indicates enzymes important in drug metabolism
Adapted from: S. Rendic Drug Metab Rev 34: 83-448, 2002






Exkrece

* Probiha podle obecnych zakonitosti prechodu
latek pres biologické membrany.

* Exkrecni organy:
e Ledviny
o Zlug
* Sliznice strev
* Plice
* Materské mléko
* Sliny, slzy, potem



endogenni konjugacni slozka

J

aktivovana konjugacni slozka

S Water soluble,
Conjugate inactive,
non-toxic

|
7

| Bile Urine

Obrazek prevzat z: Color Atlas of Biochemistry / J. Koolman, K.H.R6hm. Thieme 1996. ISBN 0-86577-584-2



Ledviny

* 4 procesy renalni exkrece léku:

B w N

glomerularni filtrace

aktivni tubularni sekrece
pasivni tubularni reabsorpce
aktivni tubularni reabsorpce



Glomerularni filtrace

e Urcujici faktory:
 velikost molekuly (do 20 000 D)

* vazba na plazmatické proteiny

e Albumin (68 000 D) - latky na néj
vazané neprojdou



Pasivni tubularni reabsorbce

* Vlysoce lipofilni Ié€iva — dobry prostup, az z 99%
reabsorbovana pasivni difuzi - vylucovana
ledvinami velmi pomalu

* \lysoce polarni léciva (digoxin, aminoglykosidova atb)
prostupuji tubuly minimalné - vyznamna renalni
exkrece

* Slabé kyseliny Ci baze - ionizace a prostupnost
tubuly zavisi na pH moce (alkalizace moci NaHCO,
v elimin. barb., ASA)



Aktivni tubularni reabsorbce

* lonty, aminokyseliny, glukoza

* kyselina mocova — podléha v proximalnim
tubulu aktivni sekreci i aktivni reabsorpci



Jatra

e Léciva s mensi Mr nez albumin snadno
dosahuji extracelularniho prostoru (endotel
jaternich sinusoidu velmi porodzni)

* Do hepatocytu pronikaji léciva aktivnim
transportem a lipidovou difuzi



Enterohepatalni obeh

* Nekteré latky sekretované do zluce se pasivné
reabsorbuji v tenkém streve

e Vlyznam - $etfeni endogennich latek (ZK, vit. D,
B,,, k. listovou, estrogeny) a prodluzuje ucinek
|éCiv (morfin, fenytoin, TTC)



Materske mléeko

Nejvyznamneéjsi lipidova difuze latek
pH materské mléka cca 7,0 - kumulovani
slabych bazi (morfin, beta blokatory...)

Rovnéz aktivni transport (ranitidin)

Kojeni muze branit vzniku ,,abstinencniho
syndromu” u novorozencu matek |éCenych
napfr. fenobarbitalem



Dékuji za pozornost





