Biotransformace
xenobiotik



Reckeé slovo ¢évoc [xenos] znamena cizi
« Xenobiotika jsou latky, které se v organismu normalné
nevyskytuji
* Do téla se dostdvaji hlavné s potravinami nebo jako Iéky

» Chemicky prumysl| - produkuje syntetické slouceniny, které

se nevyskytuji v prirodé (plasty, pesticidy, barviva, aditiva ...)

» Farmaceuticky primysl - produkuje slouceniny syntetické
a izolované z prirodnich zdroju (rostliny) - nevyskytuji se

v lidském organismu



Vstup xenobiotik do téla

* tfi hlavni vstupy: strevo, plice, klze

* bariéry mezi krvi a tkanémi jsou tvoreny epitely

— ty obsahuji fosfolipidovou dvojvrstvu
 prunik xenobiotika zavisi na jeho fyz.-chem. vlastnostech
* lipofilita usnadnuje prunik fosfolipidovou dvojvrstvou
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Vstup xenobiotik do bunéek

* Volna difuze — vyznamneé pro lipofilni latky, rychlost zavisi
na konc. gradientu (jatra — volné prostupna, velké pory v
bunécné membrané, jsou nejvice zasazena pri otravach)

e Usnadneéna difuze — prenasece, strukturni podobnost s
endogennimi substraty = vyuziti existujicich transportnich
systému

e Aktivni transport — primarni, sekundarni

* Endocytéza



Biotransformace xenobiotik v burce

* Probiha prevazné v jatrech, dve faze:

* |. Faze - prevazne hydroxylace, produkt casto vyrazne

biologicky aktivni
* Il. Faze — konjugace, produkt vétsinou neaktivni

* VVysledkem jsou polarnéjsi derivaty, které se mohou vyloucit

moci (zluci) ven z téla

Velmi hydrofobni latky by bez biotransformace mohly
pretrvavat v tukove tkani neomezené dlouho!!

biochemie 12_4 5



Exkrece xenobiotik z bunky

e primarni aktivni transport — vyzaduje energii, stépeni ATP
specialni ATP-asy zvané ABC (ATP binding cassette)

* |lokalizované v plazmatickych membranach, exportuji xenobiotika

z bunky do ECT

* MRP (multidrug resistence protein) — pfi zvysené expresi jsou

zodpovédné za rezistenci vuci lékim



Exkrece xenobiotik z téla

* chemicky modifikovana xenobiotika se vylucuji z téla

moci, potem, stolici
 tekaveé latky - plicemi

* nekdy dochazi ve strevée k dekonjugaci a zpétné

resorpci (enterohepatalni obéh — past)

* exkrece do materského mléka



Priklady reakci I. faze biotransformace
Reakce Priklad xenobiotika
Hydroxylace (hetero)aromatické slouceniny (Ar-H — Ar-OH)
Sulfooxidace dialkylsulfid (R-S-R) — sulfoxid (R-SO-R)
Dehydrogenace alkohol / aldehyd-hydrat — aldehyd / kyselina
Redukce nitroslou¢eniny (R-NO,) — aminy (R-NH,)
Hydrolyza ester — kyselina + alkohol

Reakce probihaji hlavné v ER, néktere v cytosolu

Enzymy I. faze jsou pomérné nespecifické — vyhoda !!




Cytochromy P-450 (CYP)

Skupina (nadrodina) hemovych enzymu (velké mnozstvi izoforem)
Mohou katalyzovat razné typy reakci, hlavné hydroxylaci

Sirokd a prekryvajici se substratova specifita - vyhoda

Mohou byt indukovany a inhibovany

Obsazeny ve vsSech tkanich (kromé svall a erytrocytu)

Nejvice zastoupené v jatrech (ER)

Vykazuji geneticky polymorfismus — atypicka biotransformace |éCiv

Vysvétleni zkratky: P = pigment, 450 = vlnova délka (nm), pfi které¢ enzym vyrazné

absorbuje po navazani oxidu uhelnatého CO
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Podil isoforem CYP na metabolismu |éCiv

B4 % 1A2

B | % ostatni 011 % 2C

0O 30 % 2D6

02 % 2E1
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Mechanismus hydroxylace pusobenim CYP

* vznik hydroxylové skupiny (R-H — R-OH )

* jsou to monooxygenasy, z molekuly O, se inkorporuje jeden

atom O do substratu, meziCa H
e druhy atom O vytvari vodu, donorem 2H je NADPH + H*

» dochazi k redukci dikysliku na -OH skupinu a vodu

R-H+ O, + NADPH + H* - R-OH + H,O + NADP*

\ J
Y

2e +2Ht




Slozky systému cytochromu P-450

NADPH+H" FAD Fe

+++
Fe

hem

NADP" FADH,

cyt. reduktasa cyt P-450

Systém cytochromu P-450 je sloZzen ze:

* dvou enzymu a tii kofaktortt (NADPH, FAD, hem)

 NADPH:CYP reduktasa (d¢li¢ elektronového paru, 2H — 2 e + 2 H)
 cytochrom P-450 (hydroxylasa)



Podrobnéjsi schéma hydroxylace ukazuje aktivaci a redukci O,

A—OH
hydroxylovany

substrat
H,O



Hydroxylace ucinkem CYP nastava
endogennich i exogennich substratu

 Endoplazmatické retikulum:

skvalen, cholesterol, zluc. kyseliny, kalciol,

desaturace MK, prostaglandiny, xenobiotika

e Mitochondrie:

steroidni hormony



Srovnani ruznych hydroxylacnich reakci

Substrat Produkt Pivod O Koreduktant Dalsi slozky
Fenylalanin  tyrosin O, BH, -

Xenobiotika  xen-OH O, NADPH+H* FAD, hem
Prolin 4-OH-Pro O, 2-oxoglutarat ~ Fe?*, askorbat
Dopamin noradrenalin O, askorbat Cu?*




Hlavni izoformy cytochromu P-450

Riizné subtypy enzymu preferuji rizne substraty, maji ruzn¢ induktory a inhibitory

CYP Substrat? Induktor? Inhibitor?2
CYP1A2  theofylin cig. kour erythromycin
CYP2A6  methoxyfluran fenobarbital methoxsalem
CYP2C9 Ibuprofen fenobarbital sulfafenazol
CYP2C19 omeprazol fenobarbital teniposid
CYP2D6  kodein rifampicin chinidin
CYP2E1  halothan alkohol® disulfiram
CYP3A4  diazepam fenobarbital grapefruit

aPouze vybrané piiklady z mnoha existujicich. P viz dale.



Indukce a inhibice CYP 450

* Nektera xenobiotika vyvolavaji indukci syntézy CYP, metabolicka
kapacita CYP se tim zvysi

 Je-li soucasneée s induktorem podan lék metabolizovany stejnym
CYP = |éCivo je odbourano rychleji = |écivo je méneé ucinné

* Nékterd xenobiotika pusobi jako inhibitory CYP

* Nejrozsirenejsi izoformou je CYP3A4, metabolizuje vice jak 120
raznych |éCiv

* Inhibitory CYP3A4 jsou makrolidova ATB (Rulid, Klacid),
grapefruit (furanokumariny), ketokonazol

* Soucasné podani inhibitort s Ié¢ivem = zvySena koncentrace
|éCiva = predavkovani = nezadouci ucinky
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Mechanismy indukce CYP

induktor (komplex s intracelularnim receptorem):

* vaze se na DNA a zvySyje transkripct mRNA =

stimulace syntézy CYP
 snizuje rychlost degradace mRNA a/nebo CYP
« ovliviyje posttrankripCni modifikace mRNA

* muze vyvolat hypertrofii ER



Geneticky polymorfismus CYP450 a klinicky ucinek

Primeérna davka léciva

Pomaly St¥edni (Rychly) Ultrarychly
metabolizator metabolizator metabolizator

vétsina populace

normalni odpoved
klinicky ucinek Iéciva

Problém:

Pr. warfarin

psychofarmaka

krvacivé stavy
biochemie 12_4 19



Priklad

Biotransformace benzenu

hydroxylace
(CYP 450)

H - 0

Dukazem chronické expozice benzenu je zvySené vyluCovani
fenolu moci (pracujici v chem. prumyslu, ¢ichaci, sniffers)



Priklad

Biotransformace polycyklickych aromatickych uhlovodiku
(PAU)

epoxid OH dihydrodiol

0 “
vazba na DNA, mutace
nadory (kize, plice) =
HO pd

OH




Polycyklické aromatické uhlovodiky
v zivotnim prostredi

* Prumyslové zdroje: spalovani uhli, benzinu, nafty;

vyroba koksu, asfaltu; havarie tankeru; zapalovani

ropnych vrtu; popilek v ovzdusi ...

* Neprumyslové zdroje: pozary les(, spalovani odpadd,

domaci topeniste, cigaretovy kour ...

* Potraviny: smazené, uzené, grilované potraviny,

prepaleny tuk, pripalené maso a pecivo ...



Co vznika spalovanim

Material Toxické produkty spalovani

PVC Dioxiny

Polystyrén Styrén

PET lahve Polycyklické aromatické uhlovodiky

Dfievo z demolice, nabytku
Zbytky jidla, trava, listi ...
Barevne Casopisy

Tetrapak

Pneumatiky

Dioxiny

Dioxiny

Tézke kovy

Chlororganicke latky, tézké kovy
Polycyklické aromatické uhlovodiky




II. Faze biotransformace

* Konjugace - synteticky charakter

e Xenobiotikum po I. fazi biotransformace reaguje

endogenni konjugacni slozkou
* Vznika konjugat, polarnéjsi — snadno se vylucuje moci/zluci

* Endergonni charakter - nutna energie (reaguje aktivovana

konjugacni slozka nebo aktivované xenobiotikum)

* Enzymy - transferasy



Prehled konjugacnich Cinidel

Typ konjugace

Konjugacni Cinidlo

Skupina v xenobiotiku

Glukuronidace
Sulfatace
Methylace
Acetylace
Glutathionem

Aminokyselinou

UDP-glukuronat
PAPS

SAM
acetyl-CoA
glutathion

glycin, taurin

-OH, -COOH, -NH,
-OH, -NH,, -SH
-OH, -NH,

-OH, -NH,

Ar-Hal, Ar-epoxidy

-COOH




Biosynteza UDP-glukuronatu

(P0—CH, HO—CH, HO—CH,
O O UTP O
OH OH OH
HO OH HO 0~P) HO O—UDP
OH OH OH
glukosa-6-P glukosa-1-P UDP-glukosa
+
Oy _0° NAD
Ho0 |
O NAD
OH
glukosiduronaty HO O—UDP
OH

UDP-glukuronat
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UDP-glukuronat

O-glykosidova vazba _ ,
esterového typu O <glyk05|dova vazba




V eV /

Glukuronaty jsou nejcastéjsi konjugaty

Vznikaji O-glukosiduronaty

etherovy typ (Ar-O-glukuronat, R-O-glukuronat)
esterovy typ (Ar-COO-glukuronat)

N-, S-glukosiduronaty

Substraty: arom. aminy, amfetaminy, kys. salicylova, IéCiva, flavonoidy, ...

Endogenni substraty: bilirubin, steroidy

L™

f&h /(_,4

H
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Priklad

Biotransformace amfetaminu

@CHZ—(IZH—NHz
CHg

\\\\\I.féze . ;
Priznaky uzivani: neklid, euforie,
upovidanost, tfes, nespavost, pocenti,

HOOCHZ_QH_NHZ sucho v ustech, rozSifené zritelnice,

CHs hubnuti, uzkostné stavy, paranoia,

\I. faze halucinace
HooCc_ O OOCHZ_CI;H_NHZ
HO S,

O-glukosiduronat
etherovéhotypu




PAPS je sulfatacni Cinidlo

(phospho adenosine phospho sulfate)

Fyziologické sulfatace:

Glykosaminoglykany
heparin, dermatansulfat,
keratansulfat, chondroitinsulfat

Sulfoglykosfingolipidy
(kyselé glykolipidy, sulfatidy)



Konjugace fenolu

hydroxylace

(CYP 450) : : :

,/konjuga\
O—glukuronat @o—s ulfat



Methylace je soucasti inaktivace katecholaminu a estrogenu

MAO monoaminooxidasa, COMT katechol-O-methyltransferasa

MAO //O
HO CH,—CH>—NH> > HO CH2—C\
HG dopamin - NH; G H
dihydroxyfenylacetaldehyd
O v
Y% COMT O
_ /
HO CH; C\OH p HO CH—C
SAM OH
@)
| H lova Kk HO , ,
CHy homovaniiova Kys. dihydroxyfenyloctova kys.

Inaktivace muze probihat 1 v opacném potadi: nejdiiveOMT, pak MAO, vysledny produkt je stejny.



Glutathion ma troji vyznam

v-glutamylcysteinylglycin
* Redukcni cCinidlo (glutathionperoxidasa)

* Konjugacni Cinidlo (glutathiontransferasa)

Endogenni substraty — konjugace leukotrient

* Transport AK do bunek (y-glutamyltransferasa)



Glutathion (GSH)

NH, H O
PO
Hooc” o H \/\ITI/\COOH
b CH, H
elektrofilni SH
centrum
R-X + GSH —» R-SG + XH (R-X epoxidy, halogenalkany)

4}

nukleofilni
skupina




Priklad

Pred exkreci vznikaji z R-SG merkapturové kyseliny

CoA-SH
acetyl-S-Co

A
GSH
O—O-
S— Cys S-CH,-C

~yGlu  Glu+Gly NH CO-CH,

epoxid

N-acetyl-S-substitovany cystein

(merkapturova kyselina)



Konjugace aminokyselinami

* glycin, taurin
* xenobiotika s -COOH skupinou
* vznik amidové vazby

* endogenni substraty — zluCove kyseliny



CHs - CH,OH

toluen benzylalkohol
//O glycin //O
C C @)
\ \ U
OH NH—CHz—C\
OH
benzoova kys. hippurova kyselina

(N-benzoylglycin)

aktivovana navazanim
na CoA: benzoyl-CoA

COOH

benzoova kys.



Biotransformace ethanolu v jatrech (cytosol)

D

alkoholdehydrogenasa

O
H3C—(|3—O + NAD@ > HgC—(|3// + NADH+H@
H H
acetaldehyd
TEST
aldehyddehydrogenasa (acetaldehyddehydrogenasa)
] .
| @ _0
HC—C=0 * HeD —= HyC—C—O N;D - Hc—C”
OH OH

aldehyd-hydrat

biochemie 12_4
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* Alkoholdehydrogenasa (AD) — metaloenzym (Zn), vice
molekulovych forem, v jatrech, plicich, ledvinach, GIT,

dalsich tkanich

* Zaludeéni forma je vyrazné aktivnéjsi u muzli nez u Zen

e Acetaldehyddehydogenasa (AcD) — vice forem, jatra,

cytosol i mitochondrie



Dalsi drahy biotranstformace ethanolu

ER hepatocytu:

MEQOS (mikrosomalni ethanol oxidujici Systém, CYP2E1)
CH;-CH,-OH + O, + NADPH+H* » CH;-CH=0 + 2 H,O + NADP*

Tento systém se aktivuje az pii zvySené konzumaci alkoholu
= vyS$$i hladiny (> 0,5 %0) = zvySena produkce acetaldehydu

Peroxisomy: oxidace ethanolu za tcasti peroxidu vodiku, katalasa
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Dusledky biotransformace ethanolu

Ethanol
ADH
ADH
MEOS
Castené rozpustny Acetaldehyd Nadbytek NADH v cytosolu

v membr. lipidech

l / \ Reoxidace pyruvatem

B adukty s acetat v
zvyseni fluidity membran  proteiny, nukl. nadbytek laktatu = nedostatek pyruvatu
kys., biog.
l aminy snizeni glukoneogeneze
toxicky efekt l acetyl-CoA |, ktatova acidéza

(CNS)

rizné produkty

(kocovina) syntéza MK — TAG

viocraleatosa jater 41



Reakci acetaldehydu s biogennimi aminy vznikaji

derivaty tetrahydroisochinolinu (tzv. #ivotigné alkaloidy)

HO HO
m N
HO NF2 o HO “H
dopamin H\C//O CHj3
| salsolinol
CHs

6,7-dihydroxy-1-methyl-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin
acetaldehyd



Tabak

Latky nikotin, produkty nedokonal¢ho spalovani

euforie, psychicka relaxace, zvySeni tepove frekvence,
vazokonstrikce, stimuluje sekreci adrenalinu (,,tichy stres®),

Utinky zvySuje sekreci slin a Zaludecni St'avy, zesiluje stievni
peristaltiku (defeka¢ni i€inek prvni ranni cigarety)

Priznaky o y .

wHvAni typicky zapach, zazloutlé prsty a zuby

Rizika plicni choroby (CHOPN, nadory), infarkt, viedova choroba

zaludku, poruchy potence, predcasné vrasky




Nikotin je hlavni alkaloid tabaku

Na krabiCce cigaret

N Nikotin: 0.9 mg/cig.

|
CHs

Dehet: 11 mg/cig.

3-(1-methylpyrrolidin-2-yl)pyridin

Co se déje pti hoteni cigarety?

suSeny tabak podléha nedokonalému spalovani, vznika sloZitd smés produkta

nikotin ¢astené destiluje a ptechazi do koufe (aerosolu),

castecné se pyrolyticky rozklada
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Cigaretovy kour obsahuje

volny nikotin (bazi) - vaze se na nikotinové receptory

v mozku, dreni nadlevin a jinde

* CO - vaze se na hemoglobin, vznika karbonylhemoglobin —

ischemie tkani (u silnych kurakd az 12 % CO-Hb)

oxidy dusiku - mohou generovat volné radikaly

polykondezované aromatické uhlovodiky (PAU)
(pyren, chrysen ...), hlavni slozky dehtu,

atakuji a poskozuji DNA, karcinogeny

* dalsi latky (N,, CO,, HCN, CH,, terpeny, estery ...)



Priklad

Biotransformace nikotinu

/ N
I
N
nornikotin

/ \N CHj \

nikotin

v

nikotin-N-glukuronat

kotinin-N-glukuronat

5-hydroxynikotin

~ A

N
| |

&
<«

N CHj3

kotinin



Jak odhalit kuraka?

test se slinami kurakovy
sliny obsahuji mnohonasobné vice thiokyanatanu nez sliny
nekuraka, polocas 6 dni,

thiokyanatan SCN- vznika biotransformaci CN-

(sira pochazi z katabolismu cysteinu)

reakci s Fe3* ionty — cerveny komplex
nikotin v moci

minoritni alkaloidy tabaku a metabolity nikotinu v moci

(kotinin, nornikotin, anatabin, anabasin)



Biotransformace vybranych |éCiv
Lécivo Biotransformace Metabolit
Diazepam hydroxylace, demethylace oxazepam (aktivni stejn¢)
Kodein demethylace morfin (aktivni jinak)
Bromhexin hydroxylace, demethylace ambroxol (aktivni)
Paracetamol konjugace, oxidace rizné konjugaty (neaktivni)?

Acetylsalicylova k. hydrolyza, hydroxyl., konjug.

ruzné konjugaty (neaktivni)

VVVVVV




Hlavni draha biotransformace paracetamolu je
konjugace

O
1

H 7~ N
N~ "CHs
© PAPS UDP- glukuronat
900Cc o

o_ ,° 0
O/,S\O@ HO OH

paracetamol HO
N-(4-hydroxyfenyl)acetamid

O=0
0O=0




Vedlejsi draha biotransformace paracetamolu vede k

hepatotoxickému chinoniminu

Q NADP'+ 2H,O 0
N CHgj N CHs
NADPH + Lo |
CYPE21 i
O\H indukovany alkoholem O
paracetamol ' N-acetylbenzochinonimin

2 nebezpeci pii predavkovani

2 u alkoholikt je vétsi ¢ast paracetamolu
metabolizovana na chinonimin

(hepatotoxicky)

vaze se na bunecné
proteiny - nekroza



Biotransformace acetylsalicylové kyseliny

OCOCH;
esterasa UDP-glukuronat ~ salicyl(acyl)-glukosiduronat
> salicyl(fenol)-glukosidurona

COOH COOH

glycin

salicylova kys.

salicyloyl-glycin
cyt P-450

OH glycin
/@: > gentisoyl-glycin
HO COOH

gentisova kys.




Polypragmazie a jeji dusledky

e uzivani mnoha léciv soucasne

 vzajemna interakce |éCiv nebo jejich metabolitt
(potencovani, inhibice)

* indukce, ale soucasné zatizeni hydroxylujiciho systému
(CYP450)

* vice se uplatnuji vedlejsi (minoritni) drahy
biotransformace = vyraznéjsi toxicke ucinky

* mozna deplece glutathionu .... atd.



Vybrané ukazatele jaterniho poskozeni

Analyt (sérum) Referenc¢ni hodnoty Zména
ALT 0,1-0,8 ukat/l *
GMD 0,1-0,7 ukat/l *
GMT 0,1-0,7 ukat/l *
Bilirubin 5-20 umol/l *
Amoniak 5-50 pumol/l *
Urobilinogeny (moc¢) do 17 umol/I *

Cholinesterasa (CHS)
Mocovina
Albumin

65 - 200 pkat/l
3 - 8 mmol/l
35-53 ¢/l
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Jak odhalit alkoholika™

Enzymy: AST, ALT, GMD, GMT ..., CHS ...J,

CDT (carbohydrate-deficient transferrin, bezsacharidovy transferrin)
molekula transferrinu obsahuje 4-6 sialovych kys. Chronicky abusus alkoholu
narusuje glykosylaci transferrinu, vznika CDT = formy transferrinu s 0-2 sial.
kys. Zvysena hodnota CDT = marker vydatného pozivani EtOH béhem
uplynulych 4 tydn( (kontrola abstinence u |é¢enych ethyliku)

FAEE (fatty acids ethyl esters) pretrvavaji v krvi az 24 hod poté, co

klesne hladina EtOH na nulu (vyznam u dopravnich nehod)
Ethylglukosiduronat (EtG) pretrvava az 5 dni

Fosfatidylethanol (PEth) pretrvava az 3 tydny



Hladina alkoholu v krvi se vypocte z pomeéru

hmotnosti alkoholu (g) a celkove télesné vody (kg)

malkohol(g)
m, (kg) x T

{}

alkohol v krvi (%o) =

Charakteristika Muzi 4 v
eny 0,67 (muzi)

Celkova télesna voda | 60 — 67 % 50 - 55 % 0 55 o

Celkovy télesny tuk | 10-20% | 20— 30 % 55 (zeny)




Jazykova poznamka: kocovina
Etymologie slova je nejasna, uvadeéji se tri ruzné vyklady

 podle mladoboleslavského hejtmana Kotze (1848)

— proti nému cetné vytrznosti zvané lidove kociciny
 zném. Katzenjammer (koCicCi bédovani)

* zném. kotzen (zvracet)



Biotransformace ethylenglykolu

C|3HO

oxid. oxid.

CHZOH oxid. CHO / CHO \ COOH oxid. COOH

| bl glyoxal | -

CH,OH CH,OH ﬂid\. oxid/v CHO COOH

ethylenglykol glykolaldehyd COOH glyoxalova St'avelova
| kyselina kyselina
CH,OH

glykolova kyselina

Otrava ethylenglykolem miize mit fatalni priub¢h



