Enzymy 2. fdze biotransformace
a antioxidacni enzymy



ENZYMY METABOLISMU CIZORODYCH LATEK

¥ Enzymy 1. fdze biotransformace xenobiotik, steroidnich
hormoni a mastnych kyselin - monooxygendzy (CYP, AKR,
FMO), reduktazy (AKR, NQO), hydroldzy (esterdzy,
epoxidhydroldazy); dalsi reakce: hydratace, isomerace.

9~ 2. fdze biotransformace - transferdzy (6ST, UDPGT, SULF,
acetyldzy aj.); antioxidaéni enzymy (SOD, CAT, GPx, GR).

®" 3. fdze biotransformace (ABC transportéry)



ENZYMY 2. FAZE BIOTRANSFORMACE

¥ Glutathion-S-transferdazy (6ST)

¥ Uridindifosfoglukuronyltransferdzy (UDPGT)

¥ Sulfotransferdzy (SULF)

®"N-, O-acetyltransferdzy (NAT, OAT)

¥ Methyltransferazy

@ Enzymy syntézy kyseliny merkapturové (6SH konjugdty

jsou bud’ z téla vylouceny Zluci, nebo jsou ddle
preménény na derivaty kys. merkapturoveé)

¥ Antioxidaéni enzymy - NQO, 6ST, 65Px, GR, CAT,
SOD



GLUTATHION-S-TRANSFERAZY
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Konjugacni agens je nukleofil (6SH):
typické substraty 6ST: elektrofilni xenobiotika / intermediaty
= alifatické a aromatické epoxidy a halidy, organické nitraty



GLUTATHION-S- TRANSFERAZY -
TYPICKE SCHEMA KONJUGACNI REAKCE
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Glutathione-S-transferase

Reaktivni intermediat BaPDE Konjugdt
(priklad elektrofilniho substratu)



KLASICKA KLASIFIKACE 6ST ENZYMU

Apparent
subunit M, Subunit

Funkéni GST enzymy Isoenzyme Class (kdalton)® M
Jsou dimery;
cytosolické nadrodiny: 1-1 Alpha 25 25 434
alfa = GSTA (6STA1-GSTAD), 1-2 Alpha 25 + 28 —
mi = 6STM (6STM1-6STMb), 2.2 Alpha 28 25 209
pi = GSTP (1 zastupce GSTP1), 33 Mu 26.5 25 806
theta = GSTT (GSTTI), 3.4 Mu 26.5 e
a ddle kappa (v mit. a peroxisom.), 3 ¢ Mu 2.5 + 26 e
omega, zefa. 4-4 Mu 26.5 25 592

. 4-6 Mu 26.5 + 26 e
Indukce pres XRE, ARE 5.5 e 265 .
Gen. polymorfismus (nizsi b M o o
enzymova aktivita): =i . - S
GSTAL, 6STMI, Bt Alphs <49 m
GSTM3, GSTP1 = vyssi Microsomal —— 17 17237
susceptibilita k rakoviné plic,
prsu, kolonul \ e .,

membradnové vazana GST (gen.

nadrodina MGST)



REGULACE GENOVE EXPRESE ISOENZYMU GST

GST-1 gene regulatory elements
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GST-7 gene regulatory elements

-2.9Kn -2.2Kb 385 140 51 47 -27

e looXCion

5 i SV40[SvaD @
TRE-like

DK ' D
. A
e .m, D2
GPE | GPE Il b = 2

Enhancer elements Silencer elements Enhancer

XRE = xenobiotic-response element; ARE = antioxidant-response element;
GPE = GST-P enhancer; u nékterych isoenzymt ..Barbie box element" (PB-induc.),
glucocorticoid-responsive element (GRE)



UDP-GLUKURONYLTRANSFERAZY

Konj. agens elektrofil
(kys. UDP-glukuronova)

substraty jsou nukleofilni H H
xenobiotika / intermediaty Kyselina glukuronova OH OH
(fenoly, alkoholy, aminy,

karboxylové kyseliny)
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Sekvencni pribuznost UGT,
hlavni proteiny UGT

Lidské gen. rodiny: UGT1, UGT2;

v jatrech podrodiny UGT1A (napr. enzym
UGT1Al1) a UGT2B.

Induktory jsou ligandy CAR, PXR, AhR;

UGT = nejvyznamnéjsi konjugacni enzymy
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KLASIFIKACE UGT
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SULFOTRANSFERAZY

elektrofilni konjugacni agens 3'-fosfoadenosin-5'-
fosfosulfat (PAPS) reaguje s fenolem aj. nukleofily
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SULFOTRANSFERAZY

sumarni rovnice

OH
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+ PAPS + ADP
Sulphotransferase
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UCAST 6ST, SULT A UGT V METABOLISMU
BENZO/a/PYRENU

UGT, SULT



ANTIOXIDACNI OBRANNE SYSTEMY

¥~ Nizkomolekuldrni antioxidanty (lipofilni a hydrofilni)

¥ Antioxidaéni enzymy (6ST, GPx, GR, CAT, SOD, NQO)



REAKTIVNI FORMY KYSLIKU (ROS)

1) reaktivni formy kysliku (ROS), NO aj. reaktivni formy dusiku;
2) reaktivni metabolity xenobiotik, membranovych fosfolipidua aj.
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Hzﬂ + OH* 7- 2 Hzo
H* l
+ -
. H" + OH
Superoxid
Peroxid
Redukce nitrosloucenin
Hydroxylovy
r'adlkc'll Flavoprotein (NADPH-cytochrome € reductams) ——————— Cytochrome ~-450 /
Endoplasmiec reticulum
H, 2¢
AND; s—————" ANOD, i ANO ———~ [ﬂﬂm +— ANHOH ——————= RNH,
Aromatic nitro :' ; Mitro anion Nitroso Hydranitraxide Hydroxylamine Aromatic
compound radlical compound radical primary smine
Cytosol

Flavoproteins {aldehyde oxidase, xanthine oxidase, DT diaphorase [NADH or NAD(PJH dehydrogenase(quinane)] )
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Hydroxylovy

REAKTIVNI FORMY KYSLIKU (ROS) A DUSIKU
(NOS) - priklad jejich generovani po ozdreni
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ANTIOXIDACNI OBRANNE SYSTEMY
(ENZYMY):

¥ Superoxiddismutdzy katalyzuji dismutaci O, * na H,0, -
Cu/Zn SOD (cytosol, jadro), Mn SOD (mitochondrie),
CuSOD (primarné plasma)

¥ Katalaza katalyzuje dismutaci H202, redukuje methyl- a
ethylhydroperoxidy; tetramerni hemoprotein (peroxisomy)

¥ Glutathionperoxidaza katalyzuje redukci H202 a dal$ich
hydroperoxidi (véetné lipidperoxidi). selenoprotein
(vyskyt primarné v cytosolu, také v mitochondriich)

¥ Glutathion-S-transferazy redukuji hydroperoxidy, vyskyt
v cytosolu, existuje také ,mikrosomalni™ GST v bun.
membradndch

¥ Glutathionreduktdza katalyzuje redukci
nizkomolekularnich disulfidl, hlavné oxidovany glutathion
(L6SH cyklus™)

¥"NADPH/chinonoxidoreduktazy (NQO) redukuje chinony na
katecholy



iwiai  ANTIOXIDACNE OBRANNE SYSTEMY
slouceniny (NIZKOMOLEKULARNE LATKY):

\fvi‘ramin E konvertuje O, -, -OH a lipidové peroxyradikdly na
méné reaktivni formy; zastavuje retézové reakce lipidni
peroxidace; lipidové membrany, extracelularni tekutiny
bilirubin reaguje s ROO- , produkt hemoproteinu, vyskyt v krvi
i tkanich
B-karoten zhdsi O,- , reakce s peroxyly: metabolicky prekursor
vitaminu A, vyskyt v membrdnach

@ vitamin C primo zhd$i O,  a -OH, prispiva k regeneraci vitaminu
E, distribuce v extra- i intracelularnich tekutinach

¥ kyselina mocova (oxidovand purinova bdze); zhdsi peroxylové
radikaly, O, a -OH, zabranuje oxidaci vit. C, vaZe transitni
kovy: Siroka distribuce

@ glutathion (6SH) substrat v reakcich 6ST a 6GSHPx, také prrimo
reaguje s organickymi volnymi radikdly, O,- a -OH

/"dal§i antioxidanty: cystein, glukéza aj.
slouceniny

rozpustné
ve vodé



ANTIOXIDACNI ENZYMY V OBRANE PROTI ROS

Cytosol Reduclants
i {NADPH)
NADP™ (Fe™)
X x Endoplasmic
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uplatiiuje se v cytosolu, mitochondriich, endoplasmatickém retikulu,
peroxisomech (SOD - CAT - GPx - GR)



GLUTATHION JAKO ANTIOXIDANT
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metabolity (lipid. peroxidy...)
- kofaktor glutathionperoxiddz
(Se-dependentnich GPx a GST)

Dalsi funkce:

- kofaktor konjugacnich reakci
katalyzovanych GST,
napr. s fenoly

- Uéast v biosyntéze leukotrient

o
Redukce 65S6 na GSH NADP" NADPH

pomoci GR leukotrieny



GLUTATHIONREDUKTAZA
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PREHLED ANTIOXIDACNICH SYSTEMU

Centralni role glutathionu pr P 2H,0 @ 2H,0
glutaredoxin (GRX)

glutathionreduktaza (GR)

Dal$i antioxidant -
eroxiredoxin (Prx) je ,’+ |

Eecyklovén porrfoci . / GST\ > GR < Tr;-:Fl<

thioredoxinu (Trx),

oxidovany stav Trx je IR IR-GS

redukovan

thioreduxinreduktazou
(TrxR)



3. FAZE BIOTRANSFORMACE
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3. FAZE BIOTRANSFORMACE
(ABC TRANSPORTERY)
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Secretion of conjugates
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Drug d Drug
Gut
J lumen




ABC TRANSPORTERY: MULTIDRUG
RESISTANCE (MDR) SYSTEM

Transport
lipidd,
xenobiotik
aj. latek

vné pres
bunécnou
membranu ATP ADP ATP ADP

GSH vincristine LTC p




3. FAZE BIOTRANSFORMACE
(ABC TRANSPORTERY)

Nejvyznamnéj$i zdstupci ABC (ATP Binding Cassette) transportéri:

1. ABCC - transport aniontl véetné S-glutathionyl- a sulfdtovych konjugatt
MRP1 (ABCC1, mrpl gen) trasnportuje pres membrdnu LTC4, D4, E4;
komplexuje oxidovany glutathion (65S6)

2. ABCB - transport peptidi, transmembrdnovy transport xenobiotik v jatrech,
placentalni bariére aj.
P-glykoprotein (P-gp = ABCB1, mdrl! gen) odstranuje Vinca alkaloidy
(vincristine, vinblastine), anthracykliny (doxorubicin, daunorubicin), taxoly
(paclitaxel)

Chemosensitizers: calcium channel blockers (verapamil), antagonisté calmodulinu
(chlorpromazine), steroidy (prog., kortisol, tamoxifen), xanthiny
(pentoxyphiline)

3. ABCG2 (BCRP, breast cancer resistence protein) - velmi casta ,overexprese"”
v karcinomu prsu



3. FAZE BIOTRANSFORMACE:
KOMPLEXNI REGULACE GENOVE EXPRESE
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JATERNT TRANSPORTERY
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