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Ziakladni faktory, které mohou ovliviiovat celkovou expozici a

vysledna zdravotni rizika
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Toxicky ucinek latky a jejich metabolitu se dostavi:

— po dosazeni prislusného cile
— Vv potfebné koncentraci
— a po nezbytneé dobe ucinku

— mira poSkozeni zavisi na dosazene koncentraci na cilovem organu

PRIJEM <~ ODSTRANOVANI (rovnovaha, homeostaza)
- udrzovani hladin latky v organismu pod urovni skodliveho ucinku
- organismus vynaklada energii na udrzeni rovnovahy
(metabolismus, vylu¢ovani ...)

PRIJEM > ODSTRANOVANI
- narust koncentraci latky v organismu
- Casem prekrocCeni urovné ucinku, limitu homeostatickych procesu
-> prechod ze stadia rezistence (resp. adaptace) do stadia
pozorovatelnych Skodlivych ucinku

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Toxikokinetika Toxikodynamika

Co déla organismus s toxickou latkou Co déla toxicka latka s organismem
_ Interni Biologicky ~ Casny ) ZNgha Nemoc
Expozice — payka ~~ Yinna — Biologicky — Struktury & = 5« -«
Davka Uéinek Funkce
Absorpce \ / /
Distribuce Citlivost a
'\E/'eiiabollsmus Vnéjsilvnitini faktory (Genetické,
xkrece ~r X x
vyziva, dalSi stresory, vek
Ulozeni Y Y, Vek)
- osud toxické latky v organismu, - co déla — jaké vyvolava ucinky

biologicka dostupnost - jak to déla - mechanismus ptisobeni



Osud latky v organismu

TOXIKOKINETIKA = ADME:

Absorpce (vstrebdni, resorpce) - prestup toxické ldtky
(TL) z mista primdrniho kontaktu do krevni plazmy

Distribuce, transport - rozdéleni TL mezi krevni plazmu a
plazmatické proteiny, prestup volného podilu TL z krevni
plazmy do tkdni, rozdéleni TL mezi jednotlivymi ¢dstmi téla

Metabolismus (biotransformace)

Exkrece (vylouceni) - prestup toxické ldtky z krevni plazmy
do moci, zluci, potu, vydechovaného vzduchu, materského
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Proces expozice - toxikologicka

@SUERoOXICKeN alikyAVIorRGanISmu

dostupnost:

Vstrebdni, transport pres membrany

Zplsob aplikace
(biodostupnost)

Organismus ma obrané mechanismy:
» Membranové bariery

> Kontinudlni obnova svrchnich
vrstev kize a mukoznich membradn

» Biotransformacni enzymy,
antioxidanty

Resorpce do krevniho obéhu > Elimina&ni mechanismy
Distribuce do tkani, k mistu
G&inku Storage in Tissues

Metabolismus

Eliminace
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Enteralni — pfes zazivaci trakt — pres jatra

P - ] T 2 " Inszest
Oralni (per os): pres gastrointestinalni (zazivaci) trakt e ——
- potrava, voda, prach a puda
Parenteralni — mimo zazivaci trakt — pfimo do velkého
krevniho obehu {57 R R\
Inhalacni: vdechnutim, pres respiracni trakt Inhalation

- ovzdusi, aerosol ve sprse

Dermalni (topicka, perkutanni): kuzi a sliznici
- predevSim u expozice v pracovnim procesu,
z masti a kosmetiky, textilii

\\

Dermal
Exposure

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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JINE CESTY VSTUPU TOXICKYCH LATEK

Ruznymi cestami parenteralnimi
(pfi poranénich, bodnutich, kousnutich, usknutich

apod., &i injek&né) ""::3

Inhalation

1. Do zily - intravenozni (i. v.) — rychly nastup

2. Do svalu - intramuskularni (i. m.) — pomaly
nastup

3. Do dutiny bfisni - intraperitonealni (i. p.,
experimentalni) — rychly nastup

4. Podkozni - subkutanni (experimentalni) — pomaly
nastup

Transplacentalni - latky schopné prekonat
placentalni bariéru mezi matkou a plodem (Pb,
metylHg, dioxiny, polychlorované bifenyly a dalSi
persistentni organické polutanty)

Kazda z cest ma specifickou rychlost vstifebani a nastupu ucinku.
Kromé cesty vstupu ma velky vyznam doba expozice a frekvence expozic.
Mozna kombinace expozicnich cest

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi




Plazmatickd membrana =
cytoplazmaticka:

— stavba: dvojita vrstva
fosfolipidu, mezi fosfolipidy

bilkoviny + enzymy + sacharidy

— tzv. ,model fluidni (tekuté)
mozaiky*

— PM je polopropustna -
semipermeabilni

Fosfolipidy bunéénych
membran:

vné - hydrofilni hlavicka (polarni)

uvnitf - hydrofobni uhlovodikové
konce (nepolarni)

() Centrum pro vyzkum

toxickych latek
v prostredi

Exterior

smaciva cast

molekula bitkovin

nesmadiva &asl

(LA

25. Molekuia fosfollpidu a stavba plazmatické membriny.
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* volnou/pasivni difuzi
» doCasnymi nebo trvalymi pory

» usnadnénou difuzi pomoci nizkomolekularnich
nebo vysokomolekularnich prenasecu

* mechanismem endocytosy nebo exocytosy.

2.

Osmobza Prosta Usnadnéna Aktivnl’ transport
diflize diflize
|
@
()
R @ A DA D A DA BUA

|

A1 X¢ . AVA| Al Al A L&A1 LeRT4IL¢.
)
()

e

©)

kanaly

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
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Absorbce zavisi na chemické strukture latky
e povaha membrany je dulezita pro transport toxicke latky
do bunky

Xenobiotika jsou Casto extreémné hydrofobni/lipofilni latky

Typické pfiklady: polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU),
benzo(a)pyren, DDT, vinylchlorid a dalSi

Xenobiotika pouzivaji i transportni systemy endogennich latek:
e usnadnénou difuzi, aktivni transport

o fagocytosu, pinocytosu

e musivSak mit velmi podobnou strukturu
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Pasivni transportni mechanismy

e nevyzaduji pfisun energie z metabolismu bunky

 pohyb ve smeru koncentracniho Ci elektrochemického gradientu, nebo na
zakladé rozdilu jinych fyzikalné chemickych vlastnosti prostfedi na obou
stranach biomembrany

Prosta difuze

» pasivni déj - samovolné prolinani, elektricky neutralni, nepolarni
molekuly

> pohyb molekul z mista vysSi koncentrace do mista nizSi koncentrace

» prostup lipofilnich latek o nizSi molekulové hmotnosti ( MW < 500 )

(diethylether, benzen, tetrachlormethan, barbituraty, DDT, cyklohexan)

» prostup malych nepolarnich molekul plynu (N,, CO,, O,, N,O)

usnadnéna difuze
»  po koncentracnim spadu
» vazany na prenasec

Literatura;


http://www.chemicke-listy.cz/docs/full/archiv/2000-PDF/10-PDF/913-918.pdf

Mechanismy prostupu toxickych latek biomembranou

Aktivni transportni mechanismy

» Vstup/vystup latek do/z bunky pomoci enzymovych
prenasecu, potfeba specifického prenasece

e transport po i proti smeru koncentracniho Ci
elektrochemického gradientu

e prekonavani koncentracniho gradientu vyzaduje prisun
energie - hydrolytické stépeni makroergickych vazeb
ATP

* ivelké nabité polarni molekuly

e proces muze byt saturovan nadbytkem substratu
e podobné substraty mohou soutézit o vychytavani
e dulezité pro vyluCovani latek z organismu

jatra — nékolik transportnich systému — pro organické
kyseliny, organické baze a neutralni organické latky

CNS, ledviny, stfeva - transportni systémy pro rtizné latky
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VySSi koncentrace TL

% 3 o Transportovana latka (TL) o Qo
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Prosta diflize Facilitovana difuze
‘ |
Pasivni transport Aktivni transport

NizSi koncentrace TL




Xenobiotika vétSinou nemaiji svuj transportni systém a proto jsou
absorbovany pasivni difuzi

1) lipofilni latky prochazeji membranou prostou diftzi pres fosfolipidovou dvojvrstvu
v dusledku koncentracniho spadu

2) malé hydrofilni molekuly prochazeji bez ohledu na hydrofobni charakter
membrany

3) latky rozpustné ve vodé difunduji proteinovymi kanaly

4) velké hydrofilni molekuly pomoci facilitované difuze

5) aktivni transport - anorganické ionty i velké hydrofilni molekuly proti sméru
koncentracniho gradientu

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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6) Castice, kapénky a velké molekuly exo- Ci endocytdézou - nerozpustné Castice
azbestu, makromolekuly

- pfenos (vstup ¢i vylu€ovani) pomoci transportnich méchyrku (vesikult)

Pinocytdza - témérF neustale ve vétsiné zivociSnych bunék.
Bunky pohlcuji kapiCky extracelularni tekutiny a v ni rozpusteneé latky vchlipenim
casti plazmatické membrany.

Fagocytdza — proces, pfi kterém bunka aktivné vytvari plazmatické vybézky
(panozky), aby pohltila vétSi pevné partikule — vyuZzivaji vSechny bunky téla, nebot
vétSinu latek pro bunku dulezitych predstavuji velké polarni molekuly, které
nemohou samovolne proniknout skrz bunécnou membranu.

Schéma pinocytozy

pinocytarni vacek

{a) Phagocytosis
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«  vedlejSi dutiny nosni i
SN % pridusnice
«  nosohltan o &
N P e
g praduska
2. DOLNI CESTY DYCHACI: pricusly
veni
. hrtan =
leva plice

. pradusnice
. hlavni pradusky

branice

Plicni
sklipky

PLICE

prudusinky (bronchioly) = primér < 1 mm — kon¢i v plicnim
vacku — clenén na plicni sklipky (alveoly)

— tvofeny 1 vrstvou plochych bunék (= respiracni epitel)

— vysoce prokrvené, absorpéni plocha plic cca 50-100 m?

— velka kontaktni plocha — vstfebavani z plic do krve pomérné rychlé

— vyména plynu difuzi

Sit vlaseénic

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi




Dychaci soustavou se do téla dostava mnozstvi latek (pevne, kapalne, plynné).
napr. — CO, CH;Br, azbest, SO,,...

Resorpce probiha asi z 60 % - velka ucinnost.

Jak hluboko se latka/Castice do dychacich cest dostane - zavisi na velikosti,
tvaru a koncentraci latky/Castice v prostredi, na chemickych a toxickych
vlastnostech latky.

Mukociliarni transport

- obranny mechanismus

- produkce hlenu, na kterem se
zachytavaji necistoty

- epiteloveé bunky s rasinkami —
posunuji hlen ven

- transport necCistot smérem pryC z

dychacich cest

¢astice zachycené
fasinkovy epitel v hlenu hlen

e e

e —— T e —r ¥
_— e — L < C >—

== ==
= i

Obr. 48 Rasinkovy epitel dychacich cest posunuje hlen
smérem od plic, a tim odstrafiuje v hlenu obsaZené Skodlivé

¢dstice smérem od plic

hydrofilni latky — rozpousténi ve sliznici hornich d.cest - jsou absorbovany na

sliznicich i v plicich

lipofilni latky — jsou absorbovany v plicich, membranami do bunék, sténami
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Plice jsou citlivé ke dvéma druhdm toxickych latek: dispergovanym c¢asticim ve
vzduchu a tékavym organickym latkam a plyndm

Krevni tok a rychlost dychani ovliviiuji absorpci latek plicemi.

V krvi méalo rozpustné latky — absorpce zavisi na rychlosti toku krve.
V krvi dobfe rozpustné latky - absorpce zavisi na rychlosti dechu.

o latky rozpustneé ve vodé a tucich prochazeji do krevniho recisté
« latky nerozpustné ve vodé ani v tucich se ukladaji - pneumokoniozy, rakovina
» malé Castice jsou absorbovany pomoci pinocytozy Ci fagocytozy.

VIliv velikosti ¢astic na uroven absorpce

Areriale I
Capillaries

* nad 10 um - sedimentace, zachyt v hornich dychacich
cestach Wit

okolo 5 um - zachyt v alveolach kolem 25 %

7 Alvenlus
Larynx and wocal folds

okolo 1 um - zachyt v alveolach kolem 50 % i

7 Wenule

Frimary
"~ bronchus

okolo 0,25 um - snizena retence nasledkem pomalejSi
sedimentace

==—Branchioles

pod 0,1 um - vliv Brownova pohybu, difuze
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TAVICI UST

P

Traveni (mechanické a chem.
zpracovani)

Vstrebavani (prestup latek
sténou GIT do krve)

Preména a skladovani
latek/Zivin (zejména v jatrech)
Vylu€ovani (odstrariovani
nestravenych zbytku potravy a
zplodin metabolizmu)

Absorbce latek - od dutiny ustni
az po konecnik (rektum)

Pomala cesta vstupu, s velkou
kapacitou

() Centrum pro vyzkum

toxickych latek
v prostredi
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Absorpce - Gastrointenstinalni trakt

uastni dutina

Prosta difuze

— predevsim latky lipofilni, latky hydrofilni _,
omezené 1

— zavisi i na charakteru stravy

jatra — zaludek

— dvanactnik

zluenik o .
slinivka brisni

vstfebavani zavislé na pH - ruzné latky absorbovany
v jinych Castech GIT dle jejich fyz.-chem. dusté stfevo
(acidobazickych) vlastnosti

tenké strevo

slepé stievo
koneénik

lipofilni neionické latky se absorbuji v celém GIT

Ustni dutina
- sliny pH 7 (neutralni), sliznice — lipofilni, neionizované latky — do krevniho obéhu

Zaludek
- vakovity organ (objem 1 — 2 litry, < 5 m?), tfi vrstvy hladké svaloviny
- chemické a mechanické traveni, zdrzeni potravy 2 - 6 hod

- zaludecni stavy pH 1-3, lipofilni latky i slabé kyseliny

©)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi




- — klky

Tenké strevo

stievni sliznice

- trubicovity organ, délka 3 - 5 m, primeér kolem 3 - 4 cm
- velky povrch, 200 - 300 m? prichod traveniny 5 - 9 hod cevy
- dochazi zde ke vstfebavani zivin (i toxickych latek) do krve

- vnitfni povrch pokryt kiky (20 - 40/mm? - pokryty vrstvou mikroklk()

- vychlipeniny strevni sliznice 0,3—1 mm pokryté absorpcnim epitelem, vstupuiji
do nich cévy — zvétSuji plochu pro vstrebavani

- pH v riznych ¢astech tenkého stfeva 5 -7 — 8

- nejintenzivnéjsi vstrebavani, i slabé baze

Tlusté strevo

- trubicovity organ (1,5 m), primér 5 - 7 cm

- zdrzeni traveniny 16 - 30 hod, zahusténi nestravené potravy

- vstfebavani vody, mineralu, vitamind, ale i toxickych latek.

- pH 7-8, <5 m?, vstfebavani vice bazickych latek

Konecénik — rychlé vstfebavani pfimo do systémového krevniho obeéhu
4 Centrum pro vyzkum
() toxickych latek
v prostredi




Absorpce toxickych latek - Kuze

Klze - plocha u ¢lovéka asi 1,5- 2 m?

- relativné impermeabilni pro xenobiotika

stale exponovana plyntm, rdznym roztokdm,...

Vnéjsi vrstva - stratum corneum — keratinizovana vrstva s

plochymi bunkami je efektivni barierou pro latky rozpustné ve
vodé

Epidermis — vrchni vrstva, rizné tlusta, stafi lidé a déti tenci - sklada se ze stratum
corneum a 3 dalSich vrstev
Skara (dermis) - vazivova vrstva, urCuje pruznost, mechanickou odolnost, pevnost
- cévy, nervy, Zlazy (potni, mazove), vlasoveé misky, lymfatické cévy, bunky imunitniho systému
podkozi (hypodermis) - vazivo a tuk - chrani organy pred mechanickymi a teplotnimi
vlivy
Pasivni difuzi — lipofilni latky - difunduji tmérné rozdélovacimu koeficientu
Difuze pres nizsi vrstvy, pomoci mazovych a potnich Zlazek — hydrofilngjsi latky
Polarni latky hydratované se vazi na bilkoviny stratum corneum
» Pomala cesta vstupu

Vyrazné zvyseni propustnosti pfi zranéni, poleptani, popaleni...

©)
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Po absorpci prechazi latka do krevniho reciste
e Absorbce kuzi — periferni fecisté
« Absorbce plicemi — pulmonarni feciste =
» Absorbce oralni — portalni zila

V zavislosti na fyzikalné-chemickych
vlastnostech latky je distribuovana do
jednotlivych tkani.

Absorbce a distribuce v organismu zavisi na
prechodech membran

4 Centrum pro vyzkum
a toxickych latek
v prostredi
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Transport a distribuce

Transport toxickych latek v krvi — volné v plasmé nebo navazané na na bilkoviny
(zvlasté albumin) nebo na bunécéné struktury - vétSinou existuji jak ve vazane
formé, tak ve volné formé (rovnovaha).

Pouze volné latky jsou dostupné pro zpUsobeni uc€inku ¢i vylouceni.
Vazi se nekovalentné (iontové interakce, hydrofébni interakce, vodikoveé vazby,
Van der Waalsovy sily).

Navazani na proteiny - distribuce latek pozménéna (i exkrece), omezeni
distribuce, dostupnosti pro receptory a eliminace z organismu. Jedna se o
reverzibilni interakci a komplexy slouzi jako rezervoar ucinne latky.

Vazbou na proteiny v plasmé mohou vytésnit endogenni latky.

Dynamické rozdéleni latky do jednotlivych bunék, tkani, organu
— Prokrveni, proudeni krve

— Rychlosti prestupu latky z kapilar do tkanovych tekutin a pak do
bunék — depozice ve tkanich

— Vazba toxickych latek na plazmaticke bilkoviny

» Albumin, B lipoproteiny, a lipoprotein, transferin,
Centrum pro vyzkum ceruloplasmin, a1l kysely glykoprotein

toxickych latek
v prostredi
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Misto G&ink Tkanova depa
1510 YOI volny podil — vazany podil

vazany podil <= volny podil

/>>\

[ Absorpce } » Volny podil TL /;[ Exkrece 1
/ /4\\
Vazany podil Metabolit
TL na PP /' y/ ] }
Toxikokinetika IN N (ol
(ADM E) [ Biotransformace 1 mehEns 7

Rovnovaha mezi vazanou a volnou formou - ovliviuje ji koncentrace bilkovin, afinita
k vazebnym mistlm, pfitomnost jinych latek a metabolitli

Transport latek je ovlivnén u procest bez prisunu energie koncentrachim
gradientem (koncentrace v misté vstupu, rychlost odplavovani diky prokrventi),
velikosti plochy u orgdni s velkym povrchem (plice, tenké strevo).



Distribuce latky v organismu -zavisi na:

« Charakteru latky - rozpustnosti ve vode, polarité, velikosti a
geometrii molekuly

« Misté vstupu latky do organismu

« Typu expozice

« Vazbé latky a metabolitl na proteiny plazmy

» Stupni ionizace pri pH plazmy 7,4

* Prokrveni tkdni, transport latky

* Rozdéleni mezi krev a tkané - obsah vody ve tkanich
* Prostupu membrdnami a rozpustnosti ve tkanich

Napr. Alkohol pronika rovnomérné do vody v celém téle x rada
latek ma silnou vazbu na bilkoviny plazmy a nachdzi se jen v
plazmé a extraceluldrni tekutine

©)
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Ruzné cesty podani maji vyznamny vliv na distribuci
toxické latky (intravenozni vs. oralni)

* Pri distribuci se nejvetsi mnozstvi toxickych latek
dostava do jater a ledvin.

- Rada toxickych latek ma afinitu vidi specifickému
organu Ci organove soustave. Distribuce a akumulace
toxické latky v cilovych tkanich dulezita pro organovou
toxicitu.

Vyznamny take prechod pres fyziologicke bariery
(placenta, hematoencefalicka bariera - krev/imozek) -
predpoklad pro teratogenni a neurotoxicke ucinky

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Obrana organismu proti xenobiotikum,
ktera pronikla do organismu

e Rychlé vylouceni

» Depozice v méné citlivych organech
(tukova tkan, kosti)

» Depozice ve vnitrobunecnych organelach

e Tvorba komplexu
(I.e. metalothionein a Se/HQ)

e Biotransformace

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi



ZICC - v pripade, kdy absorbce dané latky je vetsi
nez jeji vyluCovani
- pri chronickych intoxikacich

Depozice v tukovych tkanich

o silné lipofilni slouceniny (DDT)
o postupny navrat do krevniho recisté
* rychlé odbourani tuku (hladovéni) muze rychle zvysit koncentrace v krvi

Depozice v mékkych tkanich =

o velké mnoZstvi latek se uklada v jatrech

« halogenované uhlovodiky — hepatotoxické : | /-—"’/—ﬁx
., . 5

e Pb -jatra, Cd - ledviny - .

Depozice v kostech ; f aCY

» latky analogické vapniku — fluor, Pb, b

stroncium 0 2 4 : 5

Depozice ve vlasech

* néekteré kovy Hg, As
« vlasy a nehty: Mg, Mn, Sb, Se, Cd, Cr, Pb, Ni, Zn

©)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi




Bloirzinsiormzecs/  Prijem a vylucovani
Vlztzioolismus hydrofilnich a lipofilnich latek

PFeména chemické latky | 1 1

biochemickymi
mechanismy

Proces ve kterém jsou PRIJEM PRIJEM PRIJEM
latky modifikovany pomoci
enzymatickych reakci

BIOTRANS-
FORMACE

Jedna se nejen o
xenobiotika, ale i latky telu
vlastni

Dynamicky proces zavisly
na endogennich a
exogennich latkach

EXKRECE EXKRECE EXKRECE

8 + &

Centrum pro vyzkum Biotransformace zvysuje hydrofilitu/rozpustnost latek

toxickych latek

v prostredi a usnadnuje jejich vylu€ovani

©)



XENOBIOTIKUM

|

=Y |

l

—> Bunécny ucinek

LL
8 BIOTRANSFORMACE
Y
X
n
> Poskozeni DNA
Netoxicky Aktivace A Toxicky
< metabolit » metabolit =
Detoxifikace
FAZE 1 FAZE 2
odkryje nebo prida
CENOBIOTIKUM funkéni skupinu PRIMARNI SEKUNDARN(
Oxidace PRODUKT Konjugace PRODUKT
Redukce
Hydrolyza
EXKRECE
LIPOFILNI HYDROFILNI




Biotransformace/Metabolismus

VétSina latek prochazi biotransformaci — aktivace Ci redukce
toxickeho ucinku
Nekteré latky eliminovany nezménény (zejména anorganicke latky)
— Moc, zluc, pot, dech, stolice

Pri biotransformaci

— zmena struktury

— zmena biologicke ucinnosti

— zména fyzikalnich vlastnosti (na kterych zavisi rychlost prachodu
membranami, vylouceni)

Cil: snizeni az vymizeni toxicity, snizeni koncentrace v misté ucinku
snizeni rozpustnosti v tucich, zvyseni rozpustnosti ve vode a
miry vyluCovani

X Bioaktivace — u nékterych karcinogenu - organofosfaty, PCB, PAH

zvySeni toxicity i objeveni toxicity (genotoxicity) puvodné
(6) Centrum pro vyzkum net0X|Cké Iétky

toxickych latek
v prostredi




Obecné schéma metabolismu xenobiotik

o] Metabolites Phase Il Metabolites
(oxidative) (synthetic)
Bioac?i\_/atic_)n
Detoxification

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi



Biotransformace

 Hlavnim mistem biotransformace jsou jatra

» Biotransformacni procesy probihaji také v plicich, ledvinach, kuzi,
sliznicich i gastrointestinalnim traktu (tj. v mistech jejich vstupu a
exkrece)

 \/ malé mire také mozek, nos, srdce, krevy,....

Vysledek biotransformace:
1) PolocCas latky v organismu se snizuje
2) Doba expozice latce se snizuje
3) Snizuje se moznost akumulace latky
4) Vétsinou se méni biologicka aktivita latky
5) Méni se doba biologicke aktivity latky

» Metabolismus je hlavnim faktorem urcujicim toxicitu latky

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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METABOLISMUS JE ZPROSTREDKOVAN ENZYMY

» Biotransformacéni reakce — zpravidla katalyzovany enzymy
« ENZYMY — proteiny vazici substraty

maji/nemaji koenzymy — napf. hem nebo nukleotidy
» katalyticka funkce - zvySuji rychlosti reakci snizovanim jejich aktiva€ni energie
> specifické, vétSinou preménuji jeden nebo nékolik malo substrati - jednim
definovanym zplisobem

> aktivita enzymu zavisla na: koncentraci substratu, teploté, pH a pritomnosti
aktivatorud a inhibitoru

Subcelularni lokalizace — cytosol, endoplasmaticke
retikulum (ER), méné mitochondrie

Subsirat
pritomny i mimo bunku — napf. krevni plasma
aktives

(esterasy) zentrun

b=stra

[
. . = 0 ez
» ZvySena koncentrace xenobiotika Casto indukuje 'l 'E || Komplex

syntéezu enzymu
'|'Enur~g1a (aTP)
* Enzymy ucCastnici se biotransformace xenobiotik jsou

pouzivany i pfi metabolismu endogennich sloucenin % ,.»-“'__"’
‘ Q Frodukte

ik

Centrum pro vyzkum T
toxickych latek
v prostredi




Enzymatickou reakci se muze sloucenina:

- zabudovat do chemickych procesu v téle (chemicka slozka) nebo
se stat zdrojem energie

- premenit v neSkodnou latku (detoxifikovat) a vyloucCit z organizmu
- preménit (aktivovat) ve vysoce toxicky metabolit

» metabolicka aktivace — reaktivni meziprodukty metabolismu
casto zodpovedné za toxicky ucCinek latky, ktera by bez aktivace
byla méné toxicka

»napf. v dusledku vysokeé reaktivity s DNA,
RNA a jinymi makromolekulami v organizmu

Metabolizace latek - individualni variabilita,
ovliviuji ji genetické faktory, faktory zevniho
prostredi, vék a pohlavi.

©)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi




Faze biotransformace

faze 1 faze 2
XH X — OH -~ X — O — Konjugat

toxicka latka je pfeménéna ve fazi 1 na polarnéjSi metabolit X — OH, ktery muze byt
vice nebo méneé toxicky, a tento je pak substratem pro konjugacni reakce, kdy
vznika jiz neaktivni derivat

v 4

I. Faze: Funkcionalizaéni = uvolnéni nebo vneseni funkéni
skupiny -OH, -NH,, -COOH, -SH,......

cytochrom P450 (CYP) a jeho izomery

IT. faze: Konjugacni = spojeni s dalsi Cdstici (zbytkem
molekuly) - glukuronidace, glutathionovd konjugace,
sulfatace, acetylace, aminokyselinova konjugace...

Vzniklé konjugdty jsou poldrnéjsi nez vlastni latky a
|épe se vylucuji moci.

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Priklady reakci |. faze biotransformace

Reakce Priklad xenobiotika
Hydroxylace aromatické uhlovodiky
Sulfooxidace disulfidy (R-S-R)
Dehydrogenace alkoholy, aldehydy
Redukce nitroslouceniny (R-NO,)
Hydrolyza estery

Enzymy |. faze

 Pomérné nespecifické = zasadni vyhoda!

e Monooxygenasy (systém cytochromu P-450)
* Flavinové monooxygenazy, Peroxidazy

» Hydrolazy — napf. esterazy — karboxyesterazy

* Reduktazy — napf. azoreduktazy

 Oxidazy — napf. alkoholdehydrogenaza a dalsi ...

Centrum pro vyzkum

toxickich létek Reakce probihaji hlavné v ER, n€které v cytosolu

v prostredi

©)




skupina enzymu obsahujicich jako koenzym hem
(cca 150 izoforem)

obsazeny ve vSech tkanich (kromé svalu a erytrocytu)

enzymovy systém - vazan na fosfolipidovou ¢ast membrany
endoplazmatického retikula (ER), i v jadre

nejvetsi koncentrace v jatrech — tam nejvice biotransformacénich pochodu
obsahuje Fe3* a vaze na sebe xenobiotikum a kyslik

dalSi slozka NADPH-cytochrom reduktasa — redukuje Fe3* cytochromu P450 na
Fe?*. Ten je v ER zapojen do systému transportu elektronu.

o -

RH
AT paasoFe’)
ROH
NADPH—> RH-P-450{Fe’")
H O,

P-450(Fe?")



1. FAZE BIOTRANSFORMACE: monooxygenazové reakce

Nejvice oxidace, meéne Casté redukce a hydrolyza xenobiotik
NejCastéjSi oxidace = hydroxylace v postrannim retézci nebo na aromatickem
jadre - vznik hydroxylové skupiny
Monooxygenézy (oxidazy se smiSenou funkci) — z molekuly O, se inkorporuje
jeden atom O do substratu - nutna pritomnost NADPH a O,

RH + 0O, +

(substrat)

CYP enzymy

\4

NADPH =—— R-OH

(produkt)

Aktivace molekuly kysliku, ,roztrzeni* vazby
Prenos elektront z NADPH na CYP enzym
Oxidace substratu (xenobiotika) R-H a NADPH (hydroxylace, N-demethylace,

©)

R-H — R-OH
X \
N-CH; = N-H +HCHO

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi

+

NADP* + H,O

epoxidace....)




polymorphisms mutagen activation

drug design "
g g therapy design | promoters chemotherapeutics

antibiotics / /

drug interactions \ CAHGINDGENESIS REACTIVE OXYGEN
PHARMACOLOGY

endocring dlsruptars / growth factors
susceptibility -...______ juvenile hormaone
ENVIRONMENTAL GENE

. TOXICOLOGY ~_  p450 _— HEGULATMN T retincids

pesticides
polltarts ~ / SR ey BIOTECHNOLOGY = e
sl ek / \ Qselective biocides
o \ flower color
s novel catalysts
andregens \ blle acids
/ ecdysones wt.armn D fatty amds C
. att
estrogens phytosteroids progesterones  ketones
adrenal steroids Elcmsannlds

) Zkratka: P = pigment, 450 = vinova délka (nm), pfi které enzym vyrazné absorbuje
() ‘ po navazani oxidu uhelnatého CO




VYBRANE JATERNI
MIKROSOMALNI CYTOCHROMY P450

Enzym Substraty Existence polymorfismu
CYP1A/1A2 Kkarcinogeny 16 alel
CYP1B1 dtto, estrogeny 23 alel
CYP2A6 nikotin, IéCiva 22 alel
CYP2B6 antivirotika 16 alel

CYP2C9 warfarin, fenytoin 12 alel
CYP2C19 omeprazol,diazep. 19 alel
CYP2D6 antidepresiva atd. >60 alel
CYP2E1l paracetamol, nitros. 13 alel
CYP3A4 mnoho 25 alel
CYP3A5 mnoho zatim 23 alel

- ZAKLADNI VLASTNOST STEJNA, SUBSTRATY A FUNKCE JINE

- OD SYNTEZY STEROIDNICH HORMONU A OXIDU DUSNATEHO PRES AKTIVACI
POLYCYKLICKYCH AROMATICKYCH UHLOVODIKU A KARCINOGENU K
METABOLISMU LECIV



Indukce a inhibice CYP 450

* Neéktera xenobiotika vyvolavaji indukci syntézy CYP nebo snizi rychlost
rozkladu, metabolicka kapacita CYP se tim zvysSi

* Indukce - fada (lipofilnich/toxickych) latek - organochlorove latky, polyaromatické
uhlovodiky (PAH), polychlorované bifenyly (PCB) ...

o Je-li souCasné s induktorem expozice latkami metabolizovanymi stejnymi CYP
= latky odbourany rychleji = méné uc¢inné
- Dlouhodobé expozice subletalnim davkam
---> indukce detoxikacnich enzymu
=> vzrust tolerance organismu k toxikantu (adaptace)
=> pfili§ dlouhé pusobeni: energetické vycCerpani

: : S
» Nektera xenobiotika pUsobi jako @gp ‘;’
inhibitory CYP PCDDs Hoprs e

e Soucasna expozice inhibitoru s toxikanty g | o o
= zvySena koncentrace toxikantu c%—d C@cn %
Cl Cl

= nezadouci ucinky cl cl

y-HCH a-HCH B-HCH ©
nékteré latky — stabilni, jen pomaléa nebo gt )
zadna biotransformace (organochlorové OO C,C, Sl
latky ...) DDT HCB

benzo[a]pyrene and metabolites




Nektere typy reakci, ktere jsou katalyzovany mikrosomalnimi

monooxygenasami zavislymi na cytochromu P-450

a) alifaticka a alicyklicka hydroxylace -
R-CHyCHy —> R-CH,CH,OH

R-CHyCH3 —» R-C HOMC H3

b) aromaticka hydroxylace

c) O- nebo N- dealkylace

-

(@) ‘ OCHj




d) oxidacs isolovang dvojné vazby

“C=Cl —» ";(1 - E:i A hydrolysa

O S
_kcnjugace

e) N-oxidace

R—NH; = R— NHOH

R Ry
- NH———> /\,NwOH
Rg Rz )
R1\ R‘[
R27N““m* Ro—N»0O
Ry R;

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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f) sulfoxidace

R

S

Ve

R
™ S—»=0 —>

S
R>

g) deaminace

R“‘\

Ra

R

/s—»d

CH""‘"‘ NH2 N

h) desuifurace

R\

C=S

Rz/

——

=0



DzllST razilkes | fZZs

Redukcéni reakce probihaji na endoplazmatickem retikulu i
v cytoplasme

Napr. redukce karbonylu :
R-CO-R;+ NADPH+H* —» R-CHOH-R;+ NADP*

Hydrolytické reakce: stépeni esterovych, amidovych,
etherovych vazeb, ale také C-N vazby v karbamatech,
nitrilech atd.

Jiné transformace zahrnuji napr. cyklizaci (ktera je
spontanni a neenzymova) nebo naopak otevreni
heterocyklického nebo aromatickeho kruhu

Hydratace, dehalogenace

©)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi




RediRcerniroska pin Parent compound Metabolites
MO, MH,
nitrobenzene aniline
H
i i
) N —
oM = HH =
nitrazepam T-aminonitrazepam
Redukee FParent compound Metabolites
) = CH 0
gidenyaduy CL,C—CHY cc-c? — = CLC-CHROH —

byl ioH OH

NEAIOIIW . :

chloralhydrate trichloroethanol
HLC
Bl > ™CH-OH
H” HL
] Centrum pro vyzku ®
() coxickych titek acetone isopropanol
v prostredi




metabolity

Pfiklad — POLYCYKLICKE AROMATICKE UHLOVODIKY

- epoxidace benzo[a]pyrenu (BaP) - Cyp1 prida epoxid, hydroxylaza prida
trans hydroxylové skupiny k BaP

-> oxidovany BaP se vaze na guanosinové zbytky v DNA, inhibuje
normalni vazbu DNA topoisomerazy 1, narusuje replikaci DNA

- genotoxické pusobeni

B%!

10
]
1 6 ]
—_—
P450 l |
HO
OH [+)- B(alP-1,8-diel
(+]- and [-}- B(alP-],8-dlo}-
lase

_ \m\ 9.10-spoxide /’




Lanjuceica — ||, Faize orameny cizoroadyern el

« Konjugace - pfidani polarni skupiny do cizi molekuly (do puvodni nebo z 1.
faze) - vice rozpustné, méné toxické
« Konjugat vznika reakci aktivované endogenni slozky s xenobiotikem

* Potfeba endogenni slozky - tim xenobiotika zasahuji do intermediarniho
metabolismu

« ZvySeni polarniho charakteru, konjugat jiz nemuze pronikat do bunék a je
vyluCovan nejcastéji ledvinami
« Konjugace probiha v jatrech (v malém rovnéz kuze a stfevo)

Typ konjugace Konjugacni ¢inidlo Skupina v xenobiotiku
Glukuronidace UDP-glukuronat -OH, -COOH, -NH,
Sulfatace PAPS (3‘-fosfoadenosine-5*-fosfosulfat) -OH, -NH,, -SH

Methylace SAM (S-adenosylmethionin) -OH, -NH,

Acetylace Acetyl-CoA -OH, -NH,

Glutathionem Glutathion Ar-Hal, Ar-epoxidy

Aminokyselinou Glycin, taurin -COOH




Konjugachni reakce Il. faze (1.)

1. Konjugace s kyselinou glukuronovou

» kyselina glukuronova, aktivovana forma UDP-glukuronat — vytvafi O- nebo
N- glukuronidy (UDP glukuronosyltransferasy — nejbéznéjSi cesta
detoxikace, ale muze se ucastnit na aktivaci)

e adice na OH, COOH, amino, thio skupiny i
« Steroidy, arom. aminy, amfetaminy, flavonoidy, |&8iva M‘JH

2. Sulfatace
* adice sulfatu na hydroxylovou skupinu

« H,S0,, aktivovana forma: aktivni sulfat PAPS, reaguje s xenobiotiky
aromaticke -OH a —NH,; produkt: aryl-alkylsulfaty (Sulfotransferasy)

R - OH, Ar-OH, Ar-N - OH,

+*
H,
E%N-) H-Q-g-OH OH SOzH
N
H (8]

OH o] 0

(0] -'I:'- 0—=58—0H sulfotransferase Q Faze 2
] i
0 0 - Ar=0=$-0H

H H

HO OH Fenol Fenylsulfat

0
) i . Ar-NH*
3'-phosphoadenosine-5-phosphosulfate I: :I



o v
r/ Gilycine Cysteine { CGilutamic acid

o0 4] 0

Konjugacni reakce ll. faze (2.)

P
M.
3. Konjugace s glutathionem "

N 0 j&\_ NH,

o Glutathion (y-glutamylcysteinyl-glycin, GSH)

» tripeptid s nukleofilnim S atomem, elektrofilni latky (s nedostatkem elektront) se vazou
na nukleofilni skupinu —SH glutathionu (glutathion-S-transferasa). Konjugaty dale
metabolizuji na merkapturové kyseliny.

* konjuguje polycyklické aromatickeé slou€eniny, halogenované alkylslouceniny epoxidy,
aromatické nitro slouceniny, nenasycené alifatické slouceniny

4. Acetylace

» Acetét, aktivovaneé Cinidlo: Acetyl-CoA, konjuguje slouceniny s —NH,; produkt N-
acetylderivaty (N-acetyltransferasy)

» aromatické amino slouceniny, sulfonamidy, hydraziny, hydrazidy

5. Konjugace s aminokyselinami

* Glycin, konjuguje aromatické a heterocyklické kyseliny; produktem je kyselina
hippurova a podobné latky

» cizi organické kyseliny reaguji s koenzymem A a nasledné s aminokyselinou

Enzymy Faze Il [sou indukovatelné
- zvySenym vyskytem substratld (z |. faze detoxifikace)
- reaktivnich toxikantd v burikach




Ledviny - moc

Jatra - zluéova exkrece

©)

glomerularni filtrace, tubularni absorpce nebo sekrece
limitovany velikosti molekul

rozhoduje funkce ledvin i krevniho obé&hu
polarni hydrofilni latky
malé ve vodé rozpustné molekuly

zejména lipofilni latky
dulezita cesta exkrece velkych polarnich latek

Zlu€ je sekretovana v jatrech (hepatocyty), a zluCovodem do dvanactniku, a
nasledné stolici ven z téla

dulezita je molekulova hmotnost vylu¢ované latky (300 a vice)

exkrece do zlu€i - aktivni proces - tfi specifické transportni systémy ( pro
neutralni latky, kationty a anionty)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi




Vylucovani

Plice
- vydechovdnim: tékavé latky, plyny, tékava organicka rozpoustédia.

- exkrece pasivni diflizi z krve do plicnich sklipki (alveold) dle
koncentracniho gradientu

- diky rychlé vyméné plynt - stdlé zachovani koncentraéniho gradientu

VyluCovani zlaézami
- slinné, potni, mazové, slzné
- sliny, pot, slzy - latky hydrofilni/lipofilni

VyluCovani materskym mlékem
- lipofilni latky s dlouhym biologickym polocasem
- pFimd expozice kojenci

©)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi




Setrvani latky v organismu

Polocas latky v organismu T,,,
Vypocitan ze zavislosti plazmatické koncentrace na Case.

= Cas, za ktery se koncentrace

latky snizi o polovinu
&
. B : . : ©
= Cas potrebny k eliminaci =
poloviny latky z organismu S
@)
= H
» Je uréen metabolismem, distribuci
a exkreci dané latky. t. -

Cim je vy3si, tim je latka del$i dobu v organismu.
Rychla eliminace snizuje pravdépodobnost vyskytu toxicity latky a snizuje
trvani jejiho biologického ucinku.

©)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi




Vylucovani / Exkrece

Rychlost vyluCovani (ti. - biologicky polocCas) z
telnich tekutin nebo z tela podminuje
stupen a trvani (vratného) ucinku

Zpusob vyluCovani dulezity pro:

stanoveni zatéze organizmu toxikantem
(napr. Hg ve viasech, Cd v moci/krvi)
rezidua vet. IéCiv v potravinach (mleko)

Centrum pro
to ky h lat
v prostredi

vyzk
ek
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Oralné

Travici trakt

Inhalacné

Intravenozné
(do zily)

f#

Intraperitonealné
(do bficha)

Y

Stolice

Subkutanné
(pod kuazi)

Intramuskularné
(do svalu)

Dermalné

Portalni
Jatra [ | krev % pp—
1 e _1\ rev a lymfa
* ! p—— Extracel_ulérnl' ] TUK
el l'_ tekutina
y itFni Organ
Ledviny Plice Vnitrni gany
sekrece l 1
vl 1 Mékke Kosti
tkané
MocCovy Alveoly
méchyf¥ I
l’ Vydechovany Y
Mo¢ vzduch Sekrety




1.2

0.8

Mozné nespecifické spolupusobenti: oe
- Indukce/inhibice enzymu ovliviujicich '

osud a biotransformaci dal$ich latek o4

0.2

Vysledky interakce v pusobeni: o

itivsi 1TUA i1TuB 0.5TU A+ 0O0.5TU A+ O0.5TU A+
AdItIVIta 0O5TUB O5TuB 05TUB

= ChemiCké |étky plOJSObII, aniz by naVZéjem meZi OUNVVUU |||LU|U3UVU|_y a IIUVLUJ\JIII UVIIVIIUVUI] VU

toxicitu. Vysledny toxicky uc€inek je sou¢tem toxickych uc€inkl obou latek. Toxicita smési
toxikantl A a B je stejna jako suma toxicit toxikantll A a B pUsobicich samostatné (2 + 3 = 5)

Antagonismus

- pusobeni jedné latky vyvola sniZeni citlivosti biologického objektu k druhé latce. Vysledny toxicky
ucinek je mensi, nez by odpovidalo souctu toxickych ucinkl jednotlivych latek. Toxicita smési
toxikantl A a B je nizSi nez suma toxicit toxikantd A a B pusobicich samostatné (6 + 4 = 8)

Synergismus

- jedna latka zvySuje pUsobeni latky druhé €i citlivost biologického objektu k druhé latce (nebo obé
latky navzajem). Vysledny toxicky ucinek je vétsi nez soucet uc€inku jednotlivych latek. Toxicita
smési toxikantl A a B je vySSi nez suma toxicit toxikantd A a B pusobicich samostatné (2 + 2 =
20)

Potenciace

- toxicky uCinek latek se potencuje, tzn. Ze jedna samostatné netoxicka latka zvySuje citlivost
biologického objektu k druhé latce a toxicitu dalSi chemikalie ve smési. Vysledny toxicky
ucinek je vétsi nez soucet toxickych ucinku jednotlivych chemickych latek (0 + 4 = 15)
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Typy antagonismu

— Funkéni

e opacny vliv na tu samou fyziologickou funkci, na stejné
struktury, ovlivneni stejného pochodu, receptoru atd. —
vyuziva se pri symptomaticke Iécbe otrav

— Chemicky

 jedna latka chemicky interaguje s druhou a inaktivuje ji

» chelatace kovu, neutralizaéni reakce, interakce kation +
anion

— DispozicCni
e zmeny v pfijmu, distribuci nebo vyluCovani
— Receptorovy

» Zablokovani receptoru - kompetitivni a ireverzibilni
(nekompetitivni) antagonismus - antagonisté se vazi na
receptory, ale neaktivuji je, brani agonistum ve vazbé na né a
jejich aktivaci

Centrum pro vyzkum

toxickych latek
v prostredi

©)




VAZBA x INTERAKCE x VYVOLANI TOXICKEHO UCINKU

- uCinky toxickych latek na organismus, interakce latky s organismem, ktera je
zodpovedna za sledovany efekt

- studuje mechanismy ucinku - inhibice €i indukce enzymu, interference s funkcemi
bunék, aktivace a deaktivace latek metabolickou cestou, biochemické a biofyzikalni
pochody, které probihaji pfes receptory nebo nereceptorovym mechanismem.

Poskozenim normalnich bunécnych funkci
— Vazba a poskozeni proteinu (strukturni, enzymy)
— Vazba a poskozeni DNA (mutace)
— Vazba a poskozeni lipidu

— Reaguji v buice za vzniku “volnych radikald”, ktere
poskozuiji lipidy, proteiny a DNA

— Poskozeni homeostazy vapniku

— Zasah do bunécného cyklu
— NaruSeni interakci receptor-ligand

— Naruseni funkce membran

Centrum pro vyzkum
toxickych latek

v prostredi — Naruseni produkce energie v bunce....
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