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Bé&hem evoluce se Zivé organismy neustdle dostdvaly do styku s fadou ldtek, které jsou pro organismy
cizi, neslouZi jako zdroje energie ani nejsou prekursory pro syntézu uZitecnych biomolekul. Aby tyto
ciz{ ldtky — xenobiotika neznamenaly pro buiiku ohroZenf jejiho vnitiniho prostfedi, vybudovaly orga-
nismy ¥adu mechanismi, kterymi se xenobiotikiim brdnf, pfevdZng tim, Ze strukturu xenobiotika che-
micky zméni a vznikne produkt, ktery se snadno z organismu vylougf.

Xenobiotika jsou ldtky rlznych chemickych struktur, zpravidla lipofilniho charakteru, takZe snadno
pronikaji membrdnami. Jsou to Iéky, souédsti potravin (konserva&nf ldtky, potravindiskd barviva, uméld
sladidla, kontaminanty pidy a vody), znetiSténiny vzduchu jako vyfukové plyny, kouf z cigaret a nej-

riizn&j§i druhy sloucenin z chemického i farmaceutického primyslu, které vznikaji i jako vedlejsi pro-
dukty a objevuji se v zevnim prostfedi. Organisace pro ekonomickou spoluprici a rozvoj eviduje roéné
1.500 novych chemickych slougenin, z nichZ mnohé se dostdvajf do Zivotniho prostiedi jako zne&iSténi-
ny. Na§tésti v&tSina z nich je pomoc{ obrannych mechanismi buiiky zneSkodnéna, nékteré viak mohou
znamenat nebezpedi pro zdravi lidi i Zivodichi, K nejzndméj§im patif polyha]ﬂ;enované bifenyly (PCB),

polycyklické aromatické uhlovodiky (PAH) a dioxiny (obr.1), které jsou v organismu aktivovdny na
kancerogennf, mutagennf a toxické produkty. Piiklady nékterych:
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Obr. 1. Pifklady nékterych xenobiotik z prostiedi







polyaromatické a heterocyklické uhlovodiky
(benzpyren, benzantracen, dimethylbenzantracen)

aromatické a heterocyklické primarni, sekundarni a
tercialni aminy a azobarviva (2-acetylaminofluoren, 2-
aminofluoren, benzidin)

nitroarylové a nitrofuranové slouceniny (furylfuramin,
AF-2)

nitrosaminy a nitrokarbamaty (N-nitrosodomethylamin)
allytriaziny a dialkylhydraziny

acetamidy, thioamidy a karbamaty

nékteré chlorované uhlovodiky

prirodni produkty jako cykasin, safrol, mykotoxiny,
pyrrolizidinové alkaloidy)




Priklady promutagent v zivotnim prostredi

table 11.4

Commonly Encountered Mutagens

Mutagen

Source

Aflatoxin B

2-amino 5-nitrophenol
2,4-diaminoanisole
2,5-diaminoanisole
2,4-diaminotoluene
p-phenylenediamine
Furylfuramide
Nitrosamines
Proflavine

Sodium nitrite

Tris (2,3-dibromopropyl phosphate)

Fungi growing on peanuts and other
foods

Hair dye components

L]
L1}
"

Food additive

Pesticides, herbicides, cigarette smoke
Antiseptic in veterinary medicine
Smoked meats

Flame retardant in children’s sleepwear




1. In vitro homogenat z jater + detekcni systém
(napf. Amesuv test + S9 frakce)

2. Hostitelem zprostredkovana aktivace (tzv.
host mediated assay)

3. Testovani mutagenity télnich tekutin (mog,
Krev)

4. Transgenni organismy (napr. Drosophila
melanogaster nesouci geny pro glutathion-S-
transferazu)




Ameslv test s metabolickou aktivaci

(Salmonella typhimurium)

Ames Test
for mutagenicity
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(after Griffths et al. THEE)




Plotnovy test mutagenity podle Amese

Nejpouzivanéjsi kmeny:
e TA 98 - posunové mutace
e TA100 - substituce

Provedeni:
a) bez metabolické aktivace -S9
b) s metabolickou aktivaci +S9 (homogenat z jater)

Nutno provést vzdy i negativni kontrolu (kontrolni
rozmezi spontannich revertant) a pozitivni kontrolu
(pouziti znamych mutagenti)




Jednotlivé etapy metabolické aktivace

promutagent

1. Tranformac€ni reakce
2. Konjugacni reakce
3. Procesy ukladani (jen u rostlin)

@LX—OH%X—O—konjugét

Obr. 3. Xenobiotikum X je pfeménéno enzymy hydrolytickymi, redukénimi nebo oxidaénfmi na
polarnéjsi metabolit X-OH, ktery se stdv4 substrdtem pro enzymy konjuga&nf.

N

Je zvykem fadit enzymy hydrolytické, reduk&n{ a oxidaénf do tzv. 1. fize metabolismu, k¢ vzniké po-
14rnéjs{ produkt zavedenim nebo odkrytim substituenti, které jsou schopny reagdvat s konjuga&n{mi
enzymy, které tvoi{ 2. f4zi metabolismu. Vznikly konjugét je zoravidla 14tka velmi poldrnf, disociovan4
v pH prostfedf, neni schopna se resorbovat a je proto vylu€ovdna z organismu. Je samozfejmé, %e kaZzdé
xenobiotikum nemusi proch4zet ob&ma fdzemi. N&kterd majf ve své molekule skupiny schopné kon-
jugace, nepotiebuji proto 1. fdzf enzymovych pfemén, nebo produkty 1. fdze jsou natolik poldrnf, Ze
mohou byt vylufovédny bez konjugace.




Vznik aktivhich mutagenii/karcinogenti

v prubéhu metabolické aktivace

1. fize biotransformace
(oxidace, redukce, hydrolyza)

aktivovany
karcinogen

detoxikovany
karcinogen

2. faze biotransformace
(konjugace s kyselinou
glukuronovou, glutathionem,
aktivnim sulfatem, acetatem)

pretrvavajici adukty
v onkogenech

a tumorovych b
supresorovych konjugat
genech l
mutace eliminace z bunék

ARA Yy

nadorovy proces vylouéeni z organizmu




e vétdina enzymu je uloZena v endoplazmatickém

retikulu bunéek
e katalyzuji vlozeni —OH, -O skupiny do lipofilni
molekuly prostrednictvim hydrolytickeé

(arylesterazy, karboxyesterazy, acetylesterazy)
redukcni, oxidativni reakce

e Pr. mikrozomalni epoxydhydrolaza katalyzuje
pfeménu epoxidu na dihydrodioly !!!




Metabolicka aktivace benzpyrenu
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Transformachni reakce - oxidacni

1 VA 11}

2.1.3. Oxidacni enzymy

Enzymy oxidujic{ xenobiotika tvofi po&etnou skupinu enzymd, z nichZ nejvéts{ roli hraji mikroso-
mdln{ onooxyeenasy a proto je probereme jako prvnf. Jsou to membrdnové enzymy, které jsou loka-
lizovédny na hladkém endoplasmatickém retikulu bunék riznych tkdnf, zvl43t& jater, plic, ledvin, kiZe,
mozku, placenty a j., kde se projevuji v&tSi ¢i men3f aktivitou. Je moZné fici, Ze vétSina xenobiotik je
mikrosomdlnimi monooxygenasami metabolizovédna a Ze produkty biotransformaénich zmén nejsou
vZdy létky inaktivni, jak jiZ bylo upozornéno. Délfime je na monooxygenasy, které jsou zavislé na
cytochromu P-450 a flavinové monooxygenasy. Pro svoji ﬂm
mmmt (NADPH) & molskulirnt kst oo tho: kysliku

inkorporuji do molekuly substrdtu (odtud ndzev monooxygenasy; a aruh)? redukuji na vodu, jak je znd-
zornéno na ndsledujicim schematu,

XH+NADPH+H"+0, —> XOH +NADP *+H,0

Obr 7. Schema aktivity monooxygenas




2.1.3.1. Mikrosomdlni monooxygenasy zdvislé na cytochromu (cytochromech) P-@

Patfik nejvice probddanym biotransformaénim enzymim. Cytochrom P-450 byl poprvé popsdn Klin-
genbergem v roce 1948 a studovén intensivné velkym poétem pracovniki v laboratofich na celém svete.
Jeho vyznam vzrostl pozndnim, Ze md monooxygenasovou aktivitu a je schopen metabolisovat lipofiln{
xenobiotika. Je to hemoprotein typu b, ktery je pevné vdzdn na membrény endoplasmatického retikula
zivoCiSnych bun€k, u bakterif je v rozpustné formé v cytosolu. P v jeho ndzvu znamena pigment a 450 je
oznacenf spektrdlnfho maxima, které vykazuje cytochrom po redukci a vazb& s CO. Tato vlastnost byla
vyuZita pro stanoven{ jeho obsahu diferenénf{ spektrofotometrii. Cytochrom P-450 je velmi labiln{, snad-
no se preméiiuje v inaktivni formu, kterd se projevi posunem absorpéniho maxima komplexu redukova-
né formy s CO ze 450 nm na 420 nm. Z tohoto diivodu byla isolace cytochromu P-450 velmi obtfZn4, ale
nezbytnd pro pochopeni mechanismu d¢inku. V roce 1968 bylo zjisténo, Ze pro enzymovou aktivitu je
nutny nejen cytochrom P-450, ale i dal3{ enzym NADPH-cytochrom P-450 reduktasa a fosfolipidovd
frakce membrdn, zvI4§t€ fosfatidylcholin. Uvedené tfi souddsti tvoi{ mikrosomdln{ cytochromovy
monooxygenasovy systém a zatimco prvnf dvé majf enzymovou aktivitu, fosfatidylcholin slouZ{ k udr-
Zeni jejich nativni konformace a usnadiiuje jejich vzdjemné interakce.




Priklady aktivace riznych trid chemickych

sloucenin mikrozomalnimi monooxygenazami

Nekter€ typy reakcf, které jsou katalysovédny mikrosomdlnimi monooxygenasami z4vislymi na cyto-
chromu P-450:

a) alifaticka a alicyklické hydroxylace
R-CH2CH; —> R-CH;CH;OH

R-CH2CHz — R-CHOHCH3

b) aromaticka hydroxylace

O -

c) O- nebo N- dealkylace

@4 = . oo

OCH3 OCH,0OH OH

d) oxidace isolované dvojné vazby

>c=cl —=c-Cl{ 7 hydrolysa
~
o) N

konjugace
e) N-oxidace

R—NH; —> R— NHOH

R R

N
NH— N—OH
Rz/ RZ/
o R

Ra—N—> R3;—N=>O0O
e e




Priklady nékterych chemickych sloucenin aktivovanych

mikrozomalnimi monooxygenazami

TABLE 1. Human P-450s Involved in the Activation of Some Potential Carcinogens and Toxicants

P-450 141 P-450 142 P-450 2E1 P-450 344
Benzo(a)pyrene and 2-Amino-1-methyl-6- Benzene Aflatoxin B,
some other polycyclic phenylimidazo[4,5-6]- Styrene Aflatoxin G,
hydrocarbons pyridine (PhIP) Acrylonitrile Sterigmatocystin

2-Amino-6-methyl-
dipyrido-[1,2-a:3,2'-
dlimidazole (Glu P-1)
2-Aminodipyrido-
[1,2-a:3,2’-d]imida-
zole (Glu P-2)
2-Amino-3-methyl-
imidazo-[4,5-f ]quino-
line (IQ)
2-Amino-3,5-dimethyl-
imidazo-[4,5-f ]quino-
line (MelQ)
2-Amino-3,8-dimethyl-
imidazo-[4,5-f ]quino-
line (MelQx)
3-Amino-1-methyl-5H-
pyrido[4,3-bJindole
(Trp P-2)
4-Aminobiphenyl
2-Naphthylamine
2-Aminofluorene
2-Acetylaminofluorene
2-Aminoanthracene
4-(Methylnitrosamino)-
1-(3-pyridyl)-1-
butanone (NNK)

Vinyl carbamate
Vinyl chloride
Vinyl bromide
Ethyl carbamate
Trichloroethylene
Carbon tetrachloride
Chloroform
Methylene chloride
N-Nitrosodimethyl-
amine
N-Nitrosodiethylamine
1,2-Dichloropropane

7,8-Dihydroxy-7,8-di-
hydrobenzo(a)pyrene
and some other poly-
cyclic hydrocarbon
dihydrodiols

178 -Estradiol

6-Aminochrysene

tris(2,3-Dibromo-
propyl)phosphate

Senecionine and possibly
other pyrrolizidine
alkaloids

1-Nitropyrene

Data from Shimada er al. (1989a) and Guengerich and Shimada (1991).




Table 5.3. Nomenclature and chromosomal localization of human P450 genes
involved in xenobiotic metabolism

Gene family No. of genes Chromosomal Regulated by

ation
o~ locatio

15g22-qter Polycyclic aromatic

hydrocarbons, dioxins
CYP1B >1 - Steroid hormones (?)
CYP2A Zor3 19913.1-13.3 Pyrazole, ethanol, hormones
CYP2B 2o0r3 19g13.1-13.3 Phenobarbital, PCBs,
dexamethasone
CYP2C 5-10 10g24.1-24.3 Hormones, phenobarbital
CYP2D 3oréd 22g11.2-qter Unknown
CYP2E 1 10 Ethanol, diabetes, starvation,
solvents
EYP2F 1or2 19 Unknown
3-5 7921.3-q22 Hormones . oy
2-4 1 Phenobarbital, clofibrate,
fatty acids
1 1p12-q34 Phenobarbital
|
1
|':.
y
&




Priklady dalsich oxidoredukcnich

enzymil

e Alkoholy - alkoholdehydrogenazy (jatra,
ledviny, strevo, plice)

e Aldehydy- aldehydehydrogenazy
e Biogenni aminy - monoaminooxigenazy

e Rostliny - peroxydazy a peroxygenazy




37 Etanol

Etanol, etylalkohol, C,H OH, je bezbarv4 kapalina s charakteristickou viini. Pfi
poZiti ve vyS5f koncentraci zplisobuje péleni v tistech a jicnu. Obsah etanolu v alko-
holickych ndpojich™ je v riizné vysi, u 12% piva® &inf nejméné 15,4 g absolutniho
etanolu na 1/2 litru, u vina 15,8 g/200 ml, u koncentrétd o obsahu etanolu 40 % je
15,8 g/50 ml (jde o objemova procenta, proto pi pfepoétu je nutno vychazet z hus-
toty etanolu) a vyjimecné i vice (napf. 80% rum).

37.1 Vstiebdvani etanolu

Etanol se miZe do krevniho ob&hu dostat prakticky viemi cestami, tedy nejenom
gastrointestindlnim traktem (GIT), ale také inhalaci, sliznici mo¢ového méchyfe,
spojivkou Ci perkutanné. Cesta inhalaéni, tedy vdechovini etanolovych par, se
dtive pouZivala pfi alkoholizovéni experimentilnich zvitat. Pro forenzni praxi nemd
prakticky Zddny vyznam. Cesta perkutsnni, tedy neporusenou pokozkou, existuje,
ale mnoZstvi vstfebaného etanolu touto cestou je natolik zanedbatelné, Ze se v praxi
také neuplatiinje.

V disledku toho, Ze etylalkohol md malou molekulu a dobfe se rozpousti ve
vod€, velmi snadno prochdzi pfes biologické membrany. Pfi piti se etanol za&ina
vstfebdvat jiZ sliznici dutiny stni. V Zaludku je situace sloZit&jif a zdleZ{ na tom,
zda je Zaludek naplnény &i prizdny. V prézdném Zaludku nedochdzi k promiseni
s potravou a etanol pfichdzi pfimo do styku s Zaludeéni sliznici, Vzhledem k velké
ploSe a dobré vstiebdvaci schopnosti této sliznice prochdzi etanol celkem rychle
cestou gastrickych vén a dolni duté Zily do krevniho ob&hu. C4st etanolu, kters se
vstfebala jiZ v Zaludku, se tedy v prvni fazi vyhne ob&hu portdlnimu, a tim i prii-
chodu jétry. MiiZe tedy velmi rychle ovliviiovat CNS. Pfi naplnéném Zaludku se
alkoholicky ndpoj ¢astecné promisi s Zaludeénim obsahem a &dst prochdzi, stejn&
jako kazdd jind tekutina, podél malého zakfiveni do stfeva. Promisenim s potravou
nedochdzi k okamZitému a bezprostfednimu styku celého mnoZstvi pozitého eta-
nolu s Zalude¢nf sliznici a jeho vstiebdvéni je tedy zna&n& zpomaleno. PfevdZni
Cast poZitho etanolu (aZ 80 %) prochdzi do stieva, je vstfebdna do portlniho
ob&hu a dostévé se piimo do jater. Casové rozdily v rychlosti pronikan{ etanolu do
kive z riiznych druhd alkoholickych ndpojt pfi rfizné ndplni Zaludku jsou uvedeny

*§ 1 odst. 2 Zdkona €. 37/89 Sb., o ochrang pied alkoholismem a jinymi toxikomaniemi:
Alkoholickymi ndpoji podle tohoto zdkona jsou lihoviny, destildty, vino, pivo a jiné ndpoje,
které obsahuji vice nez 0,75 objemového procenta alkoholu.

* Procentnost piva uddva procento pevnych litek v mlading, s obsahem etanolu souvisi jen
nepiimo.

v tabulce zndzorfiujici Casovy tsek, za ktery je skonéeno vstfebdvani etanolu do
krevniho obg . 50). Napoje obsahujici CU, @ ické ndpoje
dvaji rychleji. Do krevniho ob&hu se nevstiebd velkery vypity etanol’
tedy nutné vZdy rozliSovat mezi mnoZstvim etanolu poZitého a mnoZstvim etanolu
vstfebaného. Tento rozdil se nazyva vstiebdvaci deficit etanolu a ¢inf u koncent-
itd a vina primémé 10 %. U piva do zkonzumovaného mnoZzstvi 5 piv (2,5 1) Cini
10 Torpiiapgyiti 6— 10 piv (3—5 1) 20 % a pfi poZiti 11 piv a vice aZ 30

Tab. 56. Trvdni vstfebdvaci - resorpéni faze poZivdni etanolu

Ndplii Zaludku Koncentrdty a vino Pivo

na laéno do 30 minut do 60 minut
lehkd ndplii do 60 minut do 90 minut
stfedni ndplii do 90 minut do 120 minut
nadmérnd napli do 120 minut do 150 minut

37.2 Metabolismus etanolu

Znalost metabolismu etanolu je klicem k porozuméni biochemickym, klinickym
a forenzné& patomorfologickym procesim pfi alkoholismu. Etanol miZe byt synte-
tizovdn endogenné ve stopovém mnoZstvi bakteridlni fermentaci ve stievé, ale jde
o zcela zanedbatelné mnoZstvi. Zastupei rodu Candida mohou endogenné synteti-
zovat ve stfevé mnoZstvi etanolu zapficifiujici koncentraci etanolu v krvi vétSinou
nepresahujici Fadové tisiciny g/kg. Hlavni mnoZstvi etanolu tedy pfichdzi do gast-
rointestindlniho traktu, ze kterého je absorbovidno, exogenné. Ze vstiebaného
etanolu se piiblizn€ 2—10 % vylou&i dechem a mo¢i, zbytek se metabolizuje, pie-
vazné v jatrech. Proto je rychlost poklesu hladiny etanolu v krvi pfi jejich
poskozeni zpomalena. Predominantni iiloha jater pfi metabolismu etanolu je pfimo
prokdzdna i u jedinci s porto.

DH (alkoholdehydrogendza) oxiduje 2/3—3/4 vstiebaného etanolu, je vizin
na cytozol nebo rozpustné frakcel v buiice a jeji aktivita se s chronickou konzuma-

cf nezvy3uje.
MEOS (mikrozomdlni etanol oxidujici systém) oxiduje 1/4 —1/3 vstiebaného

etanolu, je lokalizovany na endoplazmatickém retikulu a jeho aktivita se s chronic-

kou konzumaci zvysuje 2—-3x.
taldza oxiduje maximdlné 2 % vstfebaného mnoZstvi etanolu, lokalizovan

xizomech a jeji aktivita se s chronickou konzumaci nezvysuje.




etabolitem etanolu je acetaldehyd, z néhoZ za pFispénf aldehyddehydroge
vznikd acetdt a ddle pfes Szentgyorgyiho-Krebsiiv cyklus trikarboxylovych kyselin
kone¢né fazi H,0 a CO,. Oxidace etanolu na acetaldehyd je pom&mé rychl
ces. iva (napf. Disulfiram) maji schopnost inhibovat gkti ehydde-
hydrogendzy, a tim vyrazne ehydu v krvi.

Pravidelnf pijdci alkoholickych ndpoji jsou schopni tolerovat vys§i mnozstvi
etanolu hlavn€ z diivodi adaptace jejich CNS. Navic se u nich v disledku zvySené
aktivity MEOS zrychluje metabolizace etanolu.

37.3 Odbouravani a vylu¢ovani etanolu

Vstiebany etanol se odbourdvd pfedeviim v jétrech. Jakkoliv jsou v tomto procesu
individudlnf rozdily, bylo stanoveno jisté biologické rozmezi v rychlosti poklesu
koncentrace etanolu v krvi. Prakticky neni spolehlivy zplisob, jak tuto rychlost pod-
statn€ nebo c¢inné zvysit. Metabolismus etanolu za¢ind prakticky okamZit& s jeho
poZitim. Rychlost vstfebdvdn{ etanolu je vy38f neZ rychlost vyluZovéni. Proto
v resorpéni (vstfebdvaci) fizi jeho koncentrace v krvi stoup4. Po jednordzovém
napiti (obr. 107) je vzestup kiivky v podstat pravidelny (na obrdzku oznateno ).
Pfi opakovaném piti vzhled vzestupné &asti kfivky zdleZ{ nejen na mnoZstvi a kon-
centraci alkoholického ndpoje, ale i na frekvenci konzumace jednotlivych davek.
Po skonceni piti jeSté po né&jakou dobu hladina etanolu v krvi stoup4. Tato doba
zévisi na druhu alkoholického ndpoje (pivo, vino a destildty) a na ndplni Zaludku,
jak je detailn€ uvedeno v tabulce 56. Po dosaZeni vrcholu poéind hladina etanolu
v krvi klesat (sestupnd &ast kfivky na obrizku oznalend 11.), a to rychlosti
0,12-0,2 g/kg za 1 hodinu (tzv. faktor B,,) aZ k hladiné nulové.

koncentrace

g/kg

l. L. t-tas

vrchol {A /

Obr. 107. K¥ivka vyvoje koncentrace etanolu v krvi po jednordzovém napéti—
I. — fdze vstFebdvact (resorpce)
IL.- fdze vyludovact (eliminace)




Odbouravani alkoholu

Pivo (muz 75 kg) - 1 dvanactka - 2 hodiny 3 minuty
1 desitka - 1 hodina 37 minut

2 dvanactky - 4 hodiny 7 minut

4 dvanactky - 8 hodin 13 minut

8 dvanactek - 16 hodin 26 minut

10 dvanactek - 20 hodin 32 minut

Vino ?mui 80 kg% - 2 deci - 2 hodiny 40 minut
- 4 dcl - 5 hodin 20 minut

- litr - 13 hodin 20 minut

- litr a pul - 19 hodin 40 minut

Destilaty (muz 80 kg) - 1 panak(0.05I) - 2 hodiny 12 minut

- 2 panaky - 4 hodiny 24 minut

- 4 panaky - 8 hodin 48 minut

- 6 panaky - 13 hodin 12 minut

- 8 panaku - 17 hodin 36 minut

- 10 panaku - 22 hodin

Zenské télo raguje na alkoholické napoje jinak - rozdily v krevni
hladne pri stejnem mnozstvi vypiteho alkoholu:

Telo zeny alkohol jinak prijima nez u muze: zenske telo obsahuje vice
tuku, do ktereho alkohol neprostupuje. Ma tak v tele "mene mista’ a
zpusobuje rychleji opilost. Rovnez detske telo je velmi citlive (diky male
hmotnosti) na mnozstvi alkoholu a rychle vede k opilosti a ev. smrti.




e slouzi ke konjugaci s endogennimi konjugacnimi Cinidly,
jimiz jsou produkty metabolismu bunky (napr. kyselina
glukuronova, aktivni sulfat, aktivni methionin,
aminokyseliny atd.) a naslednému vylouceni z
organismu

e rekace jsou zprostfedkovany fadou enzymu (transferdzami
napr. glutathion S-transferaza (GSTs),
sulfotransferaza, N-acetyltransferaza, UDP-
glukuronyl transferazou aj.)

e geneticky polymorfismus !!!




Konjugace s glutathionem

0 0°
|T| 0
@ I 0=
H3N []‘IAH/
0 H 0
SH

y-Glutamyleysteinyl glycin

Glutathion

GST (glutathion S transferaza) — katalyzuje reakci glutathionu s
celou radou organickych sloucenin:

a) eliminace vysoce reaktivnich sloucenin
b) zvysSuje solubilitu lipofilnich slou€enin

c) zvySena exprese izoenzymu GST v nadorech — rezistence k
chemoterapeutikiim !!!

d) 4 hlavni slupiny cytosolické GST- alfa, mu, pi, theta — kédovana radou genu —
polymorfni vyskyt alel (napf. GSTM1, GSTM2, GSTM3, GSTM4)




-SG

Cl -
NO, NO,
GSH + ———— + HCI
NO,

NO,

SG
OCHGHCH, OCH,CHCH;
GSH + i OH

NO, NO,

Obr. 21. Schema konjugace s glutathionem

Na rozdil od jinych konjugdtii, nejsou konjugdty s GSH kone&nym produktem biotransformace. Uin-
kem 7y-glutamyl-transpeptidasy je konjugdt ddle transformovén:

Glutathion S-konjugdt je pfem&n&n na merkapturovou kyselinu n&kolika postupnymi kroky: nejprve
je od3tépen glutamdt, v dal3im stupni glycin a zbyvd cystein S-konjugdt, ktery acetyltransferasou je ace-
tylovén a vznikd pffsludnd merkapturovd kyselina (jak ukazuje ndsledujic{ schema):

i a) glutathion-S-R = + HO —>  Cys-Gly-S-R + kys. glutamova

b) Cys-Gly-S-R —> Cys-S-R + glycin
c) Cys-S-R +acetylCoA —— N-acetylCys-S-R + CoA

kyselina merkapturova g

R.....konjugovany zbytek xenobiotika . ! |

Obr. 22. Pireména GS-konjugdtu il

'-"’ ] .. = CH3CH,Br CH3CHp-GS—> CH3CH2—SCH2—CI3H—COOH —
gSH NHCOCH;3




e katalyzuje prenos acetatu z acetyl CoA na primarni
aminovou a hydrazinovou skupinu - vytvari acetamidy a
hydrazidy

e klinicky prokazana v popuIaC| existence ,rychlych - EM" a
,pomalych - PM" acetylatoru

e vyskyt polymorfnlch lokust NAT1 a NAT2 - rozdilna citlivost

K mutagenum — PM (5 - 20% Asiatu, 50% Afroameri¢anu, 65%
bélochl, 90% populaci u Stredozemmho more)

Napr. pomali acetylatori (rr)- vyskyt nadortt moc. méchyre,
poskozeni jater, rychli acetylatori (RR, Rr) — vyssSi cetnost
nadord konecniku




Acetylace u EM a PM

N-ACETYLTRANSFERAZA

ARYLAMINY

e

EM

N-acetylace @—> NATI1, NAT2

PM

N-hydroxylace — > CYPl1A2

O-acetylace NATI1, NAT2

N-acetét (netoxicky)

reaktivni hvdroxvlaminy

N-acetoxyvarvlaminy

.

DNA vazba

v

MUTACE




Procesy ukladani - rostliny

e export chemickych latek do
vakuol a mezibunécného
prostoru, zabudovani do
ligninu

e moznost uchovavat
zabudovana xenobiotika v
ligninu - riziko pro
zivocCichy a Cloveka

1. Sehéma ultrastruktury mladé parenchymatické buiiky. (Podle Esavove 1969).
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Priklady metabolické aktivace

promutagentl - benzpyren
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Priklady metabolické aktivace
promutagent — aromatické aminy

N-acetyl-2-aminofluoren

(AAF)
:/: : i ij[ < lN—-—occu
l/-cytochrom P- 450N “

N-hydroxy-AAF

O\—/Q‘N— = [INI—OCCH

OH

N-acetoxy-AAF

su lfonétoxy

Obr. 379
4 Vznik nejbliz§iho (N-hydroxy-AAF) a nejzazsiho (N-acetoxy-Y
kancerogenu AAF metabolickou aktivaci




Priklady metabolickeé aktivace
promutagenu - aflatoxiny

epoxidhydrolasa

0" o OCH;z

epoxid AFB4
(vaze se na DNA)

O O
O

OH V - I

dihydrodiol AFB
(vaze se na proteiny)

Obr. 5. Tvorba dihydrodiolu aflatoxinu AFB, aktivitou epoxidhydrolasy




Priklady metabolickeé aktivace

promutagenil - dimetylnitrozamin

c) dimelylnitrézamin N- metyl-N-nilrézomocovina
(prokancerogen) (prokancerogen)
H H3C
3*SH-No 3 \N-No

|
H3C Lo
|
MFO Sty
"HaC
SN Hﬁ:l
H
R ;
CH3—H20H3
i
CH3+Nz2 |
(nii'za:ifr kancerogen)
CH3""R |
(R=DNA, RNA,bilkoyina) -




Priklady metabolickeé aktivace

promutagenu - dusicnany

2NO;

reduktaza

2NO;

Zaludeé&ni kyselina

2HNO,

1

N,O,+ H,0
ANH,;
CH;—NH=-C_ '

metylguanidin
nebo jakykoliv amin

metylnitrézoguanidin CH;-I‘;J - C*NH
= N=0O

imetylnitrézomod&ovina CH;-'?— C.”"
N-.;.o

Obr. 80 Konverze nitrdtéc na N-metyl-N-nitrézomolovinu (Watson 1976)
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Rostlinné promutageny

e latky mutagenni pro nekteré rostlinné druhy, aIe
nemutagenni pro savce Ci jiné organismy P S

Detekce:

a) in vitro - pomoci metabolické aktivace za Ucasti
rostlinnych mikrozomalnich enzymd (tzv. S-1 frakce)

napr. (promutagen + S-1 frakce (extrakt z listd, hliz rostlin) +
testovaci systém

b) in vivo - zvyseni frekvence mutaci u rostlin po aplikaci
promutagenu (napr. chromozomoveé aberace, genoveé
mutace) ——— testy na detekci mutaci u rostlin




Tyto promutageny nevykazuji mutagenni aktivitu pri
pouziti Amesova testu s metabolickou aktivaci
(homogenat z jater), ale jsou aktivovany rostlinnym
metabolismem !!!

a) maleinhydrazid a jeho soli
b) atrazin a jiné s-triaziny
c) 1,2 - dibromethan
d) azid sodny




RUzné typy rostlin mohou aktivovat
rizné promutageny !!1!

TABLE 3
MUTAGENIC ACTIVITY OF PROMUTAGENS IN VARIOUS PLANT IM VIVO ASSAYS

Assay \ Endpoint Mutagenic ; Nonmutagenic

Arabidopsis p.m. NDMA, NMEA, NMBA, NDEA, NDBA/GMPANP, NM,
NMBeA, BaP %, ben- 2-AAF, E10
zidine, aflatoxins

Tradescantia p.m. NDMA, NDEA, FDB, e, simazine

BaP %, vinylchlori-
dc, dmllale. MH

o Benzidine, atrazine, NDEA
e NDMA
| s 3 iINDm‘ e 0 NDBA =+,
atrazine #, simazine +,
EDB
Soybea.n p-m. NDMA, AF"Z, EDB, BaP
_ azide BT g N el SR WL ety
Maize waxy Atrazine, simazine I rocyanazine, alachlor,
cyanazine propachlor
YSZ AF-2 Az.\de
Bl p.m. NDMA, NDEA, MH '
Vicia faba c.a. NMPhA, 2-AAF, afla- 7 NDMA, NDEA
toxin, EtOH, AF-2, . i
‘ atrazine, simazine,
i MH) pyrfol.il. alkal.

Allium cepa. c.a. Benzidine, aflatoxin, . EDB, BaP
pyrroliz. alkal., e o
styrene, EtOH, cycasiu

Abbreviations: *, both positive and negative results were published; ca, ch:omosomal aberrations; mn., nucmnuclc: in pollen
tetrads; p.m., point mutations; pyrroliz. alkal., pyrrolizidine alkaloids.




mezidruhoveé rozdily (nizké aktivity nékterych enzymd,
jiné cesty zpracovani substratu)

vnitrodruhoveé rozdily (endogenni viivy -
polymorfismus, exogenni vlivy — dieta, hladoveni)

pohlavi (pohlavné ovlivnéné izoformy enzymu)

vek (ve stafi klesa celkové mnozstvi P450 zavislych
monooxygenaz, postupny ubytek bunék ER)

genetické faktory

Fenotypova variabilita v metabolismu mnoha vyznamnych

chemickych latek je dusledkem geneticky determmovanych
rozdill v aktivité metabolizaénich enzymu. Genetlckou
podstatou této variability je polymorfismus alel genu

podminujicich zpracovani a pfemeny chemickych latek v lidskem
organismu




Table 5.1. Some enzymes involved in drug metabolism in man

Phase |: functionalization reactions Phase Il: conjugation reactions
P450 monooxygenases Glutathione S-transferases
Flavoprotein monooxygenases N-acetyl transferases
Monoamine oxidases N-acyl transferases

Alcohol dehydrogenases UDP-glucuronyl transferases
Aldehyde dehydrogenases Sulphotransferases
Arylesterases Methyl! transferases
Cholinesterases Epoxide hydrolases

Epoxide hydrolases

Amidases

Nitroreductases

Enzymes in italic have been shown to, or are thought to, exhibit genetic polymorphism in man.

The existence of multiple alleles at loci which encode drug-met
enzymes can result in differential susceptibilities of individuals within 2
population to the mutagenic or carcinogenic effects of drugs or environme
icals. For example, the ability to metabolize the antihypesterrsiVe drug
debrisoquine to its 4-OH metabolite shows a bimodal distribution within the
population (Figure 5.1), which has been shown to result from the polyvmorphic
expression of the cytochrome P450 gene active in its metabolis

(Mahgoub—etol5—19T7). I N majorty ofmressduals (extensive metabolizers,
EM) have at least one intact copy of the CYP2D6 gene and can metabolize
debriso +—1fT110T all of the administered drug

being converted to its primary (4-OH) metabolite. The metabolic ratio for
debrisoquine (i.e. the ratio of the concentration of unchanged drug to 1'he
fon of the 4-OH metabolite) is therefore low. Individa
mutated, inactive form of CYP2D6 (poor metabolizers, PM), are unable to
olize the drug, and have a correspondingly high metabolic ratio




Table 5.4.

Alleles at the human CYP2D6 gene locus

Poymorfismus alel genu CYP2D6

Allele

Xbal RFLP

Mutation

Functional
significance

CYP2D6 wt
CYP2D6-A

CYP2D6-B
CTP2D6-C
CYP2D6-Ch1
CYP2D6-D
CYP2D6-E
CYP2D6-F
CYP2D6-G
CYP2D6-J

CYP2D6-L
CYP2D6-L2
CYP2D6-L12
CYP2D6-T

CYP2D6-W

29 kb
29 kb

29,44,9 + 16 kb
29 kb

29, 44 kb

11.5, 13 kb

29 kb

29 kb

29 kb

29, 44 kb

29 kb
42 kb
176 kb

29, 44 kb

A2637 deletion
(exon 5)

G-A (intron 3/exon 4)

Lys 281 deletion

Gene deletion

C—T (exon 1)
G—C (exon 9)

Gene amplification

Base deletion
T1795, exon 3

Wild-type allele
Inactive

Inactive
Decreased activity
Decreased activity
Inactive

Inactive = e e e
" Inactive

Inactive
Decreased activity

Wild-type activity
Increased activity
Increased activity
Inactive

Decreased activity




Bimodalni distribuce genu CYP2D6 v
populaci

Frequency

Mutant (PM)

< Metabolic ratio :}

Mostly Mostly parent "
metabolite compound excreted e,
excreted

] ' Figure 5.1. Bimodal distribution of drug clearance by CYP2DD6 in a population
. study. '




Polymorfismus genu CYP2D6 a vyskyt
nadoriu

Table 5.6. Distribution of CYIP2D¢&/alleles in cancer and PD patients (Wolf ez al., 1992)

Patients No. of Genotypea % MAP X2 p< -
samples /o em %H %PM

Random controls : 720 66.1 2985 4.3 19.1 = -

Emphysema 151 671.6 356.1 3.8 20.9 2.35 0.50

All cancers 17 63.4 31.8 5.0 20.8 6.38 0.05*

Lung cancer€ ) 61 64.8 371.6 3.6 19.4 0.96 0.S90

Breast cancer 437 66.8 29.3 3.9 18.5 D.22 0.80

Colon cancer 115 63.8 29.8 6.9 7 & 2.88 0.50
312 65.7 26.9 7.4 30.8 7.65  0.02*

Sigcaueamnrsic 169 65,7 30.8 35 18.9 0.32 0.80

Melanoma 127 54.3 39.4 6.3 26.0 781 g.02*
184 53.8 41.8 4.4 25.3 13.50  0.005*%

Prosts cer 54 59.2 321.5 9.2 25.0 3.62 0.5

5 11,9 & 223 0.0001*

<Earkinson‘s disease > 229 60.7 2T - !

a EM, extensive metabolizer; H, heterozygous; PM, poor metabolizer.

b Mutant allele frequency.

¢ 145 squamous cells carcinomas, 74 adenocarcinomas, 532 small cell lung cancers, 90 other lung
cancers. )

d 141 acute myeloid, 117 chronic myecloid, 37 myeclodysplastic syndrome, 17 other leukaemias.

¢ Data from teratocarcinoma and seminoma patients.

* Statistically significant. "




Koureni a zhoubneé

Koureni — 30 % umrtnost na rakovinu

Hlavni proud tabakového koure (vdechovany):

4-aminobifenyl, arzen, benzen, benzidin, benzpyren,
beryllium, kadmium, chrom, 2-naftylamin, nitrosaminy,
polonium, PAU, vinylchlorid

Vedlejsi proud tabakového koure
(vydechovany): koncentrace karcinogenu

mnohonasobné vyééi ! NK=nekuci, EXK=byvali kufdci, K=kufci
. . . . 9 R ; NADOR NK | EXK Kicic/oen DYMKA
Metabolickou aktivaci karcinogenu pritomnych v 19 [10-19 | 2039 | >40 | DOUTNIK
tabakovém koufi muze ovliviiovat geneticky Plice 10 | 50 |46 | 115 | 224 1300 70
0 o ° Hltan 1,0 2h2 008 54 99 | 130 35
polymorfizmus genu pro enzymy cytochromu _P450 o s e e T
(CYP1A1, CYP2D6) a genu pro enzym glutathion-S-  |run 10 | 20 | 16 | 29 | 49 | 63| 35
Z 2 Usta a jazyk 1,0 2,0 1,6 29 49 6,3 35
tranSferaZU, arylhydroxylazu Slinivka bfisni 1,0 1,0 1,2 1.6 2.1 25 1,0
, . - v MoEovy méchyf ) DEESS e B e W 245 40 5,0 158
« pomali metabolizatori (PM) Lodviny T v e T BT R p R

Tab. 1: Relativnf riziko nddort, které maji kauzdini vztah ke kouren/

 extenzivni metabolizatori (EM)




Poymorfismus enzymu GST a koureni

e GST - podili se napr. na biotransformaci aflatoxinu
B1, PAH aj.

e nositelé nulove alely GSTM1(homozygoti 40-50 %
bélosske populace)- vyssi pravdépodobnost
vzniku nadoru plic u kuraka 1!




