Xenobiochemie

Xenobiochemie se zabyva biotransformacemi
cizorodych latek a metabolickymi a fyziologickymi
souvislostmi. Je to multidisciplinarni obor s uzkym
vztahem Kk biochemii, farmakologii, toxikologii,
mikrobiologii a hygiené prostredi
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Identifikace anilinu jako toxického produktu smésnych
analgetik, ktery vedl k poskozeni jater a umrti.

Acetaminofen byl netoxickym produktem, u néhoz jsou
zachovany analgeticko-antipyretické vlastnosti. V dusledku
téchto nalezu byla tato latka zavedena do terapie, a u nas
se uziva pod nazvem paracetamol.



Definice:

Xenobiotika - latky télu cizi, které mayji ¢asto
Skodlivy uc¢inek

Puvod slova podle: J. Kabrt a J. Kabrt:
Lexicon Medicum, Galen 1995:

Recky: xenos = ci1zi; fecky bios = zivot

Latinsky: xenobioticus, a, um




Xenobiotika - latky cizorodé organismu

Xenobiotika jsou latky vétsinou| lipofilni) které jsou biotransformacemi ménény na latky

hydrofilni.

Eobiotika - latky vlastni organismu

Latky vétéinoy hydrofilni)ionizovatelné (kromé steroidii, mastnych kyselin apod.)

Priklady xenobiotik
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Zdroj xenobiotik:

Potraviny

Latky v prostiedi — pfirozené

Latky pro zemédelstvi a prumysl (pesticidy, herbicidy, pigmenty,
konzervacni latky, polychlorované bifenyly)

Svnteticky pripravené latky pro pouziti lidmai. véetné 1é¢iv
y Yy prip Yy prop ,

Vstup do organismu: zazivaci trakt, plice, kuize

Vyloudeni z organismu: mo¢i, stolici, plicemi, ktizi

Na biotransformaci xenobiotik se podili pres 30 enzymu;
uvadime cytochrom P450 a konjugace, které maji nejveétsi
vyznam.
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Osud xenobiotik:

Biotransformace

Zdroj: - Organismus

Eliminace



Metabolismus xenobiotik

G

Mimojaterni microsomalni enzymy
(oxidation, conjugation)

Jaterni microsomalni enzymy
(oxidation, conjugation)

Jaterni nemicrosomalni enzymy
(acetylation, sulfation,GSH,

hydrolysis, ox/red)

alcohol/aldehyde dehydrogenase,

-




Misto biotransformace

Metabolicka konverze xenobiotik je vétSinou enzymaticka.
« VétSina téchto reakcei probiha v jatrech (ale 1 v ledvinach, plicich,
kuzi a GIT).
« Metabolismus latek v bunkach probiha vétSiou ve strukturach zvanych
endoplazmaticke retikulum a cytozol,
ale jsou 1 dalsi mista, jako mitochondrie, plazmatické membrany aj.
 Jako mikrosomy oznacujeme cCastice, ktere vznikaji pi1 degradaci

endoplazmatickeho retikula; 1zolujeme je frakcionaci.

« Reakce Faze I probihaji enzymovymi systémy v mikrosomech.

« Konjugacni reakce Faze II vétsinou probihaji v cytozolu.



Eliminace xenobiotik:

Biotransformace

>  Exkrece (vyloudeni)

Smysl biotransformace:

 Detoxikace latek

 Snizeni uéinku

« Nékdy zvyseni u¢inku (pro-latky — latky)

« ZvySeni rozpustnost] =———)  snadnéni exkrece

!'!! Enzymy pro biotransformaci jsou stejné jako pro
metabolismus endogennich latek !!!!!
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Aktrvace
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Zména uciku
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Toxikace

Benzpyren

Oxidace

OH

7.8-Di0l-9,10-epoxydy benz[a]pyrenu

silné kancerogeny




Latka lipofilni

(hydrofobni) —

Lipofilita latky:

Faze I. reakce Faze II. reakce
Transformace latek: Konjugace
latek:
Hydroxylace,
hydrolyza, redukce, Glukuronidace,
oxidace, alkylace, esterifikace se
desulfurace a. sulfatem aj.
Disledek je: Dusledek je:
zmeéna ucéinku. Zmena
zmena toxicity rozpustnosti
latky latky

I —————

Latka
hydrofilni



[.faze: vznik polarnéjstho produktu zavedenim nebo odkrytim skupin
schopnych konjugacni reakce.
Produkty prni faze premeény mohou byt vylucovany pitmo. jsou-l

dostateCné polarni.

2. faze:  konjugace s velmi polarnim, snadno disociovatelnym zbytkem

(napt. sacharidem nebo organickou kyselinou).
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Enzymy 1. faze

Hydrolasy (napi. arylesterasy, karboxyesterasy. acetylesterasy. cholinesterasy)
Oxidoreduktasy (napi. monooxygenasy. alkoholreduktasy. aldehydreduktasy.

peroxidasy)

Enzymy 2. faze

UDP-Glukuronyl transferasa
Sulfotransferasy

N-. O-. S- methyltransterasy
Glutathion-S-transferasy
Acyltransterasy

Rhodanasa

Thiotransferasy. aj.




PHASE 1 ENZYMES

how many compounds do they metabolize?
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PHASE II ENZYMES

how many compounds do they metabolize?
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Cytochrom P450 monooxygenazovy system (CYP)

« Hlavni enzymovy systém tcastnici se na reakcich Faze I.

* Obsahuje hem jako redox-aktivni koenzym.

« Jméno odvozeno z nalezu, ze redukovana forma enzymu vaze
CO a v tomto komplexu vykazuje nejvétsi absorpei pi1 450 nm.

 Existuje vice nez 100 izoforem Cytochrom P450 1sozymu.

« Krome degradace xenobiotik se tyto enzymy podileji na mnoha
metabolickych procesech endogennich substanci.

« Nomenklatura 1soforem bude uvedena nize.

 Specifickym rysem tohoto systému je indukovatelnost aktivity.




Funkce Cyt P450 systému

Hlavni funkei Cyt P430 je zabudovat atom kysliku do substratu
lipofilni molekuly (L) a prevést ho na polami slouceninu
(Iépe rozpustna a schopna eliminace).

LH+0,+NADPH+H* —— L-OH +H,0 + NADP*

Nejduleztessi funkei skupmy hemu je preména molekularniho kysliku na
velice reaktivni atomovou formu.

P450 reduktaza ma za ukol dodat elektrony k aktivact kysliku (odebira je
z NADPH).



Cyt P450 monooxygenazovy system

= penos jednoho atomu kysliku

Oxidativni reakee katalyzované timto systémem vyzaduyi:
o (Cyt P450 hemoprotern

o NADPH-cyt P450 reduktazu

+  NADPH
o Molekularni kyslik
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Klasifikace enzymu patricich mezi cyt P450
Existuje pres 1000 1zoforem cyt P450, u 50 z nich prokazana funkcnost u cloveka.

Geny pro cyt P450 se deli do nékolika rodin a podrodin podle podobnosti
sekvence aminokyselin ve vytvarenych enzymech; Oznacuji se zkratkou CYP.

.

CYP3A4/5

Pomocna kritéria
déleni.

Rodiny s > 40 % podobnosti;
CYP 1, 2, 3 koduji vétSinu enzymu
provadéjicich biotransformace.

Podrodiny s homologii > 55 9
v dané skupiné.



CYP1A2 CYP2E1

CYP2C

CYP2Do
CYP3A metabolizuje

pres S0 % latek

Proporce xenobiotik metabolizovanych hlavnimi cyt P450.



Uéast P450 v metabolismu dulezitych légiv

CYP Participation in
Enzyme Drug Examples of Substrates
Metabolism (%)
Tolbutamide, Diclofenac
2C8,9 15.8 (S) —Warfarin, Phenytoin
Hexobarbital
2C18, 19 83 Diazepam, Omeprazole

(S) —Mephenytoin

Codeine, Debrisoquine
2D6 18.8 Dextromethorphan
“Ecstasy”, Bufuralol, Sparteine

Carbamazepine, Cortisol
Dapsone, Diazepam
3A4,5 34 .1 Erythromycin, Midazolam
Nifedipine, Omeprazole
Testosterone

S. Rendic & F.J. Di Carlo, Drug Metab Rev 29:413-580, 1997



FLAVINOVE MIKROSOMAILNI MONOOXYGENASY

R R-OH




Alkoholdehydrogenasy (ADH)
Koenzymem je NAD"

¢ Alkoholy se oxiduji pres aldehydy na karboxykyseliny nebo vstupuji primo

do konjugacnich reakci.

e ADH jsou lokalizovany hlavne v jatrech. zaludku. ledvinach. streve a plicich.
Priklad: metabolismus ethanolu

CH;CH,OH + NAD™ <» CH;CHO + NADH +H
Aldehyddehydrogenasy

» Maji flavinové nebo nikotinamidové kofaktory.
e Mechanismus oxidace: vytvorii se thiohemiacetal, ktery se dale oxiduje.

e Formaldehyd tvoii addukt s glutathionem. ktery se dale oxiduje na

formylthioester.



Monoaminoxidasa

Katalyzuji oxitativni deaminace aminu na aldehydy (kyseliny).

RCH}NHE + Og T HEO —> RCHO + NH3 T HEOE

Podileji se na kontrole hladin nékterych neurogennich aminu (serotonin).

Diamimoxidasa

oxiduje diaminy na monoaldehyd (napi. putrescin). obsahuji pyridoxal fosfat,

Xantinoxidasa

Metaloflavoprotein - inkorporuje do substratu atom kysliku z molekuly vody.

RH+H,0 — R-OH+2e +2H



Superoxiddismutasa

e Dilezity enzym, ktery chrani organismus pied poskozenim velmi reaktivnim

superoxidovym radikalem (O,).

e Tento radikal vznika v organismu pii nékterych oxidacich molekularnim

kyslikem neenzymovych 1 enzymovych (XO, aldehydoxidasa).

(:)2- Ll (:)2- + 2H+ —> HZOE =+ Og

Glutathion peroxidasa

e Spolu se katalasami a superoxid dismutasou deaktivuje hydroperoxidy.

o Vyskyt: hlavné v erythrocytech (chrani hemoglobin).



Konjugacni enzymy (2. faze)

Druha faze metabolismu xenobiotik - enzymy syntetické
Konjugacni ¢indla jsou pitrozené metabolity buriky.

Energie dodana pro prubéh kondenzacni reakece:

o aktivace Cinidla: Xenobiotikum + aktivovane konjugacni Cinidlo - konjugat

o aktivace substratu: Aktivovane xenobiotikum + konjugacni ¢inidlo — konjugat

» ez aktivace: Reaktivni xenobiotikum + konjugacni ¢inidlo —  konjugat

Konjugat je 1omzovan a snadno se vylucuye.




Konjugacni reakce:

* Konjugacni reakce (Faze II biotransformace) vyzaduji
dodavku energie.

* Glukuronidace je nejdulezitéjsi reakei (co se tyka kvantity)
- pusobenim mikrosomalnich enzymu.

* Dalsi konjugaéni reakce:
Konjugace s kys. sirovou (sulfatace)
Acetylace
Konjugace s glycinem
Konjugace s glutathionem
Methylace



Priklady konjugacnich reakci:
Glukuronidace:

UDP-glukuronova kyselina

(paracetamol, morfin, diazepam)

Enzym: UDP-glukuronosyltransferaza
(jatra, stfevo, ledviny, mozek a ktize)



Tvorba a regenerace UDP-glukuronatu
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Sulfatace:

O
Il

R_(I:I)_S_OH

ROH O
> +

3 'fosfoadenosin-5"- 3 'fosfoadenosin-5"-
fosfosulfat fosfat

(Prenos sulfatu z donoru na OH skupiny fenolu 1 alifatickych alkoholu,

napf. u paracetamolu, steroidu, methyldopy.)



Sulfatova konjugace

PAPS je tvoien v cytosolu dvoustupniovou reakci za uicasti 2 ATP.
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Methylace

o Methyltransferasy katalyzuji N-, O- a S- methylace.
e N- a O- methyltransferasy jsou lokalizovany v cytosolu jaternich a
nervovych bunek.

e Donorem methylu je S-adenosylmethionin.

NH>

N =
N
¢
/“"
NH, N N)
J
HOOC ?
CHs
HO HO

S-adenosylmethionin



Konjugace s glutathionem:

Konjugace elektrofilnich metaboliti xenobiotik s tripeptidovym
glutathionem predstavuje hlavni detoxikacéni cestu xenobiotik
a karcinogenu.

Enzym: glutathion-S-transferaza (ve vsech tkanich)

Dalsi osud latek:
Konjugaty s glutathionem jsou rozlozeny na cysteinove
derivaty a poté jsou acetylovany v ledvinach;
poskytuji N-acetyleystemové konjugaty.
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Faktory ovliviiujici biotransformaci xenobiotik:

* Polymorfismus oxidac¢nich a konjugacnich reakei
« Environmentalni faktory (inhibice grapefruitovou st’avou)
« Nemoci, stav organismu, lé¢iva

Indukce:
Indukce byva specificka pro uréity typ CYP.
/vysena syntéza Cyt P450 ———p zvysSena biotransformace.

(U latek, kde metabolismus vede ke zvysené tvorbé
reaktivnich radikalu dochazi ke zvyseni toxicity latek.)

Hlavni induktory:

e barbituraty, warfarin, chlorpromazin, karbamazepin
glukokortikoidy (CYP3A4)

* 1soniazid, chronicky ethanol (CYP2EI)

* kour tabaku

 polyeyklické aromaticke hydrokarbony (CYP1A)



Vliv grapefruitového dzusu na koncentraci Felodipine v plasmé
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Review- D.G. Bailey, et al.; Br J Clin Pharmacol 1998, 46:101-110
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Biotransformace xenobiotik a mozné poskozeni bunék

Cyt P450 GSH-S-T
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