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Stanoveni genotypu a aktivity alkohol
dehydrogenasy z krve

C7195 - Pokrocilé praktikum z biochemie



Xenobiotika (xenos = cizi)

e normalné se v organismu nevyskytuji
e nejsou nutné pro jeho zdravy vyvoj
e neslouzi pro organismus jako zdroj energie.

Primarnim zdroje xenobiotik

e chemicky primysl (PAH, PCB, benzen, fenoly, ....)

e koureni (PAH, aromatické aminy, ....)

e jidlo a alkohol (PAH, arylaminy, heterocyklické a
aromaticke aminy, ....)

o aflatoxiny
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Xenobiotikum

Silné lipofilni

ULOHAE
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Akumulace v
tukové tkani

Lipofilni Polarni Hydrofilni
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Faze biotransformace
aktivace/inaktivace
oxidace, redukce, hydrolyza

l 2. Faze biotransformace

Polarni—— aktivace/inaktivace
konjugacni reakce
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Extracelularni tekutiny — exkrece jatry, ledvinami
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1. faze biotransformace

e zavedeni polarni funkcni skupiny do molekuly lipofilni latky
- OH, -NH2, -SH, = CO, - COOH

e reakce 1. faze biotransformace: oxidace, redukce,
hydrolyza

e béhem 1. faze biotransformace miize dochazet jak ke
snizeni tak ke zvyseni toxicity

NejcCastéjsi reakce je oxidace katalyzovana:

» cytochrom P - 450 (CYP450)
> alkoholdehydrogenaza (ADH)
> monoaminoxidazy a diaminoxidazy (MAO)
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Cytochrom P450
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Oxidace katalyzovanée CYP450

e Hydroxylace alifatickych a aromatickych uhlovodikti
(benzén a jeho derivaty, PAHs, aflatoxiny, alkany, PCB)

 Epoxidace nenasycené dvojné vazby (styrén, vinylchlorid)

e Hydroxylace amini (anilin)
e -0, -N a-S dealkylace

e Dehalogenace (PCB, formaldehyd, dibenzodioxiny, dibenzofurany)
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ULOHAE

O D Pokles aktivity nese vyssi

riziko

B(c)P D Pokles a_1kti,v,itv\_/ ma
protektivni ucinek
CYP1A1
CYP1A2
CYP1B1
CYP3A4 CYP1A1
OO‘ 9,,10-epoxid — Fenoly 6-OH 9-0OH-4,5-oxid
0> 7,8-epoxid 7-OH
9-OH EH
EH /\EH
) DNA adukty 9-0OH-4,5-diol
4,5-diol ____

9,10-diol 7,8-diol

CYP1A1
CYP1A2
CYP1B1

DNA adukty <«<—— 7,8-diol-9,10-epoxid

) ‘O GSTM1
Se o o
D
g

» Glutathion-konjugaty

=
O

i


http://www.reagent.co.uk/images/tpoison.jpg
http://www.reagent.co.uk/images/tpoison.jpg

Oxidace alkoholu katalyzovana enzymy alkohol dehydrogenaza
(ADH) a aldehyd dehydrogenaza (ALDH)

ethanol
H—UDp—Ur
Katalaza NAD ADH
T :282 NADH + (Alkohol dehydrogenaza) CYP2E1
L)
C
HGC—
e

acetaldehyd

NAD*
ALDH
Aldehyd dehydrogenaza
NADH + H* ( v v 9 )

v
HsC—CZG
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Zkoumany polymorfismus

ADH1C (349 F/I)
Studie ukazaly, ze jedinci nesouci alelu 350 I/I maji zvysenou aktivitu ADH.

Genotyp analyzovan pomoci PCR a restrikcni analyzy

Restriktaza Sspl
rs698 - ADH1C*349Ile

rs698F: GGCTAAGAAGTTTTCACTGGA
rs698R: GCCGCTACTGTAGAATACAAAG
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Mereni aktivity
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p-nitrosodimethyl anilin  + NADH

Pyrazol — inhibitor reakce
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2. faze biotransformace
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Xenobiotikum se pres polarni funkcni skupinu navazanou v prvni
fazi vaze na vysokomolekularni endogenni konjugacni Cinidlo

& 44

Konjugat ma obvykle mensSi biologickou aktivituy, VySSi
rozpustnost ve vodé a vyssi molekulovou hmotnost nez pivodni
latka (metabolit z 1. faze)

Obvyklé konjugacni reakce:

o konjugace s k. glukuronovou

o sulfatova konjugace

o glycinova konjugace

o acetylace (N-acetyltransferaza)

e metylace

o glutathionova konjugace (Glutathion-S-transferaza)
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2. faze biotransformace

Acetylace pomoci N-acetyltransferaz (NAT1 a NAT2)

e dilezita metabolicka cesta pro latky obsahujici aminoskupinu
ve své molekule

e arylaminy, heterocyklické a aromatické aminy, atd.
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Konjugacni reakce s glutathionem katalyzovana
Glutathion-S-transferazou (GST)

e nejvétsi vyznam ma membranové vazana GST, protoze se
vyskytuje v blizkosti CYP450
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