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Co by si student(ka) mel(a) odnést ?

Jaké procesy chemicka latka prodélava uvnitr ORGANISMU ?

Co je to TOXIKOKINETIKA a jaké popisuje procesy.
«Znat vstupy
‘Premeny
*VyluCovani toxickych latek v organismech




TOXIKOKINETIKA

-Osud latek v organismu —
(vstupy / premeéeny / vylucovani)

Equilibrium axchange

with water .
Water loss I/ﬁ l"
b

'. astrﬂintes \ |
jact Excretion

Fig. 3.5 Uptake. accumulation and less processes tor a toxicam io the ambient water with fish.




Toxicita = nerovnovaha mezi VSTUPEM a VYLOUCENIM

PRIJEM ~ ELIMINACE (rovnovéha, homeostéaza)
- udrzovani latky v organismu pod urovni Skodliveho efektu
- organismus vsak vynaklada energii na udrzeni rovnovahy
(procesy eliminace, metabolismus ...)

PRIJEM > ELIMINACE
- narust koncentraci latky v organismu
- Casem prekrocCeni urovné efektu (threshold level)

PrekroCeni limitu homeostatickych procesu
-> prechod ze stadia rezistence (resp. adaptace)
do stadia pozorovatelnych negativnich efektu u jedince
-> Skodlivé efekty na vyssSich urovnich organizace




TOXICOKINETICS

TOXICODYNAMICS

Toxicokinetics ...
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Toxicokinetics _ _ Toxicodynamics

—

Exposure

Internal Biologically Early Biological Altered TARGETS = macromolecules

Dose Effective Dose Effects Structure/Function (DNA/RNA’ proteins, membrane |Ip|d$)
; Disease N

Susceptibility
Factors

____________________________________ -
Exposure Assesment Risk Assesment n Exposura 3
U !
m Delivery to target site L: - Texicokinetics
L]
Toxic action aftarget site]
Mechanismus uéinku » | J TN
Mode of Action . ' =
( 1 ) FPhysiclogical response Toxicodynamics
- , » Increased mortali g
... a méfitelné g oy H
UCINKY (efekty) une




TOXIKOKINETIKA 1: prijem latek do organismu

Prijem latek u ruznych organismu

1) jednobunécné organismy
- pasivni difuze pfes membranu
- ,selektivni® vstup pres existujici transportni systémy

2) vicebunééné organismy / rasy
- difuze toxikantu pfes membranu a mezi bunkami

3) terestrické rostliny
- rozpusténé ve vodé/pudé - vstup kofeny/listy
- plyné toxikanty - vstup pres stomata na listech
- lipofilni latky (nekteré herbicidy) - penetrace voskové kutikuly
- vstup do bunky - pres membranu




TOXIKOKINETIKA 1: prijem latek do organismu

4) zivoc€ichové - 3 hlavni cesty vstupu do organismu

- potrava/pitna voda
- prtchod travicim traktem, zmény/transformace dle pH, mikroflory
stfeva, pr. cykasin: netoxicky - ve streve konverze->silny mutagen

- respiracni cesta
- trachee u hmyzu, Zzabry u akvatickych organismu, plice
- velka plocha pro vyménu/vstup latky (¢asto 25x > povrch tela)
- povrchem téla
- vétSi vyznam u mensSich organismu (relativné vétsi plocha) a
akvatickych organismu

>> vzdy je prvnim krokem prestup pres bunéénou membranu




Membrany — klicova prekazka pro toxicke latky

Bez ohledu na typ organismu a cestu vstupu (do vyssich
organismu) musi toxikant prekonat barieru plazmatické
membrany (nebo i bunécné steny)
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Cesta latky télem:

Strevo
- Krev
- Jatra
- Krev
= Ledviny
- VyloucCeni zluc

Obrazek: vyznacCeny jen
Laktivni® transportéry (pro Ziviny
a jim podobneé latky).

Cizorode latky - nejCastéji
pasivni difuze

P-gp BCRP MRP2
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Prestup toxikantl pres membrany
NejCastéjSi (vSechny latky) - pasivni difuze

Podskupina latek ur€itych vlastnosti (napf. podobné Zivinam nebo dalSim
télu pfirozenym latkam) - usnadnény transport / aktivni transport

Velké molekuly + Castice - pinocytoza

Carrier

e Mediated
Diffusion through Transport Diffus >
Channel iffusion throug

SN
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TOXIKOKINETIKA 1
- prijem latek do organismu -

Prestup toxikantu pres membrany

PASIVNI DIFUZE
- nahodny pohyb molekul podle koncentracniho gradientu
- proces charakterizovatelny kinetikou prvniho fadu
- zavisi na:
- koncentracnim gradientu
- ploSe a tloustce membrany/bunecné stény
- rozpustnosti latky v tucich a ionizaci toxikantu
- lipofilni latky - dobra difuze
- kationické - lepsi navazani na povrch membrany
(negativné nabité fosfolipidy)
- molekulové hmotnosti
- malé molekuly (<0.4 nm) rozpustné ve vode (CO, HCN,
N20, NO) dobra pasivni difuze
- prilis velké molekuly — Spatny (nebo minimalni) prestup




TOXIKOKINETIKA 1
- prijem latek do organismu -

Prestup toxikantl pres membrany

USNADNENY TRANSPORT
- transmembranove proteiny vyvazuji extracelularni latky a usnadnuiji
prenos pres membranu : toxicka latka - interference

(Ca?* / calmodulin, Fe%3* / transferin)

AKTIVNI TRANSPORT

- pumpy” po/proti koncentracnimu gradientu

- navazani latky na receptor / pfenos pres membranu za spotieby ATP
sprazené transporty Na+/K+ ATPaz - toxické latky / interference

Tyto specialni biologické procesy se vsak u ,cizorodych* latek uplatniuji vzacne —
ojedinéle u latek, které jsou podobné zivinam apod. (napfr. toxiny sinic: peptidy)




TOXIKOKINETIKA 1
- prijem latek do organismu -

PINOCYTOZA

- transport vétSich molekul endocytozou

- pf. vstup vzdusnych toxikantu na prachovych ¢asteckach (< 1 um) do
alveolarnich bunék, vstup vlaken azbestu do fagocytujicich bunek

Pinocytosis




TOXIKOKINETIKA 2

- transport latek v organismu -

Transport u Zivocichu
- krev, lymfa, hemolymfa
- transport rozpustenych latek
- transport po navazani na proteiny (albumin, specifické proteiny)
I Mnoho organickych (nepolarnich) latek je vazano

{a) Intracellular receptors

Carrier protein in blood
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TOXIKOKINETIKA 2
- transport latek v organismu -

Transport u rostlin
- vodni proud v xylemu
- plasmadesmy ve floemu

-procesy zavislé
na podminkach prostredi
(T,vlhkost, svétlo ...)




TOXIKOKINETIKA 2
- Distribuce latek v organismu -

Afinita k riznym tkanim/pletiviim

- chemickeé vlastnosti urCuji afinitu -> cilové tkané - biokoncentrace
musle - Cd/Pb - gonady
savci Cd - mozek/kosti, Pb - ledviny/kosti

Hg - u savcu: ledviny > jatra > slezina > stfevo > srdce ...
lipofilni latky -> tukové tkané (jatra, mozek)

Respiratory System Kidney
Pneumonitis, Proteinuria, kidney stones,
destruction of glomerular and tubular

mucous membranes ; damage )

" fﬁ
o
¥
X’(
r
i
Cadmium
\\
"
S s Skotota System
estrogen-like effecté. Loss of bone density and
affection of steroid-hormon e e
synthesis




Priklad — kovy v tkanich ryb: Nove Mlyny

(KenSova et al. ACTA VET. BRNO 2010, 79: 335-345)

0.50
0.45 1
0.40 +
0.35 1
0.30 1
0.25 1
0.20
0.15
0.10 17
0.05 17

Hg [mg-kg™]

=T

O asp

O pike

[ pikeperch
O carp

B bream

0.00

muscle

liver

kidney gonads

gills

0.14

0.12

0.10

0.08

0.06

Cu [mg-kg]

0.04

O asp
O pike
@ pikeperch
O carp

Bl bream

0.02

0.00

oo |

muscle

liver

kidney testes ovaria

gills

Cd [mg - kg]

Pb [mg - kg™]

0.14

0.12

0.10

0.08

0.06

0.04

O asp
O pike
[ pikeperch
O carp

Il bream

0.02

0.00 -

0.16

0.14

0.12

0.10

0.08

0.06

0.04

0.02

0.00

O |

muscle

liver

kidney gonads

gills

|

H

I

muscle

liver

kidney gonads

qgills

—1

O asp
O pike
E pikeperch
@ carp

H bream




TOXIKOKINETIKA 3
- transformace latek v organismu -

Transformace xenobiotik v organismech

- geneticky fixované staré konzervativni systémy pro transformaci
xenobiotik jsou u vSech organismu:

- Vv minulosti
- transformace biotoxinu (plisni, rostlin, bakterii ...)
- produkty horeni (PAHSs)




TOXIKOKINETIKA
- transformace latek v organismu -

Zakladni strategie detoxifikace
- eliminace latky z organismu = omezeni expozice
- vétSina vylu€ovacich organu: vodné tekutiny
=> transformace = lepSi rozpustnost ve vodé
- tvorba polarnéjSich, méné hydrofobnich / vice hydrofilnich produktu

- zpravidla rozliSovany 2 hlavni faze detoxifikace (prip. i 3. faze, exkrece)

- dobre prostudovano u zvirat (savcu)

Poznamka: u obratlovcu (zvl. savcu — teplokrevni = vySSi rychlost chemickych
reakci >> aktivnéjsi detoxikace nez u ryb nebo bezobratlich
(= mlzi akumuluji PAHs, savci méné — efektivni metabolismus/oxidace/exkrece)

- U rostlin podobné procesy - transformace oxidujicimi enzymy
- cytochrom oxidaza, fenol oxidaza, peroxidaza, askorbat oxidaza




Velikost tela = rychlost metabolismu (transformaci)
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Xenobiotic > Primary > 5ecndary

Metabolite o Metabolit
Oxidation Conjugation olabolie
Reduction g'éhHQWCIﬂIB,
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Figure 8.1 The two phases of xenobiotic metabolism.
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TOXIKOKINETIKA
- transformace -

Faze | transformace
- enzymy MFO (mixed function oxidase, mixed function oxygenase)

- membranové enzymy vazané na endpoplasmatické retikulum
- Jsou extrahovatelné v podobé membranovych vesikull
(= mikrozomy = S-9 frakce = mikrosomalni oxidaza)
- S9 vyuZiti pfi testovani ,promutagenut” — bioaktivace — viz dale

- Geneticky konzervovane
- u vSech rostlin i zivo€ichu
- podobné geny/proteiny i u bakterii




TOXIKOKINETIKA
- transformace -

Faze | transformace — CYP450

- zakladni slozkou MFO jsou enzymy obsahujici jako koenzym hem =
cytochromy P450 (CYP) = superrodina s vice nez 150 geny

- u obratlovcl nej¢astéjSi v parenchymu jater = hlavni organ detoxifikace
(ale i jinde - epitely streva, zabry ...)

- U bezobratlich v hepatopankreasu a travicich zlazach
- hlavni reakce — reakce s kyslikem

+ dalSi reakce (hydrolyza / epoxidace / dehalogenace /
hydroxylace / deaminace / dealkylace)
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Faze | biotransformace — priklady 1

Oxidation
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Faze | biotransformace — priklady 2
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Faze | biotransformace — priklady 3
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Desulfuration
Reduction
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TOXIKOKINETIKA
- transformace -

Faze |l transformace
- konjugace metabolitu z faze | (nebo prfimo reaktivnich toxikantu) s
fadou endogennich metabolitu (- dale vice rozpustné produkty)
Enzymy ,,transferazy*
- Sacharidy a derivaty (glukuronova kyselina) aminokyseliny + tripeptid ,
glutathion (GSH!), fosfaty, sulfaty ...

—
0 0 o
H
PN
HOJH/\/L” OH
NH, O




TOXIKOKINETIKA
- transformace -

Faze |l transformace

- enzymy cytosolové i membranove:
glutathion S-transferazy (GST), epoxid hydrolaza (EH),
UDP-glucuronosyltransferaza (UDP-GTS), sulfotransferaza (ST)

- vylouceni rozpustnych produktt v moci / potu / ZIu€i

I Existuje rada latek, ktere jsou stabilni a podlehaji jen pomalé nebo
zadne transformaci ! (organochlorove latky ...)




Faze |l biotransformace — priklady 1

Phase |l reactions

Conjugation COOH
| O H COOH
HoN=—CH “ | |
CH2COOH + I — CHyC—N—CH +  HeO
{?Hz)a I
CH
CONHQ {I 2)2
‘ CONH,
Phenylacetic acid Glutamine
\ 'f |
| —— —N—C—H + HO
Qcoon s HzN—EI:—H I
COOH COOH
Benzoic acid Glycine Hippuric acid




Faze |l biotransformace — priklady 2

o OH
H
OH + ——— - QO_H + HZO
H—?'—OH

I 4 u L s
- H—C—OH Priklady: konjugacni reakce
Phenol Glucuronic acid |
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[ I HoN
[ SG cl
Diclofenac Triclosan Minoxidil
cl (acyl-glucuronidation) (glucuronidation, (sulfation)
Cl asH Hol sulfation)
+
— o
NHZ. N Q
N N OH
o TG
N 2 H N
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(N-acetylation) (N-acetylation) (methylation)

“:OOOH
m@wo
"OH,: / ’

2,3-Dihydroxynaphthalene 1-Chloro-2,4-dinitrobenzene
(methylation) (glutathione conjugation)




TOXIKOKINETIKA
- transformace -

Indukce systému MFQO a Faze |I:

- enzymy MFO jsou indukovatelné radou (lipofilnich/toxickych) latek
- organochlorové latky, PCDDs/Fs, PAHs, PCBs ...

-enzymy Faze |l jsou indukovatelné
- zvySenym vyskytem substratt (z |. Faze detoxifikace)
- reaktivnich toxikantu v burikach

-Dlouhodobé expozice subletalnim davkam
—> indukce detoxikacnich enzymdu
-> tolerance organismu k toxikantu (fyziologicka adaptace)
=> pfili§ dlouhé pusobeni: energetické vycerpani
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TOXIKOKINETIKA
- transformace -

Indukce detoxikacnich enzymu = biomarker expozice

-z aktivity detoxikaCnich enzymu Ize usuzovat na pfedchozi expozici

cizorodymi latkami = biomarkery
- Casto nértst oproti zakladnim aktivitam az 100+ kréat

- Velky vyznam indukce CYP1A (cytochromy P450 1Al)

- Vazba toxikantl a aktivace AhR (aryl hydrocarbon receptor)
- spusténi transkripce a translace novych detoxikacnich enzymu CYP450

- méreni aktivnich CYP450 — tzv. metoda EROD

- ethoxyresorufin-O-deethylaza
- zvySené aktivity - korelace s organickym (+chlor) znecisténim

- indukce dalSich enzymu CYPs
- stanoveni MROD, BROD (riazné substrany v enzymoveé reakci ,methoxy-*, ,butoxy”)
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TOXIKOKINETIKA
- transformace -

Indukce detoxikacnich enzymu u rostlin:

- oxidace : peroxidaza, 4-hydroxylaza
- ochrana pred oxidaci (superoxiddismutaza, katalaza ...)

- indukce - zejména herbicidy
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FIG. 1. Effect of monocarpic senescence on the total S0OD activity
expressed as units mg protein~' in the wheat cv. Kundan. Vertical
hars indicate 56 (7 = 3). In some cases error bars are smaller than

the symbols.
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FIG. 2. Separation on nondenaturing activity gels of S01]
forms from the leaves of wheat cv. Kundan during monocarp
nescence. [neach case 50 pg of protein per lane was loaded. Ex
loaded are from crude samples (A), chloroplasts (B), and mitc

dria (C).



TOXIKOKINETIKA
- transformace -

Detoxikace > Aktivace

-po metabolizaci rady latek detoxikaCnimi enzymy vznikaji vice toxicke
metabolity

-Obecné se uziva pojem ,aktivace” (nebo bioaktivace)

-pro urcité latky poje ,aktivace prokarcinogen - karcinogen”

Napfiiklad — POLYCYKLICKE AROMATICKE UHLOVODIKY
Hydroxylace a epoxidace benzo[a]pyrenu (BaP)
- reakce s guanosinovymi zbytky v DNA
- mutace / aktivace onkogent(
ALE BaP bez aktivace -> akutné netoxicka latka

(!) samotna indukce detoxikaCnich enzymu po expozici xenobiotiky mize mit i dalsi
primeé i neprimeé Skodlivé efekty, m.j. tzv. toxicita dioxinoveho typu (viz dale)




TOXIKOKINETIKA - Bioaktivace Prokarcinogenu
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Fig. 4.2 The conversion by mixed function oxidase (MPO) action of the noncarcinogen
polyaromatic hydrocarbon, benzola]pyrene, into benzo[a]pyrene diol epoxide which is a

strong carcinogen.
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Prehled: Metabolismus toxickych latek
+ souvisejici negativni toxicke ucinky
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TOXIKOKINETIKA- ELIMINACE
ULOZENI (sequestration)

Ulozeni xenobiotik v inertnich tkanich
=> omezeni cirkulace a snizeni expozice

Zivogichové - tuk (organochlorové latky), zuby, viasy, rohy (kovy)
- U bezobratlich popsano ukladani nerozpustnych
zinkovych granuli ve streve pijavek

Rostliny - vakuoly, listy, kura (-> opadani)

Uvolnéni ze zasob
PCBs a dalSi organochlorové latky -> tuk: ALE: rychla potreba energie
(stradani, tvorba mléka ...) uvolnéni ze zasob

-> nahla vétsi expozice a/nebo uvolnovani v mléce




TOXIKOKINETIKA- ELIMINACE

ULOZENI (sequestration)
Metalothioneiny (MTs, MT-like proteins)

- cytoplasmatické nizkomolekularni proteiny (6-10 kD) bohaté na Cys
- znamy u velké rady eukaryot

- vazba kovu : Zn, Cd, Hg ... => snizeni expozice / toxicity

- dlouhy polocas zivota proteint (~ 25 dni)

- puvodni biologicka funkce -
? snad regulace dostupnosti esencialnich kovu (napr. Zn) ?

INDUKCE MTs
expozice kovy
jiny méne specificky stres - hypoxie, zmény teploty ...

- Indukce MTs - dalSi priklad BIOMARKER EXPOZICE




Indukce MTs (priklad — expozice ryb arsenem)
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Fig. 2. Metallothionein (MT) concentrations in the (a) livers and (b) kidneys of lake whitefish fed a control diet and three As

contaminated diets for 10, 30, and 64 days. Data are expressed as mean { + 5.E.). Asterisk denotes mean is significantly different
from the control at that duration (F < 0.05). See Fig. | for an explanation of histogram shading.




 Membranove transportery Faze Il

— ATP-Binding Cassette transporters (ABC
transporters)

— Velka superrodina (or prokaryot po lidi)
— Transmembranoveé proteiny — exkrece ruznych latek z
bunky
« Metabolity po detoxifikaci (GS-, UDG-konjugaty apod)
- zlu€ a vyloug€eni stolici
» LéCiva, lipidy, steroly

*
g@lts fram Bacterial
Returned to liver Bction in Colon
Via P 1

Enterohepatic circulation of Bile salts




SMALL ORGANIC Di"é';'ﬁ';c MONOVALENT  ANIONIC JUEOVY
AMNIONS/CATIONS BILE SALTS COMPOUNDS y
COMPOUNDS kana'lek

OAT2/0OCT1 OATP NTCP | Na+ MCT2, H+

Jaterni
burika

- MRP (MDR) - multidrug resistance-associated protein family
- OATP - Organic Anion Transporting Polypeptide
- P-glycoprotein
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EXKRECE - VYLUCOVANI

Mira eliminace xenobiotika - mira mozné toxicity
delSi expozice / vétSi nebezpeci efektu

SUCHOZEMSTI ZIVOCICHOVE (obratlovci)

VétSina rozpustnych neplynnych a nevolatilnich latek

* Moc€ - glomerulus - kliCky: filtrace / aktivni transcelularni exkrece /
transcelularni difuze /i resorpce (!)

* Potni zlazy

- Velmi vyznamné vyluCovani - zlu€
aktivni transport konjugatu z jaternich bunék do zluci / ve strevé
dalsi transformace mikroflorou / event. resorpce

- plynné latky (NH3) a volatilni latky (alkoholy) - plice/dychani




EXKRECE - VYLUCOVANI

VODNI ZIVOCICHOVE
- hlavnim vyluCovacim organem zabry (NH;) + ZluC (ledviny méné)

ROSTLINY
- ukladani ve vakuolach, vyluéovani plynych toxikantd

TEMPERATURE
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Pr: EXKRECE ruznych kongenert PCBs z ryby po injekci

Pomalé (nedokonalé) vonucenl zejm. u vysechlorovanych (vySSi hydrofobicita)
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Fig. 4. Relative levels of the 20 PCBs retained in zebrafish after 1P injection. Fish were sampled after 7, 21, 35, 70, and 140 days. The level of
each congener was caleulated on a wet-weight basis relative to the level in the injected peanut oil mixture, respectively, and multiplied by 1,000




Shrnuti - otazky

U kterého z organismu bude rychleji probihat biotransformace
(detoxifikace) latek? U ryby nebo u Clovéka? Vysvétlete proc.

Jaké jsou hlavni procesy, které latka prodelava v organismu?
Které enzymy se podili na biotransformacich latek?

Které jsou nejCastéjSi chemické reakce pfi biotransformacich?
Jaké transformacni produkty s nejvétsi pravdépodobnosti vzniknou
v organismu, ktery bude exponovan latce benzen?

Co je to glutathion?

Co je to prvni a druha faze detoxifikace?

Znate priklad latky, ktera je ,bioaktivovana® v organismu?

V jaké podobé a jakym organem se vylucuji toxicke latky z ryb? z
rostlin? z ZivoCichu — obratlovcu?




