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Xenobiotika

o Cizi latky

e ZneSkodnéna
— Vétsina

e Aktivovana
— Kancerogenni
— Mutagenni
— Toxické

~ e
NG 3
. v
e
]— L Univerzita
VIN y OP Visblévani Pardubice
EVROPSKA UNIE k¥ o0 Mask ’




INCHEBIO - Inovace studijnich programi Specidlni chemicko-biologické obory na Univerzité Pardubice CZ.1.07/2.2.00/07.0139

Eobiotika

e Té&lu vlastni
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Xenobiochemie

» Metabolické premény xenobiotik
 Farmakologie
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Enzymy metabolickych p rfemen

xenobiotik
« Xenobiotika

— VylouCena nezmeénéna

o Polarni latky
— Meéni se spontanné

« Malo
— Biotransformace pomoci enzymu

e VétSina
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Biotransformace

« Deaktivace
— Fenobarbital - 4-Hydroxyfenobarbital
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Biotransformace

» Aktivace
— Prontosil - Sulfanilamid
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Biotransformace

e Zména ucinku
— lproniazid - Isoniazid
— Antidepresivum — antituberkulotikum
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Biotransformace

o Toxikace
— Benzpyren - Epoxid benzpyrenu
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Biotransformace

XH Jf*, X —OH

X —OH t1f°., X —O-konjugéat
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Enzymy 1. faze metabolismu
xenobiotik

e Hydrolytické enzymy
— Substraty
e Estery
Amidy
Hydroxamove kyseliny
Hydraziny
Karbamaty
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Enzymy 1. faze metabolismu
xenobiotik

— Hydrolyticka dehalogenace alifatickych uhlovodiku
— Hydrolytickeé Stépeni cyklickych sloucenin
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Enzymy 1. faze metabolismu xenobiotik

— Arylesterasy

— Karboxyesterasy

— Acetylesterasy

— Cholinesterasa

— Epoxidhydrolasa
 Epoxid - Dihydrodioly

AflatoxinB, O PP’ . Epoxid B,
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Enzymy 1. faze metabolismu xenobiotik

 Reduk €éni enzymy
— Redukce

e Karbonylovych sloucenin
* Dvojnych vazeb
e N-oxidu
e Sulfoxidu
 Disulfidd
« Aromatickych nitroslouc¢enin
o Aromatickych azosloucenin
 Dehalogenace
« Hydroxamovych kyselin
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R-NO, - R-NO - R-NHOH - R-NH,
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R-N=N-R - R-NH-NH-R - R-NH, + R-NH,
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CCl, — CHCI
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Enzymy 1. faze metabolismu xenobiotik

— Koenzymy
« NADPH
« NADH

— Cytochromy P450
* Anaerobni prostredi
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Enzymy 1. faze metabolismu xenobiotik

« Oxida€ni enzymy
— Nejvétsi roli hraji mikrosomalni monooxygenasy
« Membranoveé enzymy lokalizované na hladkém ER
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Enzymy 1. faze metabolismu xenobiotik

— Aktivita monooxygenas

XH + NADPH+H® + O,

- XOH + NADP" + H,0
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Enzymy 1. faze metabolismu xenobiotik

— Mikrosomalni monooxygenasy zavislé na cytochromech
P450

1948: Klingenberg
Hemoprotein typu b
— P: pigment
— 450: maximum, kde absorbuje cytochrom po redukci a
vazbeé s CO
NADPH-cytochrom P450-reduktasa
Fosfatidylcholin
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RH - Fe** - (RH)Fe* 0O - (RH)Fe™

(RH)Fe” 0O - (RH)Fe™(0,) - (RH)Fe™('0,)

0% » (RH)Fe*(©¥) OMOM™- RH(Fe-0)*

RH(Fe-0)* - (R)(Fe-OH)* - (ROH)Fe*

(ROH)Fe* - ROH + Fe*
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Enzymy 1. faze metabolismu xenobiotik

— Dvouelektronova oxidace
— Povaha reaktivniho oxidantu zatim neobjasnéna
— Prosteticka skupina
e Fe-protoporfyrin IX
— 5. ligand: sira cysteinu
— 6. ligand: navazany kyslik
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Enzymy 1. faze metabolismu xenobiotik

— Alifaticka a alicyklicka hydroxylace
— Aromaticka hydroxylace

— O- a N- dealkylace

— Oxidace izolované dvojné vazhby
— N-oxidace

— Sulfoxidace

— Deaminace

— Desulfurace
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Enzymy 1. faze metabolismu xenobiotik

— Substratova specifita a mnohotnost forem P450
 Nadrodina enzymu
« CYP 1A1
— CYP:
» CYP1, CYP2, ... oznaceni genu
» A-H . .. 8 podrodin enzymovych proteinu
» CYP 1A1, CYP 1A2, ... individualni formy
— Sekvencéni podobnost:

» Rodiny: obsahuji enzymy s vétSi nez 39%
sekvenéni podobnosti

» Podrodiny: vétsi nez 59%
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Enzymy 1. faze metabolismu xenobiotik

— NADPH-cytochrom-P450-reduktasa
» Akceptor elektronu z NADPH
e Pfenos na komplex Substrat-P-450(Fe 3*)

« FAD

— Akceptor elektronu z NADPH a donor pro FMN
« FMN

— Redukuje P450 :@: j\)L

~OH
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Enzymy 1. faze metabolismu xenobiotik

— Mitochondrialni monooxygenasy zavislé na cytochromech
P450

e Metabolismus sterolu
* Flavinova NADPH-dehydrogenasa (Ferredoxinreduktasa)

NAD(P)

Ferredoxin

Ferredoxin-
reduktasa

NAD(P)H S-OH
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Enzymy 1. faze metabolismu xenobiotik

— Cytochromy P450 mikroorganismu
* Rozpustné
— Jejich izolace je tak snadnéjsi
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Enzymy 1. faze metabolismu xenobiotik

— Flavinové mikrosomalni monooxygenasy (FMO)
e 1964: Ziegler
 Afinita ke slou¢eninam obsahujici N, S, P
« Koenzymem je FAD
— Redukovan NADPH
 FADH reaguje s O,

N . Vb ad

(ten reaguje se substratem)
» K aktivaci O , dochazi bez U €asti substratu !
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Enzymy 1. faze metabolismu xenobiotik

— Flavinové mikrosomalni monooxygenasy (FMO)
e Substratova specifita a mnohotnost forem FMO
— Substraty s nukleofilnim centrem
» Mnoho eobiotik také nukleofily

» Vice nez 1 naboj v molekule substratu blokuje
aktivitu FMO
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Enzymy 1. faze metabolismu xenobiotik

— Flavinové mikrosomalni monooxygenasy (FMO)
e Oxidace primarnich, sekundarnich a terciarnich aminu
Oxidace sulfidu a sulfoxidu
Oxidace thiolu, sulfenovych kyselin, disulfidd
Oxidace thioamidu
Oxidace thiokarbamidu
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Enzymy 1. faze metabolismu xenobiotik

e Jiné oxidoreduk €ni enzymy
— Alkoholdehydrogenasy
« Alkohol - Aldehyd - Karboxylova kyselina
e Koenzymem je NADH
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Enzymy 1. faze metabolismu xenobiotik

e Jiné oxidoreduk €ni enzymy
— Aldehyddehydrogenasy
* Aldehydy — Karboxylové kyseliny
* Meziproduktem je thiopoloacetal
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Enzymy 1. faze metabolismu xenobiotik

e Jiné oxidoreduk €ni enzymy
— Biotransformace formaldehydu
* Neni oxidovan na kyselinu mravenci !
 Formaldehyddehydrogenasa
— Katalyzuje tvorbu aduktu s GSH
» Ten oxidovan na formylthioester
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Enzymy 1. faze metabolismu xenobiotik

o Jiné oxidoreduk €ni enzymy
— Monoaminooxidasy

» Biotransformace biogennich aminu, dalSich alkyl- a
arylaminu

R-CH,-NH, + O, + HO -

R-CH=0 + NH, + H,0,

« Aldehydy mohou byt dale oxidovany na odpovidajici KK
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Enzymy 1. faze metabolismu xenobiotik

o Jiné oxidoreduk €ni enzymy
— Xanthinoxidasa, aldehydoxidasa
» Metaloflavoproteiny

« Substraty jsou nikotin, pyrimidiny, puriny, xanthiny,
theofylin, kofein, ...

SH + HO - S-OH + 2e& + 2H"
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Enzymy 1. faze metabolismu xenobiotik

e Jiné oxidoreduk ¢&ni enzymy
— Superoxiddismutasy

'O, + 'O, + 2H" OMr- H,O, + O,

N& 3
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Enzymy 1. faze metabolismu xenobiotik

e Jiné oxidoreduk ¢€ni enzymy
— Glutathionperoxidasy
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Jiné biotransforma ¢ni premeny

e Cyklizace

— Cyklizace nebo vytvoreni nového jadra odStépenim molekuly
vody

« Methadon, lidokain
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Jiné biotransforma ¢ni premeny

 Stépeni jader a_fetézci
— Azobenzeny
— Dithiokarbamaty
— Slouceniny obsahujici v molekule organicky vazany kov
— Preména kumarinu

o_ _O OH
—> @
- CHz-C—COOH
O
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Enzymy 2. faze metabolismu
xenobiotik

 Reakce synteticke
« Konjugace s endogennimi Cinidly
— Produkty metabolismu bunky
« Kyselina glukuronova
o Aktivni sulfat
« Aktivni Met
« Aminokyseliny
— Aktivace bud konjugacniho €inidla nebo substratu
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Enzymy 2. faze metabolismu
xenobiotik

 Konjuga ¢€ni reakce

e Glukuronidace
— NejcastéjSi konjugacni reakce
— Enzym:
« UDP-glukosiduronattransferasa
« Membrana hladkého a drsného ER

* Pfenos kyseliny glukuronové z UDP-glukuronatu na
nukleofilni akceptor

— Hydroxyl, karboxyl, -SH, -NH,,




INCHEBIO - Inovace studijnich programi Specidlni chemicko-biologické obory na Univerzité Pardubice CZ.1.07/2.2.00/07.0139

Enzymy 2. faze metabolismu
xenobiotik

e Glukuronidace
— O-, N-, S- a C- glukuronidace
— Mnohotnost forem
* RUzné isoenzymy
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Enzymy 2. faze metabolismu
xenobiotik

o Sulfatova konjugace
— Metabolizovany
« Alkoholy, fenoly, hydroxylaminy, alicyklické steroidy,
arylaminy
— Konjugacni Cinidlo:
« 3’-fosfoadenosin-5’-fosfosulfat (PAPS)
— ATP + anorganicky sulfat
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Enzymy 2. faze metabolismu
xenobiotik

o Sulfatova konjugace
— Sulfotransferasy
 Arylsulfotransferasy
— Fenoly, katecholaminy, organické hydroxylaminy
* Hydroxysteroidsulfotransferasy
— Hydroxysteroidy, primarni a sekundarni alkoholy
« Estronsulfotransferasy
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Enzymy 2. faze metabolismu
xenobiotik

 N-, O-, S- Methylace

— N-, O- a S- Methyltransferasy

— S-Adenosylmethionin
e Koenzym

— Metabolismus endogennich biogennich aminu
e D, Histamin, A, NA

— S-Methyltransferasy
» Detoxikace thiopurint, thiopyrimidinu, thiold
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Enzymy 2. faze metabolismu
xenobiotik

* N-, O-, S- Methylace
— Fyziologické thioly nemethylovany
e Silné disociovany

~r )
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Enzymy 2. faze metabolismu
xenobiotik

o Konjugace s glutathionem

— Silné nukleofilni ¢inidlo 0 0 H\)OL
— GSH-S-transferasa How” OH

— Konjugaty dale transformovany NH ©
v-glutamyltranspeptidasy
- kyselina merkapturonova
GS-R + H,O - Cys-Gly-S-R + Glu HS COOH
HN O
Cys-Gly-S-R - Cys-S-R + Gly Y
CHj

Cys—S-R + Acetyl-CoA - N-Acetyl-Cys—S-R + CoA
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Enzymy 2. faze metabolismu

xenobiotik
* Acetylace
— Acetylace —OH a —SH skupin vyluéné u eobiotik
» Acetylace:

— Cholinu na Ach
— Co-A na Acetyl-CoA
— Xenobioticke substraty: aminy
— Arylaminy, alifatické aminy, hydraziny, sulfonamidy
— Acetyltransferasa
» Acetyl-CoA - aktivni konjugacni €inidlo
— Dédiény polymorfismus pfi acetylaci arylamina a hydrazinu —
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Enzymy 2. faze metabolismu
xenobiotik

* Acetylace
— Acetylace:
e Pfenos acetylu z Acetyl-CoA na enzym
— Acetylace enzymu
« Acetylace substratu a regenerace enzymu
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Enzymy 2. faze metabolismu
xenobiotik

o Konjugace s AA nebo cukry
— Substraty:
« Kyseliny rostlinného puvodu
— Kyseliny s menSi a stfedni Mr — konjugace s AA
— VétSi molekuly - glykosidy
e Zludové kyseliny
— Taurin, Gly (|?
— Acyl-CoA-synthasa, aminoacidacylasa H O/S\\\/\NHZ
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R-COOH + ATP + CoA 0Off1MT™™. R -CO-S-CoA + AMP + PP
Reverzibihi reakce
R-CO-S-CoA + R,-NH, OfPfP*. R-CO-NH-R, + CoA

Ireverzibini reakce
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Enzymy 2. faze metabolismu
xenobiotik

o Konjugace s AA nebo cukry
— Konjugace kyseliny benzoové s Gly — kyselina hippurova
* Mira krevniho prutoku ledvinami
e Test natoluen

| TR U
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H
|
COOH O=C—N—CH,—COOH

+ ATP + Acetyl-CoA +] 2 COOH_ + CoA + AMP + PP H;0

NH>
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Enzymy 2. faze metabolismu
xenobiotik

 Rhonadasa
— Katalyzuje pfeménu kyanidu na rhodanid

SO + CN° - SO + SCN

N& 3
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Enzymy 2. faze metabolismu

xenobiotik

« Konjuga ¢ni reakce, které nejsou tak rozSi reny
o Glyoxylasy
— Glyoxylasa I, glyoxylasa Il H

0
|
R—lcls—ﬁ:—H + GSH——> R—clz—ﬁ:—s—e
O O H O

OH OH

| |
R—C—C—8~G+ HO —= R—C—C—OH + GSH
H O H O

« Ucastni se proliferace bunék
— Detoxikuji 2-oxoaldehydy
» Ty inhibuji bunécény rast
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Enzymy 2. faze metabolismu

xenobiotik
« Konjuga ¢ni reakce, které nejsou tak rozSi reny

* Thiotransferasy
— Slouceniny s -S-S- vazbami
X-S-S-Y + G-S-H o X-5-S-G + Y-S-H

X-S-S-G + G-S-H o G-S-S-G + X-S-H

G-S-S-G + NADPH+H*® OMirredEeP. 2G-S-H + NADP
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Enzymy 2. faze metabolismu
xenobiotik

« Konjuga ¢ni reakce, které nejsou tak rozSi reny

e B-Thiolasa
« Stépeni vazeb —S-C- v molekule konjugatu s Cys
« Kofaktor: pyridoxalfosfat

NH;
|
R—S—CH—CH—COOH — R—SH+ NHj3 + CH3—|C|:—COOH
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Faktory ovliv nujici aktivitu
biotransforma €nich enzym

* Mezidruhove rozdily
— Priklady:

* N-hydroxylace alifatickych aminu je velmi nizka u potkanu
N-hydroxylace arylacetamidu je velmi nizka u morcat
N-acetylace arylaminu chybi u psu
Glukuronidace chybi u kocek, Ivua, rysu
Sulfatova konjugace chybi u prasat
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Faktory ovliv nujici aktivitu
biotransforma €nich enzym

e Vnitrodruhoveé rozdily, dieta
— Cukry

e Glukosa in vivo - prodlouzeni hypnotickych ucinku
barbituratu

— ProC ?
— Lipidy
» Fosfolipidy nezbytné pro aktivitu mikrosomalnich
monooxygenas
— Proteiny
e Snizeny pfisun proteinu — snizena aktivita oxidacnich
enzymu
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Faktory ovliv nujici aktivitu
biotransforma €nich enzym

 Sex diference

— Hladovéni u samcu - snizeni aktivity biotransformacnich
enzymu
e Testosteron ?
— Morfin, kodein: 2 az 3krat rychleji metabolizovany samci oproti
samicim
e Opet testosteron
— K,, oxidacnich enzymu samic je podstatne vysSi v
porovnani s K,, samcu
— Enzymy zavislé na androgenech méné odolné nepfiznivym
podminkam
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Faktory ovliv nujici aktivitu
biotransforma €nich enzym
Vek

— Ve stafri snizené celkové mnozstvi cytochromu P450
— Postupny ubytek hladkého ER

— Zatim nenalezena zavislost mezi vékem a snizené aktivity
konjugacnich enzymu
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Faktory ovliv nujici aktivitu
biotransforma €nich enzym

* Geneticke faktory
— Individualni citlivost vuci nékterym xenobiotikum
— Vznik riznych onemocnéni vyvolanych farmaky
— VetSi riziko vzniku nadorovych onemocnéni
« 2 fenotypy
— Extensive metabolizer (EM)
— Poor metabolizer (PM)
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Faktory ovliv nujici aktivitu
biotransforma €nich enzym

* Geneticke faktory
— Podstatou je mutace genu odpovédného enzymu
e Objasnéno u 3 typu genetickeého polymorfismu

— U cytochromu-P450 2D6
» Typ CYP 2D6 debrisochinového polymorfismu

— U cytochromu-P450 2C8
» Typ CYP 2C8 mefenytoinoveho polymorfismu

— U N-acetyltransferasy
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Faktory ovliv nujici aktivitu
biotransforma €nich enzym

* Geneticke faktory H
. L PN
— Polymorfismus acetylace isoniazidu NH,
* PM: X

— Nejvice arabska populace (90%) | P
— Nejnizsi u Eskymakua a Japoncu (5-10%) °N
— Pfitomnost homozygotnich alel (r/r)

— Hepatitidy, neurotoxické poruchy, karcinom mocoveho
méchyre
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Faktory ovliv nujici aktivitu
biotransforma €nich enzym

* Geneticke faktory
— Polymorfismus debrisochinu
» Blokator (3-adrenergnich receptoru
— Lécba hypertenze
« PM:
— Zavraté, hypotenze
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NH NH

N—C—NH; N—C—NH

OH
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Faktory ovliv nujici aktivitu
biotransforma €nich enzym

 Genetickeé faktory
— Polymorfismus AH (Ah) lokusu
e Vztah k indukénimu mechanismu xenobiotik
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Faktory ovliv nujici aktivitu
biotransforma €nich enzym
Geneticke faktory

— Indukce
« Vyvoj a diferenciace bunék
Regulace klicovych enzymu
Zasah do ucinkd hormonu
Ochrana pfed kumulaci a toxicitou xenobiotik

Enzymova indukce:

— ZvySeni syntezy m-RNA, po které nasleduje syntéza
specifickeho enzymu
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Faktory ovliv nujici aktivitu
biotransforma €nich enzym

* Geneticke faktory
— Indukce
* Indukce probiha v podminkéach in vivo po podani induktoru
« Jednotlivé induktory zvysuji aktivitu urcitych forem enzymu
« DalSi zmény nastavajici po podani induktoru:
— Zmnozeni membran hladkého ER
— ZvétSeni poctu i velikosti hepatocytu
— ZvySeni obsahu r-RNA v ribosomech
— ZvySeni stability ribosomu
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Faktory ovliv nujici aktivitu
biotransforma €nich enzym

* Geneticke faktory
— Induktory typu methylcholanthrenu
o Afinita k substratim typu PAH
* Odpovedny za syntezu izoforem P-450, jejichz pusobenim
vznikaji reaktivni produl+*-
— Toxicita

— Kancerogenita ‘ &
— Mutagenita ‘C
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Faktory ovliv nujici aktivitu
biotransforma €nich enzym
* Geneticke faktory

— Induktory typu fenobarbitalu

« Syntéza isoforem P450, které vétSinou detoxikuji a
deaktivuji

O

X

HN NH

® 0
HsC

N& 3
1 , -
EVROPSKA UNIE i - t



INCHEBIO - Inovace studijnich programi Specidlni chemicko-biologické obory na Univerzité Pardubice CZ.1.07/2.2.00/07.0139

Faktory ovliv nujici aktivitu
biotransforma €nich enzym

 Genetickeé faktory
— Mechanismus indukce PAH
 Prochazi bunéénou membranou

 V cytosolu vazba na Ah receptor - jadro - syntéza
prislusného enzymu

— Mechanismus indukce fenobarbitalem
* Indukce ne tak vyrazna jako u PAH
* Nedokazana receptorova BK
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Faktory ovliv nujici aktivitu
biotransforma €nich enzym

* Geneticke faktory
— Induktor musi splnovat:
» Velka lipofilita
« Schopnost akumulace
« Malo se metabolizuje
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Biotransforma €ni enzymy placenty a
plodu

« Kontergan
 Lipofilni xenobiotika

=\ 7

— Pfeména na polarnéjsi latky a hromadéni ve tkanich plodu

 Enzymy placenty
— Benzpyrenhydroxylasa
o Kuracky
 Enzymy plodu

— 8. tyden téhotenstvi: mikrosomalni monooxygenasy
— Konjugace UDP-glukuronovou kyselinou nizka




