Metabolizam ksenobiotika
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Znacaj u biomedicini

= Poznavanje metabolizma ksenobiotika je izuzetno vazno
u razumijevanju
= farmakologije
= toksikologije
= istrazivanja raka
= uvodenja lijekova u klini¢ku praksu

Osnovna podjela ksenobiotika od medicinskog zna  €aja:

1. lijekovi
2. kemijski karcinogeni
3. razli¢iti toksikanti (pesticidi)
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U jetri se dogadaju brojne metabolicke transformacije.

Metabolizam preobraZaja ksenobiotika se moze podijeliti
u 2 faze:

e Faza 1.
Reakcije oksidacije su jedne od najvaznijih
reakcija pri transformaciji ili preobrazaju
ksenobiotika.

Provode ih:

CITOKROM P-450 VRSTE (MONOOKSIGENAZE)

Ti enzimi takoder mogu katalizirati reakcije
deaminacije, dehalogenacije, desulfuriranja,
epoksidacije, peroksigenacije i reakcije
redukcije.




Faza 2.:

nakon faze 1 - hidroksilirane ili na neki drugi nacin promjenjen
supstancije prevode pomocu specifi¢nih enzima u razli¢ite polarne
metabolite reakcijama:
1. konjugacije s glukouronskom kiselinom, sulfatima, acetatima,
glutationom ili s nekim aminokiselinama

2. metilacijom

e Glavna svrha provodenja faze 2. u metabolizmu ksenobiotika je:
e povecanje njihove polarnosti ( topivosti u vodi), a time je olakS§ano i
izlu¢ivanje iz organizma.

e Hidrofobni ksenobiotici koji se ne mogu prevesti u polaran oblik
zadrZavaju se u adipoznom tkivu.

Citokromi P450

=1 Nad-obitelj enzima citokroma P450 ima klju¢nu ulogu u
metabolizmu ksenobiotika.

= Gotovo se svi ksenobiotici transformiraju u organizmu
pomocu tih enzima.

w Enzimi CYP P450 su izuzetno strukturno polimorfni
(razlike su nadene u kodirajucoj regiji).
= Citokrom p-450 su velika obitelj koja imaju u svom sastavu hem, i

kataliziraju reakcije tipa:
RH + O, + NADPH + H+ — R-OH + H,0 + NADPH 1)

RH - razliciti lijekovi, karcinogeni, zagadivaci ili neke endogene supstancije kao $to su steroidi i
brojni drugi lipidi

Reducirani citokrom p-450 — Oksidirani citokrom p-450
RH + 02 — R-OH + H20 @)

Metabolizam ksenobiotika uz CYP (citokrom P450)

Tijekom prvog prolaska kroz jetru dogadaju se
ekstenzivne kemijske transformacije lipofilnih ili teSkih
(MW >500) spojeva. Oni postaju znac¢ajno hidrofilniji i
prema tome lakSe se mogu izlugiti.
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CYP enzimi sudjeluju u reakcijama monoksigenacije

Metabolizam uz CYP

Monoksigenacija supstrata

CYP
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Metabolizam pomoc¢u CYP

Citokromi - monooksigenaze uklju¢eni su u biosintezu
steroida i masnih kiselina

Do danas je otkriveno 17 obitelji CYP i opisano oko 50
izooblika

klasifikacija: CYP,3A4*15A-B

obitelj | izoen;hn\alel
>40% o sekvenci o

ovisne podobitelj

homologije >55% o sekvenci

ovisne homologije

Obitelj gena citokroma P450
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Obitelj humanih CYP

CYP 1-5,7,8,11,17, 19, 21, 24, 26, 27, 39, 46, 51

Funkcija:
metabolizam ksenobiotika: CYP 1, 2A, 2B, 2C, 2D, 2E, 3

metabolizam steroida: CYP 2G1, 7, 8B1, 11, 17, 19, 21, 27A1,
46, 51

metablizam masnih kiselina - CYP 2J2, 4, 5, 8A1

VCYP 24 (vitamin D), 26 (retinoi¢na kiselina), 27B1 (vitamin

CYP

Izoenzim flavin-monoksigenaze . L
Oksidoredukcijski

potencijal posredovan je
porfirinskim Zeljezom u
aktivnom mjestu

Alkohol dehidrogenaza
Aldehid oksidaza
Monoamin dehidrogenaza (MAO)

Drug-R + 0O, Drug-OR + H,0

NADPH NADP
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« tercijarna struktura ima je visoko konzervirana unato¢ H
razlikama u sekvenci Strukture nekoliko CYp sisavaca danas su detaljno
odredene i mogu se naci na:
Brookhaven Database:
http://www.pdb.mdc-berlin.de/pdb/
- 1DT6.pdb CYP 2C5 rabbit Sep 2000
Superpozicija
hCYP 2C9 (10G5.pdb) i 10G5.pdb CYP 2C9 human  Jul 2003
CYP 450 BM3 (2BMH.pdb) 1PO5.pdb CYP 2B4 rabbit  Oct 2003
Bacillus megaterium
1PQ2.pdb CYP 2C8 human Jan 2004
Za razliku od bakterijskih CYP, mikrosomalni CYP-ovi sisavaca
imaju i dodatnu transmembransku uzvojnicu koja sluZi kao sidro
u membrani 15 16
L3
°
L3
CcYP H cYp
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< Glavnina se nalazi u jetri, no neki se nalaze i na stijenci
tankog crijeva.

“CYP sisavaca vezani su za membranu endoplazmatskog

retikuluma
cyp2pe  CYP distribution
2% other
CYP 2A6 %
4% CcYp3|ECYP3
CYP 1A2 31% |@CYP 2C11
13% OCYP 2E1
OCYP 2C6
BCYP 1A6
OCYP 1A2
CYP 146 OCYP 2A6
8% ECYP 2D6
CYP 2C6 O other

CYP 2C11
16%

13%

CYP 3A4, CYP 2D6 i CYP 2C9 sudjeluju u metabolizmu
ksenobiotika.

Metabolic Contribution
hepatic only CYP 1A2 other mCYP 3A4
cyp2cg % 3% mCYP 206
10% OCYP 2C9
mCYP 1A2
mother

CYP 3A4
CYP 2D6 55%

30%

also small intestine




Specifi¢nost za supstrat . N .
P P Polimorfizmi u genima za CYP
CYP 1A2 verapamll, |m|pr§m|ne, alm|trlypt|l|ne, +Svaki ¢ovjek se razlikuje od drugog ¢ovjeka viSe ili namje “
caffeine (arylamine N-oxidation)
Fenotipovi mogu biti razliciti na osnovi aktivnosti ili
sadrzaja eksprimiranih CYP.
CYP 2A6 nicotine ja eksp
CYP 2B6 cyclophosphamid Genotip je odreden sekvencom DNA.
CYP 2C9 diclofenac, naproxen, piroxicam, warfarin COYJe" ima 2_'s_,eta kro_mosma_? %_to znadi da isti genotip
moze dati razli¢ita fenotipska obiljezja
CYP 2C19 diazepam, omeprazole, propanolol
CYP 2D6 amitryptiline, captopril, codeine, U ovisnosti 0 metaboli¢koj aktivnosti, razlikujemo 3 glavna tipa
mianserin, chlorpromazine metabolizanata:
CYP 2E1 dapsone, ethanol, halothane, paracetamol  intenzivni metabolizant (normalan)
CYP 3A4 alprazolam, cisapride, terfenadine, ... & slab metabolizant
http://medicine.iupui.edu/flockhart/ = ultra-brz metabolizant (poveéan metabolizam ksenobiotika)
» Lit: K. Nagata et al. Drug Metabol. Pharmacokin 3 (2002) 167  *

Kao primjer, citokrom P-450 posreduje pri oksidaciji
A9-tetrahidrokanabinol-a i to na poziciji alila:

+ O3 + NADPH + H*

cyvtochrome P-450
NADPH-cytachrome P-450 reductase
o
CeHy + NADP*+ + H20
Metabolizam tetrahidrokanabinola Metabolizam naftalena
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Mehanizam karcinogeneze benzopirena Mehanizam karcinogeneze aflatoksina
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Hidroksilacija kolesterola citokrom P s0 monoksigenaza@g e
L d

Reakcije hidrokislacije vrlo su znacajne u sintezi kolesterola iz skvalena i pretvaranju kplesterola u
Zucne soli i steroidne hormone

Kisik se za potrebe reakcije
hidroksilacije aktivira pomocu citokrom

ROH Substrate
RH

Mitohondrijski p-450 sustav

= se razlikuje od mikrosomalnog po tome Sto
koristi NADPH-vezan flavoprotein — pa se
nazivaju flavinske monoksigenaze (FMO).

P450 oksigenaza. &S

Ti na membarnu vezani proteini sadrze RH o, RH

hem kao prosteti¢ku skupinu @ <> ) |
. ) o o «—(Adrenodosin |

Kao reducens u reakcije ulazi NADPH, j Y

koji prenosi elektron na flavoprotein koji 21

ga zatim prenosi na adrenodoksin, RO RH

protein koji sadrzi nehemsko Zeljezo.
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Adrenoksin prenosi elektron i reducira X Rig=© ‘/<
Fe?-

Fe3+ u F2+ u hemu. Bez tog elektrona o,
o L o
P450 ne veze kisik. (o) —"

= slicno citokromu P-450 imaju mjeSovitu ulogu
oksidaza i zatijevaju kisik i NADPH kao
kosupstrate.

= Ovi enzimi primarno kataliziraju oksidaciju
nukleofilnih skupina kao $to su amini i tioli.

Metabolizam etilnog alkohola

icohol ? Idehyd 4
alcoho aldehyde

s 4 ) . 44
CHy-CH,-0H Tehydrogenuse CHy defydrogenase CHa .

#i Oba enzima traze NADP+ ili NAD+ kao kosupstrate.

Enzim aldehid dehidrogenaza se inhibira
fungicidom disulfiramom, koji se u klinici
koristi u terapiji alkoholizma.

Pacijent se sprijeCava u konzumiranju
alkohola na razini acetaldehida, koji se vrlo
brzo akumulira i izaziva glavobolju i muéninu i
povracanje.

Disulfiram

Faza 2.
REAKCIJE KONJUGACIJE U SVRHU PREOBRAZBE
KSENOBIOTIKA U OBLIK PODESAN ZA 1ZLU GIVANJE

% Postoji 5 tipova reakcija faze 2. metabolizma ksenobiotika:

1. Glukouronidacija:

Reakciju kataliziraju glukouronil transferaze,
prisutne u ER i citosolu.

Molekule poput 2-acetilaminofluoren, anilin,
benzoi¢na kiselina, meprobromat, fenol i mnogi | UDP-giukouroni&a kiselina je donor
steroidi se izlucuju kao glukouronidi. glukauronila

(Uridin-5"-difosfo- alfa-D-glukouronska kiselina)

Glukouronidi se mogu vezati na kisik, dusik ili
sumporom bogate skupine §to ¢ini
glukouronidaciju jednom od najces¢ih reakcija
konjugacije.

2. Sulfoniranje:
Neki alkoholi, akrilamini i fenoli se
sulfuriraju uz enzim sulfotransferazu i

kosupstrat 3'-fosfoadenozin-5'-fosfosulfa
(PAPS), koji donosi sulfatnu skupinu

3-fosfoadenozin-5"-fosfosulfat

Donor sulfata u drugim reakcijama
(primjer: sulfuriranje steroida,
glukozaminoglikana, glukopipida i
glukoproteina) je adenozin 3'-fosfat-5'-
fosfosulfat (aktivni sulfat)

3. Konjugacija karboksilnih kiselina s
aminokiselinama (najéeS¢ée glicinom) preko
njihovih tiolestera.
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Aminokiselinska konjugacija benzojeve kiseline

Reakciju katalizira aminoacid N-aciltransferazu




4. Konjugacija s glutationom

Glutation je tripeptid (gama-glutamilcisteinilglicin).
Brojni potencijalni toksic¢ni elektrofilni ksenobiotici su konjugirani
na nukleofilni GSH reakcijom:

R+ GSH — R-S-G
R — elektrofilni ksenobiotik
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Glutation, y-glutamil peptid, sluzi kao sulfurhidrilni pufer i antioksi@&nt
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Glutation je tripeptid koji ima izuzetno vaznu ulogu u stanici jer Stiti
crvene krvne stanice od oksidativnog ostec¢enja tako da sluzi kao sulfurhidrilni

pufer.
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5. Metilacija S-adenozilmetionin je aktivirani oblik metilne skup ine
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Metabolizam DPX-H6564
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AKTIVNOST ENZIMA KOJI SUDJELUJU U
METABOLIZMU KSENOBIOTIKA

@ postoje znacajne razlike u aktivnostima enzima
1zmedu vrsta

@ postoje znacajne razlike u aktivnosti enzima medu
pojedincima, od koje su mnoge zbog genetic¢kih
faktora

@ aktivnost nekih od tih enzima je razli¢ita i povezana
sa spolom i staroS¢u

@ unos razli¢itih ksenobiotika, kao Sto su fenobarbital,
poloklorirani bifenili ili neki ugljikovodici, mogu
prouzro€iti indukciju enzima

@ metaboliti nekih ksenobiotika mogu inhibirati
aktivnosti ksenobiotik-metaboliziraju¢ih enzima.




