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PREDHOVOR

Urbanizacia, populacny rast, industrializacia a globalizacia ovplyviluji nase zivoty
pozitivnym, ako aj negativnym spOsobom. V ostatnych desatro¢iach rapidne narasta
kontaminécia zivotného prostredia cudzorodymi latkami, tzv. xenobiotikami a tym aj ich prijem
zivymi organizmami. Denne sme vystaveni posobeniu mnohych xenobiotik, ktorymi st
napriklad produkty osobnej starostlivosti, potravinové aditiva, lieky, pesticidy, produkty
priemyselnej vyroby, polutanty a kontaminanty zivotného prostredia atd. Mnohé z tychto
xenobiotik, resp. ich metabolity v zavislosti od ,,davky* a ,,doby* expozicie v organizme mozu
prejavovat’ svoje mutagénne, karcinogénne, alergické a iné ucinky.

Vo vSeobecnosti je preto potrebna eliminacia tychto Skodlivych zlucenin z organizmu
prostrednictvom  biotransformacie. Ide 0 enzymovo-katalyzovany proces chemicke;j
modifikacie xenobiotik na rozpustnejSie alahSie vyluciteIné zluceniny z organizmu.
Biotransformacény systém u l'udi je rozsiahly, vysoko komplexny a ovplyvneny mnohymi
regulacnymi mechanizmami. Expresia mnohych génov kodujtcich biotransformacné enzymy
je indukovand, respektive inhibovana xenobiotikami. Variacie v génoch pre biotransformacné
enzymy mozu viest’ k rozdielom v metabolickych profiloch jednotlivcov, ale predovsetkym
k zmenam pomeru medzi detoxikaciou a bioaktivaciou xenobiotika.

Tento ucebny text je ur€eny Sirokému publiku, najmi Studentom mediciny, ale aj inych
Studijnych odborov, ako st chémia, farmacia, biochémia a dalSie pribuzné odbory.
Vseobecnym zamerom tejto publikacie je charakterizacia zékladnych pojmov v procese
biotransformacie xenobiotik a najmé detailné objasnenie tlohy biotransformacnych enzymov.
Z medicinskeho hladiska st tu ilustrované dosledky vplyvu génovych polymorfizmov
biotransformaénych enzymov na metabolizmus, biologicki dostupnost’, u¢innost’ (v pripade
liekov), toxicitu xenobiotik a Vv koneénom dosledku na nachylnost’ pre vznik nadorovych
ochoreni. V zaverecnej kapitole su uvedené priklady eliminacie vybranych xenobiotik
prostrednictvom biotransformaénych enzymov. Verime, Ze tento Studijny materidl pomoze
Studentom nielen pri $tadiu novych poznatkov o Ulohe biotransformacnych enzymov pri

elimindcii xenobiotik, ale aj pri aplikacii ziskanych vedomosti v praxi.
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1. METABOLIZMUS XENOBIOTIK

1.1. XENOBIOTIKA

Technologicky pokrok v 20. storo¢i viedol k syntéze mnohych zlicenin, ktoré ul'ahcuji
kazdodenny zivot (napr. antibiotika, pesticidy, farbiva, prisady atd’.), avsak mnohé z nich sa
prirodzene nevyskytujii v Zivotnom prostredi, alebo ich koncentracie st vyrazne odlisné.
Vzduch, voda, pdda a potraviny, ktoré sit nevyhnutné pre nas zivot, mézu obsahovat’ toxické
alebo potencialne toxické zluceniny, ktoré musia byt z organizmu odstranené. Tieto zluceniny
sa oznaCuji ako xenobiotika. Vyraz xenobiotikum vznikol z gréckych slov ,xenos“, ¢o
znamena cudzi, a ,,bios*, ¢o znamena zivot. St definované ako ,, zliiceniny, ktoré sa nachadzaju,
ale sa nevytvaraju v organizme alebo v Zivotnom prostredi”. Niektoré prirodzene sa
vyskytujuce zluceniny (endobiotikd) sa stdvaji xenobiotikami, ak st pritomné v nadmernych
koncentraciach.
Rozdelenie xenobiotik:
= exogénne — cudzorodé latky z vonkajSieho prostredia, napriklad pesticidy, lieky,
kozmetické vyrobky, potravinové aditiva, produkty priemyselnej vyroby, polutanty
a kontaminanty zivotného prostredia, jadrovy odpad atd’.

» endogénne — niektoré zliCeniny syntetizované v organizme, alebo vznikajuce
Vv metabolickych procesoch. Patria sem napriklad bilirubin, ZICové kyseliny, steroidy,

eikozanoidy a niektoré karboxylové kyseliny.

Medzi potencidlne toxické latky pritomné v potravinach, resp. vznikajice pri tepelnej
priprave jedla patria heterocyklické aminy, nitr6zaminy, polycyklické aromatické uhl'ovodiky
(PAU), azofarbiva, nenasytené aldehydy a mykotoxiny. Na obrazku 1 st uvedené Struktirne
vzorce vybranych xenobiotik.

Heterocyklické aminy su organické zliceniny, ktoré obsahujui asponi jeden heterocyklicky
kruh (s jednym alebo viacerymi heteroatdbmami) a aminoskupinu. Najbeznejsie sa vyskytujuce
heteroatomy su dusik, kyslik a sira. Heterocyklické aminy vznikaju pri priprave misa pri
vysokej teplote vyprazanim, grilovanim, opekanim atd’. a najrozsirenejsim z nich je 2-amino-

1-metyl-6-fenylimidazo[4,5-b]pyridin.



CHa NEo

T e y
N N 2 HsC~ “CH,
Heterocyklicky amin Nitrozamin
2-amino-1-metyl-6-fenylimidazo[4,5-b]pyridin N-nitrézedimetylamin (NDMA)

) . ¢
OOO

Polycyklicky aromaticky uhPovodik Polychlorovany bifenyl
Dibenzo[a,h]antracén PCB77
Gl OO )
Y
T ()
Cl o] Cl
Dioxin

2,3,7,8 tetrachlérdibenzo-p-dioxin (2,3,7,8-TCDD) Azofarbive

Obrizok 1 Struktirne vzorce vybranych xenobiotik

Nitr6zaminy vznikaji reakciou medzi dusi¢nanmi alebo dusitanmi a aminmi. Nitrézaminy
a/alebo ich prekurzory su pritomné v niektorych potravinach (napr. hubach, fermentovanych a
udenych rybach, tdenom mise, slanine atd’.), alkoholickych napojoch, kozmetike av
cigaretovom dyme. Nitrézaminy sa mozu tvorit’ aj v tstach alebo v zaludku, ak potravina
obsahuje dusitany alebo dusi¢nany, ktoré sa pri kyslom pH v ustach alebo v Zalidku mézu
zlucit' s aminmi za vzniku nitrézaminov.

PAU predstavuji vel'ka skupinu réznorodych organickych zlicenin, ktoré obsahuju dva
alebo viac kondenzovanych aromatickych kruhov. PAU vykazuji svoje toxické vlastnosti po
metabolicke] premene na chemicky aktivne medziprodukty. PAU vznikajuo v dosledku
nedokonalého spalovania materidlov obsahujucich uhlik, ako je drevo, uhlie, ropa, plyn alebo
biomasa. Vytvaraju sa tiez vo vyfukovych plynoch automobilov, tidenych alebo grilovanych
potravinach a su pritomné v cigaretovom dyme av tabakovych vyrobkoch. Hlavné PAU
vznikajlce pri priprave jedla st benzo[a]pyrén a dibenzo[a,h]antracén.

Cigaretovy dym obsahuje rozne toxické latky, ako st nitrozaminy, nikotin, benzo[a]pyrén

a d’alSie PAU. LCudia st tiez vystaveni posobeniu prchavych organickych rozptstadiel (najma
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benzénu a fenolu), ktoré su pritomné v bezne pouzivanych vyrobkoch v domacnosti, ako su
Cistiace prostriedky, farby, pesticidy atd. PAU, dioxiny a polychlérované bifenyly (PCB),
ktorych posobeniu su l'udia vystaveni, vznikaju pri priemyselnom spalovani v rafinériach,
spal’ovniach a v uhol'nych zariadeniach.

Koncentracia xenobiotika v mieste jeho pdsobenia zavisi od davky, spdsobu vstupu do
organizmu, rychlosti a rozsahu absorpcie, jeho distribicie v organizme a Vv tkanivach,

biotransformacie a vylucenia z organizmu (Obr. 2).

XENOBIOTIKUM

VSTUP DO ORGANIZMU
GIT PLUCA KOZA

}

ABSORBCIA DO KRVI
DISTRIBUCIA DO TKANIV

|

USKLADNENIE |<+—> BIOTRANSFORMACIA | < TOXICITA

|

EXKRECIA

Obrazok 2 Absorbcia, distribtcia, biotransformacia a exkrécia xenobiotik

Pozn. Gastrointestinalny trakt, GIT

NajdolezitejSie miesto absorpcie xenobiotik je gastrointestinalny trakt (GIT), aj ked’ ich
vstup do organizmu sa tiez uskutoéiiuje prostrednictvom koze a dychacich ciest (najma
Vv pripade prchavych zlucenin, prachovych castic, aerosdlov atd’.). Bez ohl'adu na miesto
absorpcie, xenobiotika musia prechadzat’ cez bunkové membrany, aby vstapili do systémovej
cirkulécie, ako aj do intersticidlnej a transcelularnej tekutiny.

Mnohé xenobiotikd su slabé kyseliny alebo zésady. Nizke pH v zalidku podporuje
absorpciu slabych kyselin. Slabé zasady su ionizované a teda nedochadza k ich absorpcii zo
zaludka. Xenobiotika pri transporte z lamenu c¢reva do krvného obehu musia prechadzat

¢revnym epitelom, bazalnou membranou a endotelom kapilar. Tento transport nie je $pecialny,
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ale vyuzivaji sa rovnaké transportné mechanizmy ako pri vstrebavani zivin. Existuje pat
moznych spdsobov transportu xenobiotik cez ¢revo:

» Pasivna difuzia — je hlavnym procesom absorpcie xenobiotik. Tento proces nie je
saturovatelny a je priamo umerny koncentratnému gradientu. Ak st koncentracie
xenobiotika rovnaké na obidvoch stranach membrany, pohyb cez membranu sa zastavi.
Slabé kyseliny a zasady sa absorbuju 'ahko a Gplne ionizované silné kyseliny a zasady
st absorbované t'azsie.

= Aktivny transport — vyzaduje energiu na transport substratov proti koncentratnému
alebo elektrochemickému gradientu. Uplatiiuje sa u vysoko polarnych alebo nabitych
xenobiotik.

»  Pinocytéza — Z membrany sa vytvori vezikula, ktora obsahuje xenobiotikum. V bunke
dochadza k uvol'neniu obsahu vezikuly.

»  Filtrdcia cez ,,pory“ — transport lipofilnych a hydrofilnych xenobiotik s molekulovou
hmotnost'ou niz§ou ako 100 Da.

»  Prostrednictvom lymfy — absorpcia environmentalnych toxickych chemikalii a ich
distribucia v tkanivach bez toho, aby boli transformované pecenou (napr. dichlor-

difenyltrichléretan, benzo[a]pyrén a 3-metylcholantrén).

Xenobiotika absorbované zo zaludka/tenkého ¢reva sa dostavaji portalnym obehom priamo
do pecene. Pecen je najdolezitejSim miestom metabolizacie xenobiotik, mé4 schopnost’ 'ahko
extrahovat’ xenobiotika z portalneho obehu. Mnohé z nich metabolizuje skor, ako sa uskladnia
v tkanivach, vylucia do ZI¢e alebo uvol'nia do systémovej cirkulécie. Xenobiotikd, najma lieky,
mozu byt pred vstupom do systémovej cirkuldcie podrobené ,.efektu prvého prechodu (first
pass metabolism)“, ktory slizi na znizenie ,biologickej dostupnosti“ xenobiotika/lieku.
V peeni metabolizacia (biotransformacia, detoxikacia) xenobiotika zahfiia jeho
funkcionalizaciu a/alebo konjugéciu katalyzovanu biotransformacnymi enzymami za vzniku
roznych metabolitov, ktoré sa I'ahsie odstranuju z buniek, tkaniv a su vylic¢ené z organizmu
najmd prostrednictvom moca, zI¢e, stolice a menej cez vydychovany vzduch, pot, materské
mlieko atd’. Bez G¢innej detoxikacie a naslednej exkrécie sa vSak mnohé xenobiotikd mdzu
hromadit’ v tkanivach, ktoré moézu sluzit' ako rezervoar a predlzovat ich toxicitu, alebo
v pripade liekov ich terapeuticky ucinok. Distribucia xenobiotik do roznych tkaniv je
ovplyvnena tkanivovou hemodynamikou, pasivnou difuziou cez lipidové membrany,
pritomnost'ou aktivnych transportnych systémov podielajucich sa na transporte daného

xenobiotika a na ich vdzbe na proteiny krvi (albumin a niektoré globuliny) a tkaniv.
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Okrem tejto najbeznejSej cesty eliminacie xenobiotik prostrednictvom
biotransformaénych enzymov, mézu byt xenobiotikd eliminované nezmenené (hydrofilné
zli¢eniny mo¢om a lipofilné prostrednictvom ZICe a stolice); mézu byt zadrzané v organizme
nezmenené (napr. olovo a kadmium), alebo mézu prejst’ spontannou transforméaciou.

Niektoré xenobiotika, lieky/lieciva (napr. morfin, imipramin) a niektoré endogénne
latky (napr. ZI€ové kyseliny, bilirubin) mézu byt recyklované pomocou enterohepatalneho
obehu. Tento proces zahfia biliarnu exkréciu materskej zluceniny alebo metabolitu a ich
naslednt intestinalnu reabsorpciu. Crevny mikrobiéom hra Gstredni tlohu vo fenoméne
enterohepatalnej recyklacie. Napriklad, ak je liek vylucovany ako glukuronid, intestinalna
hydrolyza konjugatu Crevnymi baktériami umoziuje reabsorpciu materskej zliceniny do
obehu. Enterohepatalna recyklacia teda ovplyvni farmakokinetické charakteristiky lieku, ¢o
vedie k zniZeniu klirensu, dlh§iemu pol¢asu a v koneénom désledku k predizeniu jeho uéinkov.
Transportéry lokalizované v bazolateralnej membrane ¢revnych buniek mézu ulahéit’ transport

lieku do portalneho obehu po tom, ako sa liek reabsorbuje v ¢reve.

1.2. CHARAKTERIZACIA PROCESU BIOTRANSFORMACIE

Hypotéza 0 premene xenobiotik na latky rozpustné vo vode a vylu¢ované moc¢om bola
prvykrat vyslovena na konci 18. storoc¢ia. Vedci zbierali moc¢ rdznych zvierat a charakterizaciou
zlt€enin pritomnych v moci sa snazili pochopit, ako su rézne xenobiotika odstraiované z
organizmu. Jednym z prvych metabolitov, ktory bol identifikovany v moc¢i bola kyselina
hippurova v roku 1773. Jednozna¢ny dokaz o jej syntéze podal nemecky chemik Wilhelm
Keller, ktory uzil davku kyseliny benzoovej a preukazal priamy vztah medzi pozitim kyseliny
benzoovej a nasledne v mo¢i vylucenou kyselinou hippurovou.

Viac ako 100 rokov po tomto pozorovani sa pokracovalo Vv identifikdcii rdznych
metabolitov, boli identifikované konjugacné reakcie a konjugacné c¢inidla, ako su kyselina
glukurénova, sulfat, glycin, glutamin, taurin, ornitin a glutation. Napriek tomu, Ze konjugacné
reakcie objasnili otazku ,, Ako sa vo vode nerozpustna zlucenina premiena na latku, ktord je
vylucovana mocom?*, vyvolalo to dalSiu otazku. Vo vSetkych konjugacnych reakciach sa
vyzaduje, aby xenobiotikum malo schopnost’ reagovat’ s konjugaénym c¢inidlom, t.j. mat
aktivne centrum alebo ,,funként* skupinu, ktora reaguje s konjugaénym ¢&inidlom. Co viak so

zli€eninami, ktoré nemaju takuto funként skupinu?
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Vo svojej prelomovej monografii z roku 1947 Detoxikacné mechanizmy, biochemik R. T.
Williams definoval oblast’ detoxikacie. Williams navrhol, Ze tieto nereaktivne zli¢eniny mozu
byt biotransformované v dvoch fazach, ato vo faze I, ktord vyuziva kyslik na tvorbu
reaktivneho miesta a faze II, pri ktorej naviazanim konjugac¢ného ¢inidla na reaktivne miesto
vzniké vo vode rozpustna zlicenina, 'ahSie vylucitelna z organizmu mocom.

Hlavnym problémom pri identifikacii, kvantifikacii a eliminacii xenobiotik st ich
fyzikalno-chemické vlastnosti, ako je nizka molekulovd hmotnost, ionizovatelnost,
rozpustnost’ vo vode, lipofilita, polarita a prchavost’. Vac¢sina xenobiotik st lipofilné zluceniny,
ktoré su vel'mi malo, resp. nerozpustné vo vode a preto musia byt’ v organizme metabolizované
na rozpustnejSie alahSie vylucitelné zluceniny. Tento proces sa oznacuje ako
biotransformacia, ktorej cielom je premena xenobiotika na neucinny metabolit, ktory sa

lahsie eliminuje z organizmu.

Proces konverzie xenobiotik prostrednictvom biotransformacie prebieha v dvoch fazach,

faze I a faze 11 (Obr. 3):

= V1. faze biotransformacie (funkcionalizacia) dochadza k zavedeniu vodika alebo
novej funkénej skupiny (napr. -OH, -SH, -NH., -COOH) do xenobiotika. Patria sem
jednoduché reakcie, ako je oxidacia, redukcia a hydrolyza. Najvyznamnej$im enzymom
tejto fazy je cytochrom P450 (Tab. 1). Funkcionalizacia mierne zvySuje rozpustnost’

materskej zli€eniny a otvara cestu pre II. fAzu biotransformacie.

= VI faze biotransformacie (konjugacia) dochadza k reakcii funkénych skupin latok
z metabolizmu 1. fazy s endogénnym substratom (napr. kyselinou glukurénovou,
glutationom alebo sulfatom) za vzniku konjugatu, pricom sa zvysi jeho rozpustnost’ vo
vode, ¢im sa ul'ah¢i jeho exkrécia z organizmu najma prostrednictvom moca alebo ZI¢e.
Patri sem glukuronidicia, sulfonacia, metylacia, acetyldcia, konjugacia S
aminokyselinami (ako je glycin, kyselina glutimova a taurin), a konjugicia S
glutationom (GSH). Konjugacna reakcia (okrem metylacie a acetylacie) vyrazne
zvySuje rozpustnost’ cudzorodej zIu€eniny vo vode. NajvyznamnejSie enzymy tejto fazy
st UDP-glukuronyltransferaza,  glutation-S-transferaza, sulfotransferaza, N-

acetyltransferaza a metyltransferaza (Tab. 1).
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V zéavislosti od fyzikalno-chemickych vlastnosti moze byt xenobiotikum
metabolizované v obidvoch fazach biotransformacie (lipofilné), alebo len v jednej z faz
(xenobiotikum obsahujtice polarnu skupinu), popripade moze byt vylac¢ené z organizmu

Vv nezmenenej forme (hydrofilné).

XENOBIOTIKUM

Vysoko lipofilné

Metabolicky stabilné Lipofilné Polirne Hydrofilné

Akumulacia v tkanivach

I. FAZA

Bioaktivacia/inaktivacia
Polarne

. FAZA

Inaktivicia
Hydrofilné

EXKRECIA

Obrazok 3 Vseobecny proces biotransformacie s reakciami I. a Il. fazy. Biotransformacia je proces, pri
ktorom dochadza k premene hydrofobnych substratov na hydrofilné molekuly, ktoré sa I'ahsie eliminuja
Z organizmu ZzI¢ou alebo moc¢om. Niektoré vysoko lipofilné latky (napr. PCB, ditiotreitol) nie su
vhodnym substratom pre biotransformacné enzymy, preto dochadza v organizme K ich akumulacii,

najmé v tukovom tkanive.
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Tabulka 1 Biotransformacné reakcie, enzymy a ich bunkovéa lokalizacia, hlavné peceniové izoformy

enzymov
Reakcia Enzym Kofaktor Lokalizacia v bunke | Hlavné peceiiové
izoformy
OXIDACIA Cytochrom P450 (CYP) O2, NADPH | Mikrozomy CYP3A4, 2D6,
2C9, 2C, 1A2, 2E1
Monooxygenazy obsahujice | O, NADPH | Mikrozomy FMO3, FMO5
flavin (FMO)
Monoaminooxidaza (MAQO) | O, H.0O Vonkajsia MAO-A, MAO-B
mitochondrialna
membrana
Alkoholdehydrogenaza NAD* Cytosol ADH1-3
(ADH)
Aldehyddehydrogenaza NAD(P)* Mitochondria, cytosol | ALDH1, ALDH2
(ALDH)
Aldehydoxidaza (AO) 0y, H,O Cytosol AO
Xantinoxidoreduktaza 0O,, H.0 Cytosol XOR
(XOR)
REDUKCIA Nitroreduktaza (NR) NAD(P)H Mikrozomy,
mikrofléra
Azoreduktaza (AR) NAD(P)H Mikrozomy,
mikrofléra
Aldo-ketoreduktaza (AKR) | NAD(P)H, Cytosol, mikrozomy | AKR1Al, 1B1,
1C1-C4,1D1
HYDROLYZA | Karboxylesteraza (CES) H>O Mikrozémy, cytosol, | CES1, CES2
lyzozémy
Epoxidhydrolaza (EH) H>O Mikrozoémy, mEH, sEH
Cytosol
KONJUGACIA | UDP-glukuronyltransferdza | UDP- Mikrozomy UGT1A1, 1A3,
(UGT) glukozyl 1A4, 1A6, 1A9, 2B
Glutation-S-transferaza GSH Cytosol GSTA1, M1, P1
(GST)
Sulfotransferaza (SULT) PAPS Cytosol SULT1A1, 1B1,
1E1, 2A1
N-acetyltransferaza (NAT) Acetyl-CoA | Cytosdl, NAT1, NAT2
mitochondria
Metyltransferaza (MT) SAM Cytosol, mikrozomy | COMT, PNMT,
TPMT, atd’.
Enzymy konjugujice ATP, acetyl- | Cytosdl, acyl-CoA syntetaza,
xenobiotika CoA, mikroz6my, acyl-CoA:
s aminokyselinami aminokyseli | mitochondria aminokyselina  N-
na acyltransferaza atd’.

Biotransformacia xenobiotika ¢asto zahifia niekol’ko zmien v materskej zlucenine. Tieto

zmeny sa mozu uskuto¢nit’ prostrednictvom série sekvenénych reakcii veducich k tvorbe

jedného alebo viacerych metabolitov. Nova zla¢enina ma odlisné fyzikalno-chemické

vlastnosti v porovnani s materskou zluc¢eninou, a V pripade liekov odlisné farmakologické a

toxikologické vlastnosti.
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Biotransformacia teda moze viest’ k nasledujicim zmenam vlastnosti xenobiotik:

konverzia aktivnej zlG¢eniny na ina aktivnu zliceninu,
konverzia aktivnej zlG¢eniny na inu neaktivnu zliceninu,
konverzia neaktivnej zli€eniny na ind aktivnu zliceninu,

konverzia neaktivnej zlG€eniny na int neaktivnu zluceninu.

Viac ako 75% z 200 najviac uzivanych liekov s eliminované prostrednictvom

biotransformaénych enzymov, priCom priblizne 95% z nich je metabolizovanych CYP, UGT,

esterazami a zvySok liekov ostatnymi enzymami (Obr. 4).

FMo NAT MAO
|

Esteraza

Obrazok 4 Prispevky biotranformaénych enzymov k metabolizmu liekov (prevzaté z Guengerich, F. P.

Human cytochrome P450 enzymes in Cytochrome P450: Structure, Mechanism and Biochemistry. Ed.
Ortiz de Montellano, P., Springer International Publishing, 2015, 523-785)

1.3. FAKTORY OVPLYVNUJUCE METABOLIZMUS XENOBIOTIK

U l'udi existuju znacné rozdiely v schopnosti metabolizovat’ xenobiotika. Zavisia od

fyzikalno-chemickych vlastnosti xenobiotika, od endogénnych faktorov Specifickych pre

daného jedinca alebo 0d exogénnych faktorov zavislych od prostredia a expozicie jedinca (Tab.

2).
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Tabulka 2 Faktory ovplyvilujuce metabolizmus xenobiotik

Fyzikalno-chemické Endogénne Exogénne
Elektrofilita Vek Dévka
Nukleofilita Pohlavie Vyziva
Lipofilita Druh Sposob podavania
Polarita Patologia Cast’ dia
Vizba proteinov Genetika Indukcia enzymov
Velkost’ Dostupnost’ kofaktorov Inhibicia enzymov
Stéricka prekazka
Stereochémia
Estery
Halogenacia

Vek vyznamne ovplyviiuje metabolicki kapacitu jedincov. Novorodenci maji nizsiu
metabolicku aktivitu ako deti alebo dospeli. Zistilo sa, Ze mnozstvo celkového mikrozomalneho
proteinu/gram pecene je u novorodencov 20 mg/g a u mladych dospelych okolo 40 mg/g. Po
45. roku zivota zacina pokles relativneho mnozstva mikrozomalneho proteinu s vekom.
Podobne, aj metabolicka aktivita enzymov 1. a II. fazy biotransformacie sa s vekom znizuje,
pravdepodobne v dosledku znizeného objemu pecene a prietoku krvi peéefiou. Metabolizmus
lieckov sa po 70. roku Zivota znizuje 0 30% a tiez aktivita CYP 0 32% v porovnani s jedincami
vo veku 20-29 rokov.

Rozdiely medzi pohlaviami boli zaznamenané pri absorpcii xenobiotik a liekov, v aktivite
enzymov oboch faz biotransformacie a vylu€ovani xenobiotik zl¢ou. Neziaduce ucinky liekov
su 1,5- az 2-krat CastejSie u zien v porovnani s muzmi. Predpokladé sa, Ze tento rozdiel vo
vedlajSich ucinkoch liekov moze byt sposobeny vplyvom pohlavnych hormoénov, telesnej
hmotnosti, zloZzenim telesného tuku atd’. Pocas tehotenstva dochddza K zniZeniu metabolizacie
xenobiotik, pricom sa predpoklada, Ze ide o ochranny mechanizmus, ktory vedie k zniZenej
tvorbe toxickych metabolitov. Choroby a zdravotny stav jedinca tiez ovplyviiuju metabolizmus
xenobiotik. Nakol'ko najdolezitejSim miestom metabolizacie xenobiotik je peceni, nie je
prekvapujice, Ze poskodenie normdlnej funkcie peCene v dosledku stukovatenia pecene,
biliarnej cirhozy a hepatocelularneho karcindmu moze obmedzit metabolickti kapacitu
jednotlivca.

Crevny mikrobiém, t.j. subor mikroorganizmov v GIT, mdZe menit’ metabolizmus liekov,
environmentalnych xenobiotik a tazkych kovov. Priama chemicka modifikacia xenobiotik

¢revnym mikrobiomom, ¢i uz pri prechode cez crevny trakt alebo pri opatovhom vstupe do
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¢reva enterohepatalnou cirkulaciou, moze viest’ k zvySenému metabolizmu alebo bioaktivacii
xenobiotik/liekov, v zavislosti od enzymatickej aktivity v ramci mikrobialnej niky.
Prevladajucimi reakciami st redukcia, adicia acetylovych a metylovych skupin a tvorba
radikélov. Na metabolizacii xenobiotik sa podiel'aju mikrobidlne enzymy, ako su napriklad [3-
glukuronidazy, nitroreduktazy a sulfoxidreduktazy. Predpokladd sa, Ze baktérie maju az okolo
3 000 CYP enzymov. Okrem toho, mikrobiom moze obmedzit’ absorpciu xenobiotik v tenkom
¢reve zvySenim expresie bunkovych adhéznych proteinov, podporou ochrannej vrstvy sliznice
a/alebo priamo zachytenim xenobiotika. Zatial ¢o mikrobiom ovplyviiuje hostitela a
farmakokinetiku xenobiotika, xenobiotikd mozu ovplyvnit’ zivotaschopnost’ a metabolizmus

mikrobiomu.

1.4. FARMAKOGENOMIKA A PERSONALIZOVANA TERAPIA

Vedny odbor, ktory sa zaobera stidiom vplyvu genetickych faktorov na individualne
rozdiely v odpovedi na lieky je farmokogenetika. Farmakogenomika je globalnejsia, zahtia
Stadium celého spektra génov, ktoré by mohli prispievat’ k variabilite v ucinnosti a toxicite
liekov s vyuzitim celogenomovych pristupov. Precizna medicina (vo vSeobecnosti
povazovana za analogickt s personalizovanou medicinou alebo individualizovanou medicinou)
je inovativny pristup, ktory vyuziva informacie o gendme, Zivotnom prostredi a zivotnom Style
jednotlivea na presnej$i pristup k prevencii, diagnostike a liecbe chorob. Okrem
farmakogenomiky, by v personalizovanej medicine mali vyznamnu ulohu zohravat tiez
metabolomika (Stidium metabolému), transkriptomika (kvantitativne Stadium vSetkych génov
v organizme) a proteomika (analyza protedému). Je vSeobecne zname, Ze nie vsetci pacienti
reaguju na rovnaky liek rovnako. U niektorych pacientov sa mozu vyskytniit’' neziaduce reakcie
na liek, ktoré sa nevyskytuju u inych pacientov uzivajtcich rovnaky liek v rovnakej davke. Liek
moze tiez vykazovat' r6znu UCinnost’ u jednotlivych pacientov. Dispozicia a osud lieCiv
(farmakokinetika) a ich terapeutické a toxikologické uc¢inky (farmakodynamika) zavisia od
zlozitych procesov, do ktorych st zapojené proteiny ovplyviujace transport, metabolizmus a
mechanizmus ucinku lieciv.

Predpoklada sa, ze pocCas evoltcie sa u vacSiny génov vytvorili nahodné variacie v ich
nukleotidovej sekvencii. Variacie lokalizované v kodujucej oblasti génu mozu viest' k

substiticii aminokyseliny v Specifickej polohe proteinu a nasledne moézu ovplyvnit’ funkciu
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proteinu. Pokial’ sa variacie vyskytuju v regulacnej oblasti génu, mozu ovplyvnit’ transkripcné
a transla¢né mechanizmy s ndslednou modulaciou expresie génového produktu (hladin mMRNA
a proteinov). Variacie v sekvencii DNA vyskytujuce sa v populacii vo frekvencii vyssej ako
1% su definované ako polymorfizmy a variacie s frekvenciou nizsou ako 1% st definované ako
mutacie. Genetické variacie, pri ktorych dochadza k substitucii jedného paru baz, su definované
ako jednonukleotidové polymorfizmy (SNP, Single Nucleotide Polymorphisms). Genetické
variacie mozu zahfhat' aj nieckolko nukleotidov a su definované ako substitucie, inzercie,
delécie, amplifikacie a translokacie. Preto znalost farmakogenomiky, t.j. znalost’ funkcne
dolezitych genetickych variacii v génoch kodujucich receptory, idnové kanaly, enzymy atd’.
pred podévanim liecby by mohlo napomoct’ pri rozvoji individualizovanej farmakoterapie, ¢im
by sa zabranilo $kodlivym a neziaducim reakcidm na lieky, respektive zlyhaniu liecby.

V minulosti v suvislosti s interindividualnou variabilitou na lie¢bu sa §tadie zameriavali
najméd na Sledovanie variacii v génoch kodujucich CYP izoenzymy (CYP2D6, CYP2C9,
CYP2C19) ako mimoriadne dolezitej rodiny enzymov metabolizujicich lieky; na enzymy II.
fazy biotransformacie, ako su UGT, NAT, tiopurin-S-metyltransferaza (TPMT); ako aj na
transportéry liekov ako je P-glykoprotein. Je vSak potrebné si uvedomit’, Ze napriklad klinicky
vyznam vySetrenia TPMT a CYP2D6 genovych polymorfizmov je znamy viac ako
Stvrt’storocie, avSak Vv sucasnosti len niektoré krajiny ,,implementuju‘ ich rutinné vysetrenie do
klinickej praxe. V stucasnosti je farmakogenomika stale skor zalezitostou klinického vyskumu
a len pomaly prenika do klinickej praxe.

Problém interindividualnej variability v odpovedi na liecbu nadobuda osobitny vyznam pri
lie¢be nadorovych ochoreni, z ddvodu uzkeho terapeutického spektra protinadorovych liekov.
Nielen polymorfizmy hostitel'ského genému, ale aj gendmu nddoru mézu ovplyvnit’ odpoved’
na liecbu. Gendmové varidcie hostitela aj naddoru reguluji transport, retenciu a eflux
chemoterapeutik, priCom urcuju stupeil penetracie do nddorového tkaniva. Genetické
polymorfizmy kIi€ovych enzymov biotransformacie a ich vplyv najmé na vznik nadorovych

ochoreni je detailne popisany pri jednotlivych enzymoch.
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2. TRANSPORT XENOBIOTIK DO BUNIEK

Na transporte xenobiotik a liekov cez bunkovi membranu sa podiel’aju dve superrodiny
transportnych proteinov, ktorymi su transportéry rozpustenych latok (SLC; Solute carrier
transporters) a ATP-viazuce kazetové proteiny (ABC transportéry). Véac¢sina SLC transportérov
su influxné transportéry, ktoré transportuja substraty do buniek a ABC transportéry su zvycajne
efluxné transportéry, ktoré transportuju substraty z buniek S vyuzitim hydrolyzy ATP asu
popisané v kapitole 5.

SLC transportéry ovplyvituju farmakodynamiku liekov, nakol'ko selektivne urcuji ich
vstup do buniek a intracelularnu koncentraciu. Ich lokalizacia v membrane zavisi od funkcie
bunky. SLC transportéry sa najéastejSie nachadzaju v bazolateralnej membrane. Transport
xenobiotik a liekov prostrednictvom SLC sa uskutoc¢nuje ulah¢enou difiziou (uniport) alebo
sekundarnym aktivnym transportom, ktory vyuziva idnové (H' alebo Na®) gradienty ako
hnaciu silu na transport substratu proti koncentraénému gradientu do buniek. Bolo
identifikovanych viac ako tristo SLC transportérov. Su exprimované v kI'icovych tkanivach,
ako st pecen, oblicky, ¢reva a mozog.

NajvyznamnejSiu ulohu pri transporte xenobiotik a liekov do buniek zohravaji génové
rodiny:

= SLC21/SLCO - kodujtice polypeptidy transportujice organické aniony; OATP,

= SLC22 — kodujtlica transportéry organickych anionov/kationov/karnitinu; OAT a OCT,

OCTN,
= SLC15 - kédujuca transportéry oligopeptidov spriahnutych s H*; PEPT a PHT.

2.1. POLYPEPTIDY TRANSPORTUJUCE ORGANICKE ANIONY
(OATP)

Génova rodina SLC21/SLCO koduje 11 OATP transportérov, rozdelenych do Siestich
podrodin (OATP1-OATP6) na zaklade 40% identickej aminokyselinovej sekvencie. Substratmi
OATP je siroké spektrum anionovych amfipatickych zlucenin s molekulovou hmotnost'ou
vy$sou ako 350 Da, neutralne linearne a cyklické peptidy. Mechanizmus transportu
sprostredkovany OATP zatial' nie je detailne popisany. OATP su schopné obojsmerného
transportu a funguju ako elektroneutralne vymenniky. Vo vSeobecnosti je zndme, Ze je

nezavisly od gradientov sodika, chloridu, draslika; membranového potencidlu a hladin ATP,
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a je pravdepodobne sprostredkovany kotransportom a/alebo antiportom s HCO3", GSH a/alebo
konjugatmi glutationu. Transport sprostredkovany OATP mdze byt ovplyvneny aj pH.

OATP sprostredkiivaji transport niektorych endogénnych zli¢enin, ako su zI¢ové kyseliny,
hormony Stitnej zlazy, prostaglandiny, eikozanoidy, steroidy (a ich konjugaty). OATP sa
podiel’aju na transporte mnohych liekov, ako st statiny, inhibitory enzymu konvertujuceho
angiotenzin, blokatory angiotenzinovych receptorov, antibiotika, antihistaminika
a protinddorové lieky. Je zaujimavé, ze substraty OATP su Casto substratmi niektorych ABC
transportérov (kapitola 5) a teda efektivnost’ transport substratu je realizovana ich vzajomnou
kooperaciou. NavySe, vicSina ztychto substratov je v pefeni metabolizovana
biotransformaénymi enzymami (ako je CYP a konjugacné enzymy). Teda spolupraca
pecenovych OATP transportérov S biotransformaénymi enzymami a s ABC transportérmi
umoziuje hepatobiliarnu eliminaciu aniénovych liekov a oznacuje sa ako ,,aliancia transportér
lieku-metabolizmus®. Takato spolupraca existuje aj v inych tkanivach, ako su ¢revo a oblicky.

OATP1B1 a OATP1B3 su exprimované vylucne v peCeni a Sprostredkavaju Specifické
vychytavanie taurocholatu, estradiol-17p-D-glukuronidu a estron-3-sulfatu, ako aj niektorych
liekov (prednostne statinov a bromsulfoftaleinu). Transport prostanoidov do buniek
zabezpeCuje OATP2A1, ktory je exprimovany takmer vo vSetkych tkanivach. OATP4CL1 je
lokalizovany Vv bazolaterdlnej membrane buniek proximalnych tubulov oblicky a zabezpecuje
transport substratov ako s napriklad hormony $titnej zl'azy, digoxin, metotrexat atd’. z krvi do
obli¢iek. OATP su tiez exprimované v ¢reve (OATP2B1), v mozgu (OATP1A2 a 2Bl), v
placente (OATP2B1) a v semennikoch (OATP6A1).

2.2. TRANSPORTERY ORGANICKYCH ANIONOV (OAT)

Transportéry OAT a transportér uratov 1 (URATI) je rodina multiSpecifickych
transportérov, kodovanych superrodinou génov SLC22. Bolo identifikovanych desat’ OAT,
ktoré su podl'a fylogenetického vzt'ahu rozdelené do troch vetiev (A, B a C). Vetva A pozostava
z OAT1 a OATS; vetva B z OAT6. Vetva C zahtfia podskupinu D (pozostavajucu z OAT2 a
OAT10), podskupinu E (pozostavajucu z OAT5, OAT7, OAT8 a OAT9) a podskupinu F
(pozostavajicu z OAT4 a URATL).

NajlepSie charakterizované OAT1 a OAT3 transportuji organické aniony proti
negativnemu membranovému potencialu vymenou za 2-oxoglutarat. Gradient 2-oxoglutaratu
je udrziavany sekundarnym aktivnym transportom Na*-dikarboxylat, ktory vyuziva gradient

Na* udrziavany pomocou Na*/K*-ATPazy. OAT sa nachadzaja takmer vo vSetkych epitelovych
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bunkach a reguluju transcelularny transport malych organickych aniénovych molekul. OAT su
schopné transportovat’ substraty obidvoma smermi, avSak védcSina OAT st influxné
transportéry. Najvyssia expresia OAT1, OAT3 a OAT10 je v oblickach; OAT2, OATS a OAT7
v peceni. Vacsina OAT sa nachddza v bazolateralnej membrane, ale OAT4, OAT10 a URAT1
sa nachadzaji v luminalnej membrane buniek proximalnych tubulov obli¢ky.

OAT]1 sprostredkovava transport endogénnych a exogénnych organickych anidonov, ako su
2-oxoglutarat, monokarboxylaty (napr. butyrat, laktat, propionat a pyruvat), karboxylové
kyseliny s kratkym retazcom (napr. hexanoat, heptanoat a oktanoat), prostaglandiny (PGE: a
PGF2.), cyklické nukleotidy (cAMP a cGMP), uraty, folat, nikotinat atd’.

OAT?2 je antiportér, ktory vymiena intracelularny sukcinat alebo fumarat s extracelularnym
substraitom. Endogénnymi zluceninami transportovanymi l'udskym OAT2 su L-askorbat,
glutamat, glutarat, dehydroepiandrosteronsulfat (DHEAS), estron-3-sulfat, prostaglandiny
(PGE2 a PGF2,), uraty atd’.

Endogénne substraty, ktoré su transportované OAT3 zahfnaju druhych poslov (cAMP a
cGMP), ZIcové soli (cholat a taurocholat), hormény (kortizol, DHEAS a estron-3-sulfat),
prostaglandiny (PGE2 a PGF2,), uraty akynurenaty. OAT3 zohrava centralnu tlohu
Vv transporte ZI€ovych kyselin cez os ,.cCrevo-pecen-oblicky* a podiela sa na absorpcii,
metabolizme a vylucovani zl¢ovych kyselin.

OAT sa podielajui na transporte mnohych lie¢iv, ktorymi st nesteroidné protizapalové lieky
(napr. diklofenak, ibuprofén, indometacin, ketoprofén, salicylat), antivirotika (napr. acyklovir,
adefovir, cidofovir, tenofovir, zidovudin), protinadorové lieky (napr. irinotekan, metotrexat,
paklitaxel), lieky proti dne (allopurinol), antibiotika, diuretika (napr. bumetanid, chlortiazid,

cyklotiazid, etakrynat, furosemid, hydrochlorotiazid, torasemid, trichlormetiazid) atd’.

2.3. TRANSPORTERY ORGANICKYCH KATIONOV (OCT) A
TRANSPORTERY ORGANICKYCH KATIONOV/KARNITINU
(OCTN)

Okrem vysSie opisanych OAT, rodina SLC22 zahffa tieZ transportéry organickych
kationov (OCT1, OCT2 a OCT3) a elektroneutralne transportéry organickych katiénov
(OCTNI1, OCTN2, OCTN3 a karnitinovy/katidonovy transportér OCT6). Pre OCT1 a OCT2 je
charakteristicka 70% identicka sekvencia aminokyselin a priblizne 50% identicka sekvencia
aminokyselin s OCT3. Pre OCTN1 a OCTN2 je charakteristicka 77% identicka sekvencia

aminokyselin a priblizne 31-37% identicka sekvencia aminokyselin s OCT1-3.
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OCT1, OCT2 a OCTS3 sprostredktivaju ulahc¢enu diftiziu Sirokého spektra organickych
kationov v smere klesajuceho elektrochemického gradientu. Transport prebieha v obidvoch
smeroch, je nezavisly od sodika alebo pH a je elektrogénny. OCT translokuju rozne organické
kationy s odlisnou Struktarou; preto sa tiez oznacuju ako ,,polySpecifické™ transportéry
organickych kationov. Je pre ne charakteristicka prekryvajica sa substratova Specifita. Medzi
ich substraty patri napriklad tetraetylamonium, neurotoxin 1-metyl-4-fenylpyridinium,
antiparkinsonika (napr. amantadin a memantin), antidiabetika (napr. metformin), antagonisti H
receptorov (napr. cimetidin a ranitidin), biogénne aminy (napr. dopamin, noradrenalin a
sérotonin) a niektoré endogénne zlaceniny (napr. cholin, kreatinin a prostaglandiny).

OCTNI1, OCTN2 a OCT6 su transportéry kationov a karnitinu. Transport OCTN1 je
zavisly od gradientu sodika aj protonov a transportuje acetylcholin, L-karnitin, a niektoré
lie¢iva (napr. chinidin, pyrilamin, verapamil, ipratropium, tiotropium, mitoxantron,
doxorubicin, gabapentin). OCTN2 je polySpecificky transportér kationov zavisly alebo
nezavisly od sodika a transportuje kationy, ako je acetyl-L-karnitin, butyryl-L-karnitin,
mildronat, cefaloridin, emetin, cholin atd’.

Ludské OCT1 a OCT2 st vysoko exprimované v bazolateralnej membrane hepatocytov
a vV bazolateralnej membrane buniek proximalnych tubulov obli¢iek. Su pritomné aj v d’alSich
tkanivach, podobne ako OCT3. OCTNL1 je exprimovany hlavne v epitelovych a vo svalovych
bunkach, ako aj v obli¢kach, kostnej dreni a v priedusnici. Najvyssia expresia OCTN2 je v
peceni, oblickach, kostrovom svale, srdci a v placente. OCTN2 je lokalizovany v membrane
kefového lemu buniek proximalnych tubulov obli¢iek a enterocytov. OCT6 je exprimovany
najmé v plazmatickych membranach Sertoliho buniek a v luminalnej membrane epitelovych
buniek nadsemennikov. Okrem toho je exprimovany v peCeni embrya, hematopoetickych

bunkach, kostrovom svalstve, oblickach, peceni, placente, mlie¢nej zl'aze a v mozgu.

2.4. TRANSPORTERY OLIGOPEPTIDOV SPRIAHNUTE S H* (PEPT)

Peptidové transportéry PEPT1 (SLC15A1) a PEPT2 (SLC15A2) transportuju di-/tripeptidy
a lieky podobné peptidom. PEPT1 je exprimovany najméa v tenkom ¢reve, PEPT2 v oblickach
a nie st exprimované V hepatocytoch. Sprostredkivaju proton-dependentny transport
peptidergnych B-laktdmovych antibiotik, inhibitorov enzymu konvertujuceho angiotenzin,
sartanov a peptidomimetik podobnych di- a tripeptidom. Ide o sekundéarny aktivny transport,
pricom udrZanie vnutrobunkového H' gradientu si vyzaduje apikalny Na*/H*-vymennik v

spojeni s bazolateralnou Na*/K*-ATPazou.
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3. ENZYMY |. FAZY BIOTRANSFORMACIE

Reakcie |. fazy biotransformacie zahfiaju oxidaciu, redukciu a hydrolyzu xenobiotika:
= oxidacia — je najbeznejSim typom reakcii l. fazy biotransformécie; zahtiia hydroxylaciu
bocného retazca; aromaticktl hydroxylaciu; deaminaciu; N-, O- a S-dealkyléaciu; tvorbu
sulfoxidov; dehydrogenaciu a deaminaciu mono- a diaminov,
* redukcia — je pomerne zriedkava; zahfna redukciu nitroskupiny, azoskupiny,
terciarnych amin-N-oxidov, aldehydov, ketonov, sulfoxidov a polyhalogenidov,

= hydrolyza — je beZznou biotransformacnou reakciou pre estery a amidy.

Vznikajuce intermediaty nasledne vstupuju do reakcii Il. fazy biotransformacie, kde
dochadza k ich konjugacii s konjugaénym ¢inidlom. Nakol'ko tieto intermediaty su vacs§inou
reaktivnejSie ako ich materské molekuly, moéze dojst’ k zvySeniu toxicity xenobiotika. Ak je
tento proces biotransformacie neefektivny, reaktivne metabolity sa moZzu viazat’ na proteiny
alebo DNA, ¢o vedie k cytotoxicite a/alebo vzniku mutécii. V proces biotransformacie
xenobiotika sa tiez generuju reaktivne formy kyslika [ROS; superoxidovy anionovy radikal,
peroxid vodika (H202) alebo hydroxylovy radikal], ktoré s eliminované antioxidacnymi
enzymami bunky (napr. superoxiddizmutazou, katalazou, glutationperoxidazou), ¢o
v kone¢nom dosledku vedie k vyCerpaniu antioxida¢nej ochrany bunky a prispieva k zvyseniu
oxida¢ného stresu. Mnohé vznikajice reaktivne medziprodukty/metabolity a ROS zohravaju
vyznamnu ulohu v patogenéze niektorych ochoreni.

Prevazna vicsina xenobiotik po€as metabolizacie podlieha oxidaénym reakciam. Prva fazu
biotransformacie tvori Siroka skupina enzymov (Tab. 1), priCom najbeznejsie
anajvyznamnejSie z nich st cytochrom P450 (CYP) — oxidazy so zmie$anou funkciou.
Podiel'ajii sa na metabolizacii vacsiny xenobiotik a maji vel'mi Siroky rozsah substratovej
Specifity.

V tejto kapitole sa budeme venovat’ najmi CYP, ale aj d’al$im vybranym enzymom I. fazy
biotransformacie, ich subcelularnej lokalizacii, kofaktorom, distribGcii v organoch,
mechanizme reakcii, typickym substratom a genetickym varidciam najmé v suvislosti

S nddorovymi ochoreniami.
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3.1. CYTOCHROM P450

Cytochréom P450 (CYP, EC 1.14.14.1) predstavuje velku rodinu enzymov, ktoré su
zodpovedné najmé za reakcie |. fazy biotransformacie. Tato rodina enzymov je tvorena
prevazne monooxygendzami, ktoré katalyzuji redukcné Stiepenie molekulového kyslika
a inzerciu jedného atému kyslika do substratu. Ide o evolu¢ne vel'mi staré hemoproteiny, ktoré
sa vyvinuli z jedného CYP génu archebaktérii spred 1,5 miliardy rokov a st pritomné od
prokaryotov az po eukaryoty a ¢loveka. Termin P450 (Pigment-450) sa pouziva na oznacenie
proteinov obsahujucich hém, pre ktoré je charakteristické absorpéné maximum pri vinove;j
dizke 450 nm v redukovanom stave v pritomnosti oxidu uhol’natého. Tento jav je nezvycajny,
pretoze vSetky ostatné zndme proteiny obsahujice hém, ako napriklad hemoglobin, absorbuju
svetlo pri 420 nm.

V organizme sa CYP podiel'aja na (Tab. 3):

» metabolizdcii xenobiotik, liekov (viac ako 90%), karcinogénov, prokarcinogénov, ktoré
mozu byt deaktivované alebo naopak moze dojst’ K ich aktivacii (najma rodiny CYP1-
CYP3),

»  metabolizme endogénnych latok (steroidov, karboxylovych kyselin, vitaminov
a eikozanoidov; najma rodiny CYP5-CYP51).

Tabulka 3 Cudské CYP podiel’ajiice sa na metabolizacii rdznych substratov

Substraty CYP izoenzymy

Xenobiotika 1A1, 1A2, 2A6, 2A13, 2B6, 2C8, 2C9, 2C18, 2C19, 2D6, 2E1, 2F1, 3A4, 3A5,
3A7

Steroidy 1B1, 7A1, 7B1, 8B1, 11A1, 11B1, 11B2, 17A1, 19A1, 21A2, 27A1, 39A1,
46A1, 51A1

Karboxylové kyseliny 2J2, 4Al11, 4B1, 4F12

Eikozanoidy 4F2, 4F3, 4F8, 5A1, 8Al

Vitaminy 2R1, 24A1, 26A1, 26B1, 26C1, 27B1

Neznama funkcia 2A7, 251, 2U1, 2W1, 3A43, 4A22, 4F11, 4F22, 4V2, 4X1, 471, 20A1, 27C1

Ked'ze na biotransformacii xenobiotik a liekov sa podiel’aji najmé rodiny CYP1-CYP3, dalej

Vv osobitnych podkapitolach buda detailnejSie charakterizované iba tieto enzymové rodiny.
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3.1.1. Klasifikacia a charakterizacia CYP

Enzymy CYP sa ozna¢uju pismenami ,,CYP* a arabska ¢islica oznac¢uje rodinu CYP (napr.
CYP1, CYP2, CYP3 atd’.). Potom nasleduje pismeno oznacujiuce podrodinu (napr. CYP1A) a
d’alSia arabska cislica, ktora oznacuje individualny gén/izoenzym (napr. CYP1A1). CYPIA1
teda oznacuje rodinu CYP1, podrodinu A a protein 1 v podrodine. Gén a cDNA sa piSu kurzivou
(CYP1A1), mRNA a protein st oznac¢ené vel’kymi pismenami (CYP1A1).

Clenovia rodiny CYP sa li§ia primarnou sekvenciou aminokyselin, substratovou $pecifitou,
imunonologickou krizovou reaktivitou a tkanivovou distribuciou. Aminokyselinova sekvencia
v ramci rovnakej rodiny vykazuje 40% homologiu, a sekvencia v ramci podrodiny viac ako
55% (napr. CYP2A6 a CYP2AY7).

Superrodina CYP zahtia viac ako 13 000 génov reprezentujucich viac ako 400 génovych
rodin (http://drnelson.utmem.edu/ CytochromeP450.html). U l'udi bolo popisanych 57 ré6znych
génov CYP a 58 pseudogénov. U Tudi z 18 rodin a 44 podrodin najdolezitejSiu tlohu v
metabolizme xenobiotik V pe€eni zohravaju enzymy rodiny 1-3 (CYP1A2, CYP2CY9,
CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1 a CYP3A4), pricom ostatné rodiny maju doleziti endogénnu
funkciu.

CYP sa rozdel'uji do réznych tried na zaklade viacerych kritérii:

= funkcia CYP: detoxikacii xenobiotik a biosyntéza endogénnych zlucenin,

»  membrdanovo-viazané formy (prevazne ueukaryotov) a rozpustné formy (U

prokaryotov),

» Subcelularna lokalizacia a prenos elektronov: eukaryotické CYP su lokalizované

prevazne v endoplazmatickom retikule (ER) a su redukované membranovo-viazanou
CYP  reduktizou  obsahujicou  flavinadenindinukleotid =~ (FAD)  alebo
flavinmononukleotid (FMN). Na druhej strane, prenos elektronov u prokaryotickych a
mitochondridlnych CYP je sprostredkovany rozpustnym dvojzlozkovym reduktazovym

systémom obsahujucim FAD a Fe-S protein.

U cicavcov st CYP pritomné takmer vo vsetkych tkanivach, s najvyssimi koncentraciami
v peceni a V tenkom c¢reve (Obr. 5). Su tieZz pritomné vo vnutornej membrane mitochondrii
steroidogénnych tkaniv, ako je kora nadobli¢iek, semenniky, vajecniky, prsniky, placenta a
podiel’aji sa na syntéze a degradacii endogénnych steroidnych hormonov. CYP majt $pecifické
funkcie v mozgu, medzi ktor¢ sa zarad’uje regulacia endogénnych agonistov GABA receptorov,

udrziavanie homeostazy cholesterolu v mozgu a eliminacia retinoidov.
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Pecenn Tenké érevo
CYP2J2

_CYP2D6
cyp2as CYP2C8, cypaBs CYPZC”‘

CYP2C19 _

Obrazok 5 Relativna expresia CYP izoenzymov V peéeni a V tenkom ¢reve (prevzaté z Song Y a kol.
Clin Pharmacokinet. 60: 585-601, 2021)

3.1.2. Struktira CYP

V proteinovej databanke (Protein Data Bank, http://www.wwpdb.org/) bolo doteraz
uloZzenych 104 unikatnych Struktir CYP. Nuklearna magneticka rezonancia (NMR),
rontgenova kryStalografia spolu s pocitacovym modelovanim poskytuji informacie
0 trojrozmernej $truktire cicavéich CYP. Struktara CYP je evoluéne zachovana a znatne

konzervovana. Na obrazku 6 je zndzornena Struktura I'udského CYP3A4 izoenzymu.

Obrizok 6 Struktiira P'udského CYP3A4 (databanka proteinov - PDB ID: 1TQN)
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CYP st hemoproteiny obsahujuce v aktivnom centre jeden hém ako prosteticku skupinu a
400-500 aminokyselinovych zvyskov. Terciarnu Struktaru CYP tvoria prevazne a-helixy (A-L)
s ortogonalnym usporiadanim zvizkov a Styri B-skladané listy. Vo vSeobecnosti plati, ze ¢im je
dand Struktira blizSie k hému, tym je viac konzervovana, ako je to v pripade helixov I a L.
Helixy F a G, F/G-slucka spolu s B/C-slu¢kou tvoria pristup k aktivnemu miestu CYP.

Vysoko konzervovanymi ¢astami struktury CYP su:

= klaster bohaty na prolin blizko N-konca (napr. u niektorych CYP je sekvencia

PPGPXPXPXXGN vysoko konzervovana od l'udi az po rastliny),

= slucka nasledujtca po helixe A,

= Cal skrutkovice,

= gast’ K helixu,

= 7liabok na prenos protonov.

Aktivne miesto CYP je umiestnené hlboko v Struktire enzymu, a preto substrat vstupuje do
aktivneho miesta kandlom spéjajucim aktivne miesto s vonkajSou ¢astou enzymu. Podobne
substrat opust’a aktivne miesto tym istym alebo inym kanalom. Konzervované struktarne jadro
CYP je tvorené Stvorhelixovym zvdzkom zlozenym z troch paralelnych helixov D, L
a l ajedného antiparalelného helixu E. Hémova skupina je umiestnena medzi distalnym I
helixom a proximalnym L helixom a je viazana na susednu slu¢ku cystein-hém-ligand, ktora
obsahuje aminokyselinovi sekvenciu FxxGx(H/R)xCxG. Tento konzervovany cystein je
proximalnym alebo ,,piatym* ligandom pre hémové Zelezo. Dlhy helix I tvori stenu hémového
,vrecka® a obsahuje aminokyselinova sekvenciu (A/G)-Gx(E/D)T, ktora je v strede $piraly.
Vysoko konzervovany treonin, ktorému predchddza kysla aminokyselina, je umiestneny v
aktivnom mieste a predpoklada sa, Ze sa podiela na katalyze.

Aj ked je folding CYP vysoko konzervovany, existuje dostatocnd Struktirna diverzita
umoziujica vizbu substratov odlisnych vel'kosti na rozne CYP. Rozpoznanie a vidzba substratu
na CYP su zabezpeCené Siestimi ,,rozpoznavacimi miestami substratu“ (SRS, substrate
recognition sites): oblastou B’ helixu (SRS1), ¢astou helixov F a G (SRS2 a SRS3), ¢ast'ou
helixu | (SRS4), spojovacou oblast'ou 2 helixu K (SRS6) a B4 vlasenkou lemujicou aktivne
miesto CYP (SRS5). Tieto SRS predurcuju CYP substratovu specifitu. SRS su povazované za
flexibilné proteinové oblasti a predpokladd sa, Ze pri katalyze sa uplatiiuje mechanizmus
indukovaného prispdsobenia sa.

Zelezo vo forme Zelezitych iénov (Fe®*) moze existovat’ v dvoch spinovych stavoch, v

nizkospinovom stave (LS), v ktorom je pat 3d elektronov maximalne sparovanych, avo
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vysokospinovom stave (HS), v ktorom sa péat’ 3d elektronov maximalne neSparovanych.
Pomocou spektralnych, NMR a krystalografickych udajov bolo dokazané, Ze v enzyme bez
naviazaného substratu molekula vody tvori Siesty axialny ligand Fe®*, ¢im stabilizuje LS stav
ionu. Vizbou substratu na enzym je komplex zelezo-voda vytesneny z enzymu, ¢im sa meni
koordinaény stav Fe*" zo $estvizbového na pitvizbovy, v ktorom sa Fe** pohybuje mimo

roviny hému.

3.1.3. Katalyticky cyklus CYP

Monooxygenazova reakcia katalyzovana CYP zahina inkorporaciu jedného atomu kyslika
do substratu (RH) za vzniku oxidovaného metabolitu (ROH) a druhy atom kyslika sa redukuje
na vodu (Obr. 7).

RH+0,+2¢ +2H* ——— . ROH +H,0

Obrazok 7 Hydroxylacia substratu katalyzovana CYP

Vicsina reakcii katalyzovanych CYP je oxiddcia uhlika, priCom atomy uhlika v
organickych zliceninach sa znacne liSia svojou hybridizaciou a poskytuji rozne oxidované
medziprodukty (primarne a sekundarne alkoholy, fenoly, epoxidy). Niektoré z najbeznejSich
reakcii katalyzovanych CYP st zhrnuté na obrazku 8.
Transport elektronov je sprostredkovany viaczloZkovym monooxygendzovym systémom,
v ktorom sa elektrony zredukovaného nikotinamidadenindinukleotidfosfatu (NADPH)
prenasaji na molekulovy kyslik prostrednictvom CYP. V zavislosti od lokalizacie v bunke a
redoxnych partnerov, sa CYP vo vSeobecnosti delia na dve hlavné triedy:
= trieda I, zahfiia mitochondrialne a bakteridlne CYP, ktoré vyuzivaji dvoch redoxnych
partnerov, ato Fe-S protein (ferredoxin/adrenodoxin) a reduktazu obsahujicu flavin
(ferredoxin/adrenodoxin reduktazu),

» trieda Il, st mikrozomalne monooxygenazy, ktoré prijimaji elektrony z NADPH-
cytochrom P450 oxidoreduktazy (POR). Reduktdzy aj monooxygendzy su integralne
membranové proteiny. Okrem toho, niektoré mikrozomalne CYP vyuzivaji ako

redoxného partnera cytochrom b5 (cyt b5).
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Aromaticka hydroxylacia [OH]
OH
e ehA ot [OH]
Alifaticka hydroxylacia R-CH; — R-CH,-OH+ H*
e 3 . [OH] /\
Epoxidacia R-CH=CH-R _, R-HC-CH-R’
[OH]
N-, O-, S-dealkylicia R-(NH, 0, S)-CH, R-(NH;, OH, SH) + CH,0
0]
o [OH] Il
Deaminacia R-CH,-NH;, —————» R-C-H+ NH,
(0]
P . loH] |
Sulfoxidacia RSR — ——— RSR +H*

Obrazok 8 Priklady niektorych vieobecnych reakcii katalyzovanych CYP (prevzaté z Cederbaum Al.
Redox Biol.4: 60-73, 2015)

Vicsina cicavcich CYP je lokalizovanych v ER. U l'udi 50 z 57 CYP st mikrozomalne
enzymy a zvys$nych sedem sa nachddza v mitochondridch. Mikrozomalne CYP pouZivaju POR
na transport elektronov z NADPH. POR prenasa elektrony z NADPH nielen na CYP, ale aj na
d’alsie mikrozomalne akceptory elektronov, ako su hemoxygendza, cyt bs,
skvalénmonooxygenaza aindoldioxygendza. POR je membranovo viazany protein
s molekulovou hmotnost'ou 78 kDa. Je ¢lenom rodiny diflavinoxidoreduktaz, ktoré obsahujt
jednu molekulu FAD a jednu molekulu FMN.

CYP katalyticky cyklus je znazorneny na obrazku 9. Pred naviazanim substratu (RH) je
aktivne miesto enzymu obsadené vodou, ktora sa viaze na Fe®" ion hému. Naviazanim substratu
na aktivne miesto enzymu, dochadza k vytesneniu vody (1). Zaroven dochadza k vizbe CYP s
redoxnym partnerom a k zniZeniu redoxného potencialu CYP, ¢im sa ul'ah¢i prenos elektronov
z reduktazy. Nastava jednoelektronova redukcia hémového Zeleza z Fe* na Fe?* (2), ¢im je
umoznena vdzba molekulového kyslika na zelezo (3). V pripade, ak je redoxnym partnerom
POR, NADPH sa viaze na POR, pricom dochadza k vytvoreniu zatvorenej konformacie POR.
V tejto zatvorenej konformacii sa uskutocni transfer elektronov z dvojelektronového donora

NADPH na FAD, ktory prendsa tieto dva elektrony jeden po druhom na FMN. Dochadza
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k uvolneniu NADP* a vytvoreniu otvorenej konformacie POR. V tejto otvorenej konformacii
POR preferuje vytvorenie komplexu s CYP suz naviazanym substratom. Vézba substratu
jednak zvySuje redoxny potencidl CYP, ¢im sa z termodynamického hl'adiska zabezpeci prenos
elektrénov a tiez zabrani neprimeranému znizeniu redoxného potencialu CYP. Vizba substratu
na CYP moze tiez vyvolat konformac¢né zmeny, ktoré umoznia prenos elektrénov z FMN
hydrochinonu na hémové zelezo CYP. Druhou jednoelektronovou redukciou vznika
medziprodukt Fe3*-peroxo, ktory sa rychlo proténuje a vznika medziprodukt Fe**-hydroperoxo
(4). Ten je nasledne znovu proténovany, ¢o vedie k uvolneniu vody a tvorbe vysoko
reaktivneho ferryl-oxo porfyrinového radikalu (5). Tento radikal ziskava atom vodika alebo
elektron od substratu, za vzniku radikalu substratu a ferrylhydroxidu (6). Nasleduje rychly
prenos aktivovaného kyslika na radikal substratu za vzniku hydroxylovaného produktu (ROH)
a jeho disociacia od enzymu ukoncuje katalyticky cyklus (7). Hémové zelezo CYP sa vracia do

stavu Fe3* a moze vstiipit’ do nového cyklu reakcii (8).

Viizba substratu (RH)

ROH

Oxiddcia a uvol’nenie
produktu RH Fefr Prva jednoelektronova

redukcia

Redoxny partner,g, (X Zdroj elektronovigy
Redoxny partneroy) Zdroj elektronovi,q

RH

Viizba Kyslika

4) Fe
Redoxny partner.q X) Zdroj elektronovigy,
Redoxny partnero,) Zdroj elektronoviyg
Druhi jednoelektréonova
redukcia

Redukcia kyslika
na vodu

H+

Obrazok 9 Katalyticky cyklus CYP (prevzaté z Behrendorff JBYH. Front Microbiol. 12: 649273, 2021)
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3.1.4. Faktory ovplyviiujtice aktivitu CYP

Expresia a aktivita CYP sa moze znac¢ne lisit' medzi jedincami a etnickymi skupinami.
Interindividualna variabilita CYP mozZe byt ovplyvnena faktormi, ktorymi su:

= fyziologické faktory — vek, pohlavie, hormony, prostredie a génové polymorfizmy,

»  patologické stavy — tumorigenéza, zapal, cholestaza atd’.,

» komedikacia (indukcia a inhibicia), ktord moze byt’ dolezita pre predpovedanie toho,
ako jedinec zareaguje na liecbu. Enzymy CYP mo6zu byt indukované alebo inhibované
subezne podavanymi liekmi a cirkulujicimi metabolitmi, ¢o moze viest’ k lieckovym
interakciam (DDI, Drug-Drug Interactions) a k interakciam medzi liekmi a génmi
(DDGI, Drug-Drug-Gene Interactions), nakol’ko dochadza k zmene aktivity daného

CYP enzymu.

K indukcii CYP dochadza na transkrip¢nej, ako aj na netranskripnej Grovni, ktorou je
stabilizdcia mRNA a enzymu, alebo inhibicia degradacie enzymu. Gény kodujuce CYP1-CYP3
mozu byt transkripéne aktivované xenobiotikami po ich vézbe na urcité receptory. Medzi tieto
receptory sa zarad’uju aryl-uhlovodikovy receptor (AhR, Aryl-Hydrocarbon Receptor),
konstitutivny androstanovy receptor (CAR, Constitutive Androstane Receptor) a pregnanovy
jadrovy receptor (PXR, Pregnane Nuclear Receptor).

AhR patri do rodiny Per-Arnt-Sim (PAS) transkripénych faktorov, ktoré aktivuja 'udské
CYP1Al, CYP1A2 a CYP1B1, ako aj gény kodujtce niektoré enzymy Il. fazy biotransformacie.
Ligandami AhR st PAU, halogénované aromatické uhlovodiky, niektoré lieky, kofein
a eikozanoidy, ktoré po vézbe aktivuji AhR. Nasleduje translokacia AhR z cytosolu do jadra,
kde interaguje s jadrovym translokatorom aryl-uhl'ovodikového receptora (ARNT). Komplex
AhR-ARNT sa viaze na gény obsahujuce xenobiotikum responzivne elementy a dochadza
k transkripcii tychto génov.

PXR je ¢lenom superrodiny jadrovych/steroidnych receptorov a je klI'icovym regulatorom
najmd CYP3A génov. Okrem toho PXR transaktivuje gény kodujice proteiny CYP2B a
CYP2C, GST, P-glykoprotein, proteiny mnoholiekovej rezistencie (MRP, Multidrug
Resistance-Associated Proteins) a OATP2. Ligandami a aktivatormi PXR st mnohé prirodné a
syntetické steroidy, steroidné hormoény, lieky, karotenoidy a xenobiotika. PXR tvori
heterodimér s retinoid X receptorom a tento komplex sa viaze v jadre na regulacné sekvencie v
promotorovych oblastiach cielovych génov. Na regulécii aktivity PXR sa podiel’a niekol'ko

mechanizmov, medzi ktoré sa zarad’uje posttranskripéna regulacia prostrednictvom mikroRNA
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a posttransla¢né modifikacie, ako je fosforylacia, acetylacia, SUMOylacia a ubikvitinécia, ktoré
by mohli vyznamnym spdsobom ovplyvnit’ biotransforméciu sprostredkovantt CYP.

CAR je jadrovy receptor, ktory je konstitutivne aktivny aj bez ligandu. Je exprimovany
najmd v peceni a sprostredkovava indukciu génov CYP2B fenobarbitalom a jemu podobnymi
lipofilnymi zlu¢eninami. Okrem toho CAR reguluje tiez aktivitu CYP3A4, CYP2C8, CYP2C9,
ako aj SULT, UGT a GST. Podobne ako PXR, aj CAR tvori heterodimér s retinoid X
receptorom atento komplex sa vjadre viaze na regulacné sekvencie v promoétorovych
oblastiach ciel'ovych génov.

CYP su tiez indukované aj d’alsimi transkripénymi faktormi, ako je napriklad farnezoid X
receptor (FXR), receptormi aktivovanymi proliferatormi peroxizomov (PPAR), peceniovym X

receptorom (LXR), glukokortikoidovym receptorom (GR) atd’.

Inhibicia CYP je vo vSeobecnosti beznejSia ako indukcia. Povazuje sa za hlavny
mechanizmus veduci k liekovej interakcii a zvycajne zahiiia kompeticiu liekov 0 vizbové
miesto CYP. Inhibicia CYP moéze narusit’ biotransformaciu alebo klirens liekov, ¢o moze viest’
k vy$§im plazmatickym koncentraciam lieku, k ovplyvneniu terapeutickej odpovede ak
zvyseniu neziaducich vedlajSich ucinkov liekov. Medziprodukty vznikajice metabolizaciou
liekov katalyzovanou CYP moéZu tieZ vyvolavat’ inhibiciu CYP. Tento typ inhibicie sa tieZ
oznacuje ako inhibicia ,,samovrazednd®, ,,Casovo-zavisla®“ alebo ,.zavisla od katalyzy“. K
inaktivacii CYP dochadza vytvorenim kovalentnej viazby medzi inaktivatorom a apoproteinom;
alkylaciou, arylaciou alebo destrukciou hémovej skupiny; ¢o vedie ku kovalentnej modifikacii

apoproteinu.

3.1.5. Rodina CYP1

CYP1 rodinu tvoriatri izoenzymy CYP1A1, CYP1A2 a CYP1B1. U l'udi st gény kodujice
CYP1Al1 aCYP1A2 lokalizované na chromozéome 15q24.1 sposobom hlava k hlave.
Fylogeneticka analyza CYP1A génu poukézala na to, ze gén CYP1A2 mohol vzniknut z
CYP1Al, nakolko maju 5'-susediacu oblast, ktord obsahuje obojsmerny promotor
a responzivne elementy, ktoré reguluju expresiu CYP1A1 aj CYP1A2. Gén pre CYPIBI je
lokalizovany na chromozome 2p21-22.

Ludsky CYPIA1 je exprimovany hlavne v extrahepatalnych tkanivach, ako su pluca,
pankreas, tymus, maternica, placenta, tenké ¢revo a lymfocyty. CYP1A2 je exprimovany najma

v peceni atvori 13-15% vSetkych hepatalnych CYP. CYPIBI1 je exprimovany najmid v
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extrahepatalnych tkanivéach, ako je prostata, prsnik a maternica. CYP1A2 sa vyznacuje 80%
identickou aminokyselinovou sekvenciou a 74% identickou sekvenciou DNA s CYP1Al a
priblizne 40% s CYP1B1.

Reakcie katalyzované CYP1A zahfnaji hydroxylaciu a oxidaciu aromatickych zlucenin.
CYPIALI sa podiel'a na metabolizacii environmentalnych prokarcinogénov, ako si PAU a
halogénované aromatické uhlovodiky. CYP1A2 metabolizuje najmd aromatické aminy a
heterocyklické zluceniny. Oxidacia PAU a heterocyklickych aromatickych aminov/amidov
vedie Kk zvySenej tvorbe arénoxidov, diolepoxidov a d’alSich reaktivnych elektrofilnych
zlucenin, ktoré si schopné vytvarat’ adukty s DNA a proteinmi, ¢o mdze viest’ k tumorigenéze
a organovej toxicite. Induktory CYP1A1/A2 mdzu potencidlne zvysit’ toxicitu prokarcinogénov
prostrednictvom zvySenia ich bioaktivacie za vzniku toxickych metabolitov. CYP1A sa tiez
podiel'aji na metabolizacii asi 9% liekov, ako st analgetika, antipyretikd, antipsychotika,
antidepresiva a protizapalové lieky. CYP1BI1 sa tieZ podiel’a na metabolizacii Sirokého spektra
xenobiotik a vykazuje urcité prekryvajuce sa metabolické ucinky s CYP1A1 a CYP1AZ2.

Enzymy CYP1 rodiny sa podiel'aju na biotransformacii mnohych endogénnych zlticenin,
ako st melatonin, retinol, kyselina linolova, fosfatidylcholin, uroporfyrinogén, pregnenolon a
progesteron, estradiol a estron, dehydroepiandrosteron a testosteron. CYP1 katalyzuju
NADPH-dependentnu oxidaciu estrogénu, ¢o vedie k produkcii hydroxylovanych metabolitov
estrogénu, ktoré zohravaju kritick ulohu v patogenéze niektorych ochoreni, najmi karcinomu
prsnika. CYP1A1 a CYP1AZ2 katalyzuju preferenc¢ne C-2 hydroxylaciu estrogénu a menej C-4.
Pre CYP1BI1 pri metabolizécii estrogénu je charakteristicka C-4 hydroxyla¢na aktivita.

3.1.6. Rodina CYP2

CYP2 predstavuje najvac¢siu rodinu CYP a tvori ju viac ako 30% vsetkych 'udskych CYP
izoenzymov. CYP2 izoenzymy st kédované 16 génmi, pricom kazdy z nich obsahuje devat
exonov a osem intronov. Gény su rozptylené na roznych chromozoémoch a st organizované v
génovych klastroch. Tri najvicsie génové klastre st CYP2ABFGST klaster na chromozéme
19q13.2, ktory obsahuje gény CYP2A6 a CYP2B6; CYP2C klaster na chromozome 10g23.33 s
génmi CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19 a klaster CYP2D na chromozome 22q13.1-2 s jedinym
funkénym génom CYP2D6.
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Podrodina CYP2A

U l'udi tvoria CYP2A podrodinu tri gény CYP2A6, CYP2A7, CYP2A13 a pseudogén
CYP2A18P. Tieto gény sa nachadzajii na 370 kb génovom klastri chromozému 19q13.2, ktory
tiez obsahuje gény a pseudogény podrodin CYP2B, CYP2F, CYP2G, CYP2S a CYP2T. Funk¢né
su iba CYP2A6, CYP2A13 a CYP2A7 koéduje nefunkEny protein.

CYP2A6 (oznacovany tiez ako ITA3 a 2A3) bol purifikovany z mikrozomov ludskych
hepatocytov. Okrem pecene je CYP2A6 exprimovany v nosovej sliznici, priedusnici, plicach
a sliznici pazerdka. NajcharakteristickejSou a najSpecifickejSou reakciou CYP2A6 je
7-hydroxylacia kumarinu, ktora sa vyuziva ako in vivo diagnosticky test. CYP2A6 sa podiel’a
na metabolizacii Sirokého spektra liekov, karcinogénov a xenobiotik, vratane nikotinu. Nikotin,
psychoaktivna zlozka cigaretového dymu, je primarne metabolizovany hepatalnym CYP2A6
(70-80%) a tiez hlavny metabolit nikotinu, kotinin, sa metabolizuje vylu¢ne prostrednictvom
CYP2A6 na trans-3'-hydroxykotinin (kapitola 6.2). Pomer tychto metabolitov nikotinu trans-
3’-hydroxykotinin/kotinin je stabilny u faj¢iarov a slizi na stanovenie aktivity tohto izoenzymu.
CYP2A6 sa podiel'a na bioaktivacii prolieku tegafuru na 5-fluorouracil, 7-hydroxylacii
efavirenzu, biotransformacii inhibitora aromatazy letrozolu, disulfiramu, fadrozolu, halotanu
atd’. Endogénnym substratom CYP2AG je bilirubin.

Aktivita CYP2A6 moze byt indukovana a inhibovana liekmi, endogénnymi zlu¢eninami a
zlozkami potravy. Induktormi CYP2A6 st napriklad fenobarbital, dexametazon a rifampin,
pri¢om pravdepodobne zvySuju transkripciu CYP2A6 génu. Zistilo sa, Ze aktivita CYP2A6 je
vysSiau zien ako u muzov. Je to z dovodu posobenia estrogénov, ktoré po vdzbe na estrogénové
receptory a translokacii do jadra indukuju transkripciu CYP2A6 génu. Niektoré lieky (napr. 8-
metoxypsoralen, selegilin) a endogénne latky (napr. tryptamin, dopamin a Sérotonin) inhibuju
CYP2A6. Podobne, niektoré latky pritomné v potravinach, ako je mentol, kyselina kavova,
kyselina p-kumarova, kvercetin, grapefruitova $tava atd’. inhibuju CYP2A6.

O katalytickej aktivite CYP2A7 je vel'mi malo informacii o katalytickej aktivite tohto
enzymu. CYP2A13 sa vyznacuje 94% identickou sekvenciou aminokyselin a podobnou
substratovou Specifitou (metabolizacia kumarinu a nikotinu) ako CYP2A6. Je exprimovany
najmd v nosovej sliznici, priedusnici, plucach, av peCeni (priblizne len 1% z hladiny
detegovanej v nosovej sliznici). Ukazalo sa, ze CYP2A13 je najucinnejSim aktivatorom
Vv tabaku pritomnych prokarcinogénych nitrozaminov, ako napriklad 4-(metylnitr6zamino)-1-
(3-pyridyl)-1-butanénu. Dal§imi substratmi CYP2A13 su aflatoxin B1, fenacetin, teofylin, 4-
aminobifenyl atd’. Okrem toho sa CYP2A13 podiel’a na aktivacii zna¢ného mnozstva PAU (a

ich dihydrodiol derivatov), arylaminov a heterocyklickych aminov.
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Podrodina CYP2B

Uloha podrodiny CYP2B pri metabolizacii xenobiotik je vV porovnani s ostatnymi rodinami
menej vyznamna. U ludi tvori CYP2B6 priblizne 2-5% hepatalnych CYP aje pren
charakteristicka priblizne 300-nasobna variabilita expresie. V peceni plodu sa zistila vel'mi
nizka, resp. nedetegovatel'na expresia CYP2B6, ale pocas prvého mesiaca zivota sa zvySuje
priblizne na 2-nasobok. Nizka expresia CYP2B6 sa zistila v mozgu, oblickach, srdci, placente
a Vv dychacich cestach. Niektoré studie potvrdili rozdiely v expresii CYP2B6 vzhl'adom na
pohlavie a etnicitu. Substratmi CYP2B6 st liec¢iva (napr. bupropion, efavirenz, cyklofosfamid,

ifosfamid), ako aj environmentalne xenobiotika a to najmé pesticidy (napr. chlorpyrifos).

Podrodina CYP2C

Podrodina CYP2C pozostava u Tudi zo Styroch vysoko-homoldégnych génov
lokalizovanych na chromozome 10q23.3, a to od centroméry po teloméru v poradi CYP2C18-
CYP2C19-CYP2C9-CYP2C8. St exprimované najmid v peceni (CYP2C9 > CYP2C8 >
CYP2C19), pri¢om tvoria priblizne 20% hepatalnych CYP. Vynimkou je CYP2CI18, ktory je
exprimovany na irovni mRNA, ale nie na turovni proteinu. Expresia CYP2C9 je porovnatel'na
s expresiou CYP3A4, aexpresia CYP2C8 a CYP2C19 je 2-10-nasobne nizSia V porovnani
s CYP2C9. CYP2C su exprimované V mensej miere aj v dalSich tkanivach ako su oblicky,
¢reva, mozog, srdce, aorta a pltca.

Enzymy podrodiny CYP2C sa podiel'aji na metabolizacii viac ako 20% liekov.
Najvyznamnejsi z nich, CYP2C9 sa podiel'a na metabolizacii Sirokého spektra lie¢iv ako st
warfarin, fenytoin, kyselina valproova, kandesartan, losartan, peroralne antidiabetika, vac¢Sina
nesteroidnych protizdpalovych liekov atd. Bezne pouZzivané substraty na fenotypizaciu
CYP2C9 su diklofenak a tolbutamid. 1zoenzym CYP2C9 sa tieZ podiel'a na metabolizécii
endogénnych latok, a to najmd kyseliny arachidonovej, kyseliny linolovej a niektorych
steroidov. Jeho induktorom je rifampicin a inhibitormi amiodarén, flukonazol, sulfafenazol a
dalsie.

CYP2CS8 enzym je odlisny od ostatnych ¢lenov CYP2C podrodiny, nakol’ko mé netypicky
vel'ké aktivne miesto, ktoré dokéze rozpoznat’ r6zne zli¢eniny ako substraty. Vyznam CYP2C8
pri metabolizacii lieCiv je niz§i ako v pripade CYP2C9 alebo CYP2C19. Podiela sa na
metabolizacii antidiabetik (napr. rosiglitazonu a pioglitazonu), antiarytmika amiodaronu,
protinadorového lieku paklitaxelu a antimalarika amodiachinu, ktory sa tieZ pouziva ako
selektivny marker pre stanovenie CYP2C8 enzymovej aktivity. CYP2C8 tiez metabolizuje

endogénne zluceniny, ako napriklad retinoidy a kyselinu arachidonova.
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CYP2C19 je zodpovedny za metabolizaciu priblizne 10% lie€iv, ktorymi su napriklad
inhibitory protonovej pumpy, antidepresiva (napr. imipramin, amitriptylin, sertralin, fluoxetin,
citalopram), antikonvulziva (napr. fenytoin, S-mefenytoin), hypnotika a sedativa (napr.
diazepam, flunitrazepam, klobazam, fenobarbital), antimalarika (napr. proguanil) atd’.
Endogénnymi substratmi CYP2C19 st farnezol, melatonin a estrogény. CYP2C19 je
indukovatelny niektorymi lie¢ivami, ako st rifampicin, dexametazon, fenobarbital
a inhibovany napriklad omeprazolom, grapefruitovym dzusom atd’.

Enzymy CYP2C rodiny vykazuju prekryvajicu sa substratovi Specifitu. Napriklad
stereoizoméry warfarinu st metabolizované roznymi CYP2C enzymami, ato konkrétne
CYP2C9 aj CYP2C19. CYP2C9 je stereoselektivny pre S-enantiomér warfarinu, zatial' ¢o
CYP2C19 pre R-enantiomér. Podobne aj niektoré lieky metabolizované CYP2CS8 st substratmi
inych CYP enzymov. Priblizne 75% z nich je metabolizovanych CYP3A4, 30% CYP2C9
pricom vznikaji rdzne produkty. Napriklad CYP2C8 metabolizuje paklitaxel na 6a-
hydroxypaklitaxel, zatial' co CYP3A4 vytvara 3'-hydroxypaklitaxel. Vysvetlenim pre vznik
réznych metabolitov, by mohlo byt to, Ze obidva tieto enzymy maju rovnako vel'ké aktivne

miesta, ktoré sa vSak liSia Strukturou.

Podrodina CYP2D

Lokus CYP2D je lokalizovany na chromozdéme 22ql3, pozostava z deviatich exénov s
otvorenym ¢itacim ramcom a obsahuje jediny aktivny gén CYP2D6 a dva pseudogény
(CYP2D7 a CYP2D8). CYP2D6 sa Vv peceni podiel’a na biotransformacii psychotropnych lieckov
a steroidov av mozgu zohrava kl'u¢ovi ulohu Vv metabolizme endogénnych substratov
(neurosteroidov, neurotransmiterov), liekov a toxinov. Okrem tychto tkaniv je CYP2D6
exprimovany aj v d’alSich tkanivach, ako st ¢revo, pl'ica a lymfoidné bunky. Aj ked CYP2D6
tvori len 2-4% hepatalnych CYP, podiela sa na metabolizécii priblizne 20% lieciv, ktorymi st
niektoré analgetikd (napr. kodein, tramadol), antidepresiva (napr. paroxetin, tricyklické
antidepresiva), antihypertenziva (napr. metoprolol, bisoprolol) a protinddorové lieky (napr.
tamoxifén).

Animalne $tadie poukazali na to, Ze mozgové izoenzymy CYP2D katalyzuju metabolizmus
endogénnych neuroaktivnych substratov, napr. 21-hydroxylaciu neurosteroidov a tvorbu
monoaminergnych neurotransmiterov prostrednictvom alternativnych drah. Mozgové CYP2D
katalyzuju alternativnu cestu syntézy dopaminu prostrednictvom hydroxylacie tyraminu a

tvorbu sérotoninu, ktora prebicha O-demetylaciou 5-metoxytryptaminu.
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Podrodina CYP2E

Podrodinu CYP2E tvori jediny gén CYP2EL, ktory je lokalizovany na chromozome
10926.3 a obsahuje devét exonov a 0sem intronov. Vo vysokych hladinach je CYP2EI
pritomny v peceni (hepatocytoch a Kupfferovych bunkach), pomerne vysoké hladiny boli
detegované v srdcovom tkanive a nizSie hladiny v mozgu, nosovej sliznici, kore obliciek,
semennikoch, vaje¢nikoch a v GIT. Je pritomny najmi v ER, ale bolo dokazané, Ze je tiez
pritomny V plazmatickej membrane a v mitochondriach hepatocytov.

Substratmi CYP2E1 st molekuly s nizkou molekulovou hmotnostou, ako je etanol, aceton,
halotan, chlérzoxazén a acetaminofén; priemyselné chemikalie; toxické latky
a prokarcinogény (napr. nitrozaminy, azozliceniny, benzén, styrén, vinylchlorid, vinylbromid,
akrylonitril, vinylkarbamat, etylkarbamat). Endogénnymi substratmi CYP2E1 st aceton, acetol,
steroidy, polynenasytené karboxylové kyseliny, ako su kyselina linolovd a kyselina
arachidonova, ktoré st metabolizované na w-hydroxylované karboxylové kyseliny.

Hlavnhym enzymom podielajicim sa na oxiddcii etanolu na acetaldehyd je
alkoholdehydrogenaza. Pri zvy$enom prijme alkoholu, respektive u jedincov s nizkou aktivitou
alkoholdehydrogenazy, sa na metabolizdcii etanolu a inych alkoholov s kratkym retazcom
podiel’a tiez CYP2EL (Obr. 12). Hypotéza, ze etanol by mohol byt substratom CYP nebola
l'ahko akceptovana z doévodu hydrofilnej povahy etanolu, avSak Lieber a kol. (1970) podali
dokaz o priebehu reakcie v peceni potkana. CYP2E1 ma relativne vysokt hodnotu Km pre
etanol (8-10 mmol/l vs. 0,2-2 mmol/l pre pecenovu alkoholdehydrogenazu), ide o minoritna
cestu oxidacie etanolu a pravdepodobne predstavuje <10% schopnosti pecene oxidovat’ etanol.
CYP2EI1 katalyzuje dvojelektronovi oxidéaciu etanolu na acetaldehyd. Je zaujimavé, zZe
acetaldehyd je tiez substratom CYP2EI1 a je oxidovany na acetat; teda CYP2E1 mdze, aspon
teoreticky, katalyzovat oxidaciu etanolu na acetat. CYP2El mozZe tiez katalyzovat
jednoelektronovil oxidaciu etanolu na 1-hydroxyetylovy radikal.

Etanol indukuje CYP2EL, tj. je substratom CYP2E1 a zaroven zvySuje hladiny tohto
enzymu V hepatocytoch. Etanol moze byt oxidovany aj inymi CYP okrem CYP2EI, a to najmé
CYP3A a CYPIA, pri¢om tiez dochadza k ich indukcii prostrednictvom etanolu. K indukcii
CYP2E1 moéze dochadzat’ tiez pri roznych metabolickych alebo nutricnych stavoch. Zvysené
hladiny CYP2E1 boli zistené pri chronickej obezite, pri prijme potravy s vysokym obsahom
tukov, pri diabetes mellitus, ale paradoxne aj pri dlhodobom hladovani.

Pocas katalytického cyklu CYP2E1 sa produkuje zvySené mnozstvo ROS, ato najmi
superoxidovy anionovy radikal a H202. Tieto ROS moézu iniciovat’ lipoperoxidaciu

nenasytenych karboxylovych kyselin, ¢o vedie k tvorbe vysoko reaktivnych aldehydov, ako je
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malondialdehyd a 4-hydroxy-2-nonenal. ROS mozu tiez oxida¢ne poskodzovat nukleové
kyseliny a proteiny, ¢o vedie k permeabilizacii mitochondridlnej membrany a K iniciacii
bunkovej smrti. Preto sa predpokladd, ze CYP2E1 je hlavnym systémom prispievajucim
k etanolom-indukovanému oxida¢nému stresu a etanolom-indukovanému poskodeniu pecéene.
Zvysené hladiny hepatalneho CYP2EL1 sa zistili u pacientov s nealkoholickou steatohepatitidou
(NASH), ktora je v stcasnosti povazovana za najcastejSie chronické a progresivne ochorenie
pecene, pri ktorom dochadza k akumulacii tukov v bunkach pecene, ktoré presahuje 5-10%
hmotnosti pecene pacientov s nizkou konzumaciou alkoholu (<20 g etanolu/deil). Selektivne
inhibitory CYP2E1 4-metyl-pyrazol, dialylsulfid (pritomny v cesnaku), fenylizotiokyanat,

chlérmetiazol a d’al$ie napomahajii minimalizovat’ hepatotoxicitu vyvolant etanolom.

3.1.7. Rodina CYP3

CYP3 rodinu tvori jedina podrodina CYP3A, ktora obsahuje styri gény CYP3A4, CYP3AS5,
CYP3A7 a CYP3A43 kodujtce funkéné proteiny. Tato podrodina je kodovana 231 kbp klastrom
Styroch génov CYP3A na chromozome 7g21 a niekol’kymi pseudogénmi. Kazdy gén obsahuje
trinast’ exénov so zachovanymi hranicami exon-intron. CYP3A enzymy si vysoko
exprimované¢ v peceni (40%) a podielaju sa na metabolizacii viac ako 50% liekov ana
biotransformacii karcinogénov (napr. benzo[a]pyrénu, 7,8-dihydrodiolu, aflatoxinu B1). Z nich
sa na metabolizécii liekov u I'udi podiel'a najmd CYP3A4 a CYP3AS.

Prevladajacim izoenzymom CYP3A v peceni a v ¢reve je CYP3A4, ktory vykazuje desat’
aZ stonasobné interindividudlne rozdiely v expresii mRNA a proteinov v pe€eni U dospelych
jedincov. Je exprimovany aj v inych tkanivach, ako je pazerak, dvanastnik a hrubé crevo.
CYP3AS5 je exprimovany V oblickach, ¢revach, nadobli¢kach, pe€eni, prostate a v plucach.
Expresia CYP3A7 a CYP3A43 je v peceni u l'udi priblizne 15-krat nizSia v porovnani s
CYP3A4/5. CYP3A7 je prevazne fetoplacentarny enzym, je vysoko exprimovany v peceni a
¢revach embrya a plodu, ako aj v endometriu a v placente, a je detegovatelny v peceni a v
tenkom creve niektorych dospelych. CYP3A43 je vysoko exprimovany V prostate a v mozgu,
menej v semennikoch, peceni, obli¢kach, placente a v pankrease.

Substratmi CYP3A su Struktarne roznorodé latky, roznej vel'kosti a afinity. Typické reakcie
katalyzované CYP3 A4 st N-oxidacia, C-oxidacia, N-dealkylacia, O-dealkylacia, nitroredukcia,
dehydratacia a C-hydroxylacia. Medzi lieciva, ktoré si metabolizované CYP3A izoenzymami
patria analgetika (napr. acetaminofén, lidokain), anestetické opioidy (napr. alfentanil),

antiarytmika (napr. amiodaron, chinidin), antibiotika (napr. erytromycin), protinadorové lieky
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(napr. cyklofosfamid, epipodofylotoxiny, ifosfamid, toremifén, vinkristin, vinblastin, vindezin,
paklitaxel, docetaxel, kabazitaxel), antikonvulziva (napr. klonazepam, trimetadion, zonisamid),
antidepresiva (napr. sirolimus, imipramin), antiepileptika (napr. karbamazepin, fenobarbital),
antihistaminika (napr. fexofenadin, terfenadin), antihypertenziva (napr. nifedipin), antitusika
(napr. dextrometorfan, kodein), azolové antimykotika (napr. flukonazol, itrakonazol,
ketokonazol), imunosupresiva (napr. takrolimus, rapamycin, cyklosporin, FK506), blokatory
vapnikovych kanalov (napr. diltiazem), lieky na znizenie hladiny cholesterolu v krvi (napr.
statiny), narkotika (napr. kokain), nesteroidné antiandrogény (napr. flutamid), nesteroidné
antiestrogény (napr. tamoxifén), antiretrovirotika (napr. amprenavir, ritonavir), psychoaktivne
lieky (napr. benzodiazepin, midazolam), steroidy (napr. estradiol, testosteron, hydrokortizon) a
inhibitory tyrozinkinazy (napr. lapatinib, dasatinib, erlotinib, imatinib).

Enzymy CYP3A podrodiny sa tieZ podiel'aji na metabolizacii niektorych endogénnych
substratov, ako st hormony, cholesterol, ZI¢ové kyseliny, kyselina arachidonova a vitamin D.
Cholesterol je metabolizovany na 4p-hydroxycholesterol a na 25-hydroxycholesterol
prostrednictvom CYP3A4 a CYP3AS5. Enzymy CYP3A sa podielaji na biotransformécii
zIcovych kyselin. 25-hydroxylacia 5B-cholestan-3a,7a,12a-triolu, ktory je medziproduktom
biosyntézy kyseliny cholovej, je katalyzovana CYP3A4 a CYP3A5. Podrodina CYP3A hra
dolezitt ulohu v metabolizme androgénov (testosteron, androstendion, dehydroepiandrosteron
a dihydrotestosterén), progesteronu a kortizolu, prostrednictvom 6p-hydroxylacnej reakcie,
ktora je jedinecna pre tito podrodinu CYP. NajvysSiu 6B-hydroxyla¢nu aktivitu ma CYP3A4,
po ktorom nasleduje CYP3AS a CYP3A7. 2B-, 15B- a 16B-hydroxyléacia testosterénu je
sprostredkovana CYP3A4. Tvorba 6B- a 2B-hydroxytestosteronu je katalyzovand CYP3AS a
CYP3A7, zatial’ ¢o tvorba 2a-hydroxytestosteronu je katalyzovana iba CYP3A7. Estradiol je
metabolizovany prostrednictvom CYP3A4 na 2-, 4- a 16B-hydroxylacné produkty. Vznik 2- a
4-hydroxylovanych estradiolovych metabolitov je tieZ v menSej miere katalyzovany
prostrednictvom CYP3AS a CYP3A7. CYP3A4 katalyzuje 24- a 25-hydroxylaciu vitaminu D3
a CYP3ADS katalyzuje 23- alebo 24-hydroxylaciu 1,25-dihydroxycholecalciferolu.

Expresia enzymov CYP3A je regulovana roznymi exogénnymi (lieky, chemikalie a strava)
a endogénnymi (karboxylové kyseliny, hormény, cytokiny a mikroRNA) faktormi. Aktivitu
CYP3A enzymov moéZu ovplyvnit antropogénne environmentalne chemikalie, ako su
organofosfaty, karbamdty, parabény, benzotriazolové UV stabilizatory azmikcovadla.
Prirodné zluCeniny pritomné v potravinach, ako napriklad flavonoidy nachadzajuce sa v ovoci
a zelenine, kave, Caji, ¢okoldde a vine, mézu menit’ expresiu CYP3A enzymov. Bazélna

expresia CYP3A génov moze byt tiez ovplyvnena stravou s vysokym obsahom tukov.
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Mnohé dolezité lieky st induktormi alebo inhibitormi CYP3A. Stbezné podavanie tychto
liekov spolu so substratom CYP3A moze viest’ k zmene ucinnosti lieku, vyvolat’ nepriaznivé a
dlhotrvajuce liekové interakcie a toxicitu. Existuji dve kategérie inhibitorov CYP3A —
chemické inhibitory a monoklonalne protilatky proti CYP3A. Tieto inhibitory st velmi
uzito¢né pri objasfiovani tlohy jednotlivych CYP3A v metabolizme liekov a pri predpovedani
potencialnych liekovych interakcii. V dosledku atypického charakteru aktivnych miest CYP3A
modze ten isty inhibitor spdsobit’ rézne typy inhibicii voci réznym substrdtom. Silnymi
inhibitormi CYP3A enzymov st antimykotika (napr. itrakonazol, ketokonazol a vorikonazol),
protinadorové lieky (napr. ceritinib, idelalisib, ribociclib a tucatinib), makrolidové antibiotika
(napr. klaritromycin a telitromycin), antivirotikd (pouzivané na lie¢cbu HIV, napr. indinavir,
nelfinavir, ritonavir a sakvinavir), antidepresiva (napr. nefazodon) atd’.

Indukcia CYP3A je zavisla od ¢asu pdsobenia a aj od koncentracie induktora a spdsobuje
vyznamny pokles farmakologickej G¢innosti ré6znych liekov. Lieky indukujuce CYP3A mozno
rozdelit’ do piatich tried:

= archetypické induktory podobné fenobarbitalu (napr. fenytoin),

= induktory podobné PAU (napr. cigaretovy dym a omeprazol),

= induktory typu pregnenolon 16a-karbonitril a glukokortikoidy (napr. dexametazon,

rifampin a erytromycin),

= induktory podobné etanolu (napr. izoazid),

= induktory typu peroxizomovych proliferatorov (napr. klofibrat a ftalaty pouzivané v

zmiakcovadlach).

V zasade existuju tri hlavné mechanizmy indukcie CYP3A, a to prostrednictvom zvySenia
génovej expresie (napr. dexametazon a rifampicin), prostrednictvom stabilizicie mMRNA
molekuly (napr. erytromycin) aznizenim degradacie proteinu (napr. posttransla¢nou

stabilizaciou).

3.1.8. Génové polymorfizmy CYP enzymov metabolizujucich lieky

Vicsina génov kodujucich CYP enzymy je polymorfna, varianty alel su zosumarizované a

popisané na stranke konzorcia pre nomenklatiru 'udskych CYP alel (www.cypalleles.ki.se).

NajcastejSie sa vyskytujica alela pre kazdy enzym (divy typ, wild type) sa oznacuje *1.

Alelické varianty sa oznac¢uju podla ich naslednej identifikacie (napr. *2, *3). Niektoré z tychto
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SNP mézu menit’ funkciu CYP enzymov, avSak mnohé SNP st ,,tiché* a nemaji vplyv na
funkciu danych enzymov.

CYP enzymy podielajuce sa na metabolizacii xenobiotik a liekov sa rozdel'uju do dvoch

tried na zaklade génovych polymorfizmov:

» trieda | — zlozena z CYP1AI, CYPIA2, CYP2El1 a CYP3A4, ktoré st dobre
konzervované, nemaji vyznamné funkéné polymorfizmy a st aktivne v metabolizacii
prokarcinogénov a liekov,

= trieda Il — zlozena z CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19 a CYP2D6, ktoré st vysoko

polymorfné a aktivne v metabolizacii liekov, nie v8ak prokarcinogénov.

Najviac polymorfizmov bolo doteraz charakterizovanych pre CYP2B6 (48 alel), CYP2C9
(32 alel), CYP2D6 (92 alel) a CYP3A4 (34 alel). Vac¢sina funkénych polymorfizmov bola
popisana Vv génoch kodujucich CYP2A6, CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19 a CYP2D6, pricom
najviac Studovanymi st SNP génov kodujacich CYP2C9, CYP2C19 a CYP2D6 (Tab. 4).

Tabul’ka 4 Génové polymorfizmy vybranych 'udskych CYP

Alela Nukleotidova Variant proteinu AKktivita enzymu
zamena
CYP2C9 *1 Divy typ — Normaélna
*2 430C>T R144C Znizena
S 1075A>C 1359L Znizena
CYP2C19 *1 Divy typ - Normaélna
*2 681G>A Defektny zostrih Inaktivny enzym
*3 636G>A Stop kodon Inaktivny enzym
CYP2D6 *1 Divy typ — Normaélna
*2 xN | Multiplikacia génu N aktivne gény Zvysena
*3 2549A>del (2637) | Posun ¢itacieho ramca Inaktivny enzym
*4 1846G>A Defektny zostrih Inaktivny enzym
*5 Delécia génu Bez enzymu Inaktivny enzym
*6 1707T>del (1795) | Posun ¢itacieho ramca Inaktivny enzym
*10 100C>T (188) P34S Nestabilny enzym
S486T
*17 1023C>T T1071 Zmenena afinita enzymu
2850C>T R296C k substratu
486T

Najbeznejsimi CYP2C9 variantami, ktoré vedu k zmene aktivity enzymu stt CYP2C9*2 a
CYP2C9*3. V pripade CYP2C9*2 dochadza k zdmene argininu za cystein na pozicii 144

43



(R144C), a pri CYP2C9*3 k zamene izoleucinu za leucin na pozicii 359 (I1359L). Vyskyt
jednotlivych variantnych alel je rdzny u jednotlivych etnickych skupin. Alely CYP2C9*2 a
CYP2C9*3 sa vyskytuju najmé u kaukazskej populacie (frekvencia vyskytu 8-14% a 4-16%),
u afroamerickej populacie (frekvencia vyskytu 4% a 2%) a u azijskej populacie (frekvencia
vyskytu 4% pre CYP2C9*3). Dalsie variantné alely CYP2C9*4, CYP2C9*5, CYP2C9*6,
CYP2C9*8, CYP2C9*11 maju nizku frekvenciu vyskytu, respektive nachadzaju sa najmi
u afroamerickej populacie.

Najbeznejsim CYP2C19 variantom je CYP2C19*2, ktory je spojeny s produkciou
skrateného (truncated) proteinu. Frekvencia vyskytu minoritnej alely je 18% u kaukazskej
a africkej populécie a viac ako 30% u azijskej populacie. Ostatné alely CYP2C19*3-*8 su
zriedkavé, s vynimkou CYP2C19*3 s frekvenciou vyskytu minoritnej alely u azijskej populécie
priblizne 7%. Na druhej strane alela CYP2C19*17 (806C>T) vedie k zvySenej transkripcii a je
bezna najmi u kaukazskej a africkej populacie (frekvencia vyskytu minoritnej alely priblizne
23%), a menej Casta U azijskej populacie.

Aktivita CYP2D6 enzymu sa lisi medzi jednotlivcami a populaciami, od normalnej,
zvysenej, znizenej, az po chybajucu. Alely CYP2D6*2 (frekvencia vyskytu 27%-36%) a
CYP2D6*4 (frekvencia vyskytu 12%-16%) st frekventované u eurdpske;j, africkej, juhoazijskej
a zmieSanej americkej populacie. Na druhej strane, neaktivne alely CYP2D6*3 (frekvencia
vyskytu 4%) a CYP2D6*6 (frekvencia vyskytu 2%) sa vyskytuju iba u jedincov eurépskeho
povodu. Alela so znizenou funkciou CYP2D6*10 sa takmer vyluéne vyskytuje u africkej,
juhoazijskej a ¢iastocne u vychododzijskej populacie (frekvencia vyskytu 59%). CYP2D6*14
sa nachadza len u vychodoazijskej populacie (frekvencia vyskytu 2%). Alela CYP2D6*17
(frekvencia vyskytu 20%) je pritomna u africkej populacie. Alely so zvySenou funkciou
CYP2D6*1xN a CYP2D6*2 xN su bezné u africkej populacie (29%) a ich frekvencia je nizsia
u kaukazskej a azijskej populacie (frekvencia vyskytu 1%-2%).

CYP2D6 diplotypy je mozné pouzit’ na uréenie predpokladanych fenotypov pomocou AS
(Activity Score) systému. Na vypocet AS sa alely zoskupia podl'a ich funk¢nosti a kazdej alele
sa priradi hodnota na vypocet AS kazdého diplotypu: alely bez funkcie — skore 0 (*3, *4,
*4xN,*5, *6, *7, *8, *11, *12, *36, *40, *42, *56); alely so znizenou funkciou — skore 0,5 (*9,
*10, *17, *29, *41, *44, *49); alely s normalnou funkciou — skore 1 (*2, *35, *43, *45); a alely

so zvysenou funkciou — skore 2 (*1xN, *2xN).
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Podl'a CYP2D6 genotypov a d’alsich (CYP2C19, CYP2C9 atd’.) boli popisané styri CYP
fenotypy (Tab. 5):

» slabi metabolizéri (PM, poor metabolizers), nestci dve defektné alely a preto im uplne
chyba urcita enzymova aktivita,

» Stredni metabolizéri (IM, intermediate metabolizers), heterozygotni pre defektnua alelu
alebo nestci dve Ciasto¢ne defektné alely, ¢o vedie k znizeniu aktivity enzymu,

= extenzivni metabolizéri (EM, extensive metabolizers), nestci dve funkéné alely a
S normalnou aktivitou enzymu,

» Ultrarychli metabolizéri (UM, ultrarapid metabolizers), nesuci viac ako dve aktivne
képie génov, ¢o vedie k proporcionalnemu zvySeniu mnozstva enzymu vzhl'adom k

poctu kopii génu.

Na zéiklade frekvencie alel CYP2D6, st uhlavnych etnickych skupin najbeznejSimi
fenotypmi extenzivni a stredni metabolizéri (EM a IM). EM tvoria 43-67% populacie a IM
tvoria 10-44%. Ultrarychli aslabi metabolizéri s menej Casti, tito jedinci sii vystaveni
vysSiemu riziku neziaducich reakcii alebo zlyhania liecby, pokial’ su lieceni liekom, ktory je

metabolizovany alebo bioaktivovany prostrednictvom CYP2D6.

Tabul’ka 5 Pravdepodobné fenotypy priradené na zaklade prikladov beznych diplotypov

Fenotyp CYP2D6 CYP2C9 | CYP2C19 | CYP3A5

Slaby metabolizér *4/*4, (*4/*4) N, *2/*2, *2/*2, *3/*3
*3/*4, *5/*5, *2/*3, *2/*3,
*5/*6 *3/*3 *3/*3

Stredny metabolizér *4/*41, *5/*9, *1/*2, *1/*2, *1/*3
*4/*10 *1/*3 *1/*3,
*2/*17

Extenzivny metabolizér *1/*1, *1/*2, *1/*1 *1/*1 *1/*1

*2/*2, *1/*9,
*1/*41, *41/*41,

*1/*5,
*1/*4
Ultrarychly metabolizér (F1/*1) N8, — *17/*17, —
(*1/*%2)xN, *1/*17
(*2/*2)xN

Pozn. x N2 predstavuje pocet kopii génu CYP2D6.

Strata alebo zniZenie aktivity prislusného CYP enzymu, ako je tomuu PM a IM, méZe viest’

k akumulacii urcitych liekov/xenobiotik v Krvi a nezmetabolizovany liek modze sposobit’
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toxicitu. Na druhej strane, u UM je liek menej G¢inny a st potrebné vyssie davky lieku na
dosiahnutie terapeutického uc¢inku. V idedlnom pripade pred navrhnutim liecby a ,koktailu*
lieckov by mal byt pacientovi uréeny fenotyp. Tento pristup sa spolicha na to, ze metabolizmus
vybraného lieku je dobre popisany, avSak nezahfna potencidlnu zmenu aktivity enzymov |I.
fazy (aj z dovodu SNP). Preto interindividualna variabilita metabolizmu lieku a klirens lieku je
Castym a komplexnym problémom v klinickej praxi. TiezZ aj lickové interakcie a interakcie liek-
gén mozu viest' k situacii, kedy UM alebo EM (najma pre CYP2D6 alebo CYP2C19) sa
demonstruje ako fenotyp PM.

3.1.9. Genetické variacie CYP a nadorové ochorenia

Pri vzniku nadorovych ochoreni zohravaji CYP enzymy tri hlavné tlohy:

= aktivuju (v niektorych pripadoch inaktivuji) environmentalne aV potrave pritomné
xenobiotika na ultimatne karcinogény,

= aktivuju alebo inaktivuju protinadorové lieky,

= su potencidlnymi ciel'mi protinadorovej terapie.

CYP genetické variacie (najma SNP) boli a su rozsiahle Studované v stvislosti s genetickou
predispoziciou K vzniku nadorovych ochoreni (Tab. 6). Vysledky $tadii su vSak Castokrat
nejednoznacné. Je potrebné si uvedomit’, ze pri nachylnosti na vznik nadorového ochorenia
zohrava okrem genetickej predispozicie, dolezita tlohu aj zivotny §tyl a zivotné prostredie.
Okrem toho d’alSie faktory, ktorymi st vek, pohlavie, hormonalny stav, choroby atd’. m6Zzu mat’
vplyv na nachylnost’ pre vznik nadorového ochorenia.

Spomedzi CYP enzymov v stvislosti so vznikom nddorovych ochoreni st najStudovanejsie
CYP1AI, CYP1A2, CYPIBI, CYP2A6, CYP2EI a CYP3A4, ktoré¢ sa podiel’aju na aktivacii
roznych prokarcinogénov, ako st PAU, heterocyklické aminy, nitrézaminy, azofarbiva
a alkylacné ¢inidla. Ich metabolizaciou mdézu vznikat sekunddrne metabolity, ktoré mdzu
sposobit’ poSkodenie DNA, indukovat’ mutacie, transformaciu buniek a viest’ k tumorigenéze.
Polymorfizmy a zmeny expresie CYP1A1 su Studované najméa u karcindmu plic, nakol’ko ako
bolo uz vyssie uvedené, tento enzym sa podiel'a na metabolizécii prokarcinogénov pritomnych
v cigaretovom dyme. NajStudovanejS$imi st dva polymorfizmy, jeden v introbne v mieste
Stiepenia Mspl (CYP1ALl Mspl) a druhy sposobujici zamenu izoleucinu za valin v oblasti

enzymu viazucej hém (CYP1A1 lle*®Val). Tieto dva polymorfizmy sa u azijskej populacie
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spajaji so strednym az vysokym rizikom pre vznik karcinomu pltac. U kaukazskej

a afroamerickej populécie st tieto polymorfizmy menej frekventované.

Tabul’ka 6 Hlavné izoformy CYP, ktoré sa podiel’ajii na karcinogenéze (prevzaté z Stipp MC, Acco A.
Cancer Chemother Pharmacol. 87: 295-309, 2021)

CYP izoenzym | Nadorové ochorenie
CYP1Al karciném pl'tic, karcindm hlavy, karcindm krku, karcindm ustnej dutiny, karcindm
hrtana/hltana, karcinom paZeraka, kolorektalny karciném, karcindm ZI¢nika,

karciném prsnika, karciném prostaty, karcinom obli¢iek, endometridlny karciném
a karcinom vajecnikov, lymfomy a leukémia
CYP1A2 urotelialny karcinom a karcindbm mocového mechtira

CYP1B1 karcindbm prostaty, karcinom vajecnikov, karcindbm hlavy, karcinom krku,
karciném prsnika, karciném pl'ac, karcindm gastrointestinalneho traktu, karcinom
mocového mechura a karcinom pecene

CYP2A6 karciném plic, karciném tUstnej dutiny a karcindém hrubého Creva a konecnika
CYP2C9 kolorektalny karcinom a karciném pltac

CYP2C18 karcindbm prostaty, karcindm moc¢ového mechutra, karcinom pluc, karcinom
CYP2C19 pecene, kolorektalny karcinom a akttna leukémia

CYP2D6 karcindbm plic, karcindbm hlavy, karcindm krku, karcindbm pecene, melandm,

karcindbm prsnika, akitna leukémia, karcinom prostaty, karcindm mocového
mechtra, karcindbm mozgu, karcindm obliciek, kolorektalny karciném, karcinom
vajecnikov, karcindm konec¢nika, karcinom vulvy, karcindm pankreasu, karcinom
kréka maternice, karcindém hypofyzy a lymfomy

CYP2E1 karcinom pl'uc a karcindm traviaceho traktu

CYP3A4 karcinom prostaty, karcinom prsnika, karcinom vajecnikov a myeloidna leukémia

CYP3A5 akutna myeloidna leukémia, myelodysplasticky syndrom a akutna lymfoblasticka
leukémia

CYP1AZ2 je najstudovanejsi U kolorektalneho karcindmu, karcindmu prsnika a karcindmu
plic. Aktivita CYP1A2 kolise u jednotlivcov a u niektorych nadorovych ochoreni sa zistila
znizend expresia a aktivita CYP1A2. Environmentalne faktory (zvySeny prijem kavy a fajcenie)
sa podielaju na aktivacii CYP1A2 prostrednictvom chemickych stimulov (ako su PAU).
CYP1A2 sa podiela tiez na metabolizme estrogénov. Vykazuje najvysSiu 17p-estradiol
hydroxylaéna aktivitu na C-2, ¢o vedie k tvorbe 2-hydroxyestradiolu. Cytotoxicita 2-
hydroxyestradiolu je mensia ako 4-hydroxyestradiolu, pretoze 2-hydroxyestradiol sa d’alej
metabolizuje na 2-metoxyestradiol, ktory vykazuje protinadorové ucinky. To naznacuje, ze
CYP1A2 ma potencial uplatnit’ svoje protinadorové ucinky.

Polymorfizmy a zmeny expresie CYP1B1 st Studované najmi u hormonalne-zavislého

karcinomu prsnika a karcinomu prostaty. CYP1B1 sa jednak podiela na metabolizécii
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prokarcinogénov (napr. PAU) a tiez na hydroxylacii 17p-estradiolu na C-4, ktorej vysledkom
je tvorba 4-hydroxyestradiolu. Ten nasledne reaguje s chinonmi a premiena sa na estradiol-3,4-
chinén, ktory tvori depurinované DNA adukty a nasledne indukuje tumorigenézu
prostrednictvom poSkodenia DNA alebo aberantnej génovej expresie.

Spomedzi d’alSich vySetrovanych CYP, viac ako 70% S$tadii potvrdilo stvislost’ medzi
CYP2A6 polymorfizmami a karcindbmom plic alebo ustnej dutiny. Zistilo sa, Ze genotypy
spojené s nizkou aktivitou CYP2A6 znizuji nachylnost na vznik karcindmu pltc,
pravdepodobne z dovodu pomalsSej metabolizacie nikotinu. Asociacia medzi CYP2D6
polymorfizmami a karcinomom prsnika je Casto Studovana u pred- a postmenopauzalnych
pacientiek lieenych antiestrogénom tamoxifénom. Tamoxifén je proliek, ktory je
metabolizovany na aktivne metabolity endoxifén a 4-hydroxy-tamoxifén prostrednictvom
CYP2D6. Tieto metabolity maja 33-krat vyssiu afinitu k estrogénovému receptoru nez samotny
tamoxifén. Niektoré Stidie poukazali na vyssie riziko relapsu u Zien S estrogénovym receptor-
pozitivnym karcinomom prsnika a s fenotypom slaby metabolizér (CYP2D6*4/*4), ktoré boli

lie¢ené tamoxifénom.

3.2. MONOOXYGENAZY OBSAHUJUCE FLAVIN

Dal§imi vyznamnymi enzymami |. fazy biotransformacie sa popri CYP monooxygenazy
obsahujuce flavin (FMO; Flavin-containing monooxygenases; E.C.1.14.12.8). FMO
predstavuju Siroka rodinu mikrozomalnych enzymov pritomnych takmer vo vSetkych
organizmoch, ktoré vyzaduju FAD ako prosteticka skupinu, NADPH ako kofaktor a O, ako
kosubstrat. Podiel'aji sa na oxygenacii Sirokého spektra xenobiotik a liekov obsahujlicich
nukleofilny heteroatom (dusik, siru, fosfor, selén). Produkty reakcii katalyzovanych FMO st
vo vSeobecnosti polarnejSie, menej toxické, ale aj menej farmakologicky aktivne a st I'ahSie
vylucitelné z organizmu ako materska zlucenina. Okrem monooxygenacie mozu FMO

katalyzovat’ tieZ oxidanu dekarboxylaciu, oxidacnll demetylaciu a tvorbu disulfidovej vézby.

3.2.1. Klasifikacia a charakterizacia FMO

Ludsky geném obsahuje jedenast’ FMO génov, z ktorych pat’ je funkénych (FMO1-FMOS5).
FMO gény, ktorych sekvencia nukleotidov je identicka na viac ako 40% su zaradené do
rovnakej rodiny. Gény FMO1-FMOS sa vyznacuji 52-60% identickou sekvenciou DNA s
vynimkou FMO3 a FMOG, u ktorych je to az 71%. Gény FMO1-FMO4 su lokalizované na
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chromozéme 1q24.3. Tento Klaster obsahuje tiez gén FMOG6P, klasifikovany ako pseudogén,
pretoze produkuje nespravne zostrihant mRNA. Gén FMOS5 je lokalizovany na chromozome
1g21.1 priblizne 26 Mb blizsie k centromére. Dal§i génovy klaster FMO je pritomny na
chromozéme 1024.2 a je zlozeny vyluéne z pseudogénov FMO7P-FMO11P. Vznikajtce
proteiny su zlozené z 532-558 aminokyselin a obsahuji vysoko konzervované FAD a NADPH
viazbové domény.

Najvyssia expresia FMOL1 je v obli¢kach dospelych; v pe€eni a v tenkom ¢reve plodu je 10-
az 14-krat niz8ia v porovnani s expresiou FMOL1 v obli¢kach dospelych. FMO1 je exprimovana
tiez v plicach a v mozgu, priCom po narodeni sa jej hladina v mozgu znizuje. FMO?2 je
dominantnou formou v pl'icach dospelych a je tiez exprimovana Vv oblickach, peceni, tenkom
¢reve a v mozgu. FMO3 a FMOS st hlavnymi formami FMO v peceni dospelého ¢loveka a st
exprimované aj v pl'ucach, obli¢kach, peceni plodu, tenkom ¢reve a v mozgu. Expresia FMO4
je v réznych tkanivach nizka a je exprimovana najméa v peceni a v obli¢kach dospelych.

Medzi jedincami existuju znac¢né rozdiely v hladinaich FMO mRNA, proteinov a vo funkénej
aktivite FMO, ¢o naznacuje viacndsobnu uroven regulacie.

FMO sa podiel'ajii oxygenacii xenobiotik, liekov, pesticidov a zloziek potravy. FMO
katalyzujia oxidaciu 1,4-disubstituovanych hydrazinov, N-alkylarylaminov, alkyltiolov,
aminotiolov, tioamidov, 2-merkaptoimidazolov, tiokarbamatov, merkaptopyrimidinov
a tiokarbamidov. Na metabolizacii Sirokého spektra substratov sa podielaji najmd FMO1
a FMOQO3. Vicsina liekov, ktoré su metabolizované FMO su tercidrne aminy, ktoré su N-
oxygenované za vzniku N-oxidu alebo sulfidy, ktoré st S-oxygenované na sulfoxid. Niektoré
lie¢iva st metabolizované FMO1 aj FMO3 (napr. benzydamin, itoprid, N-deacetyl-
ketokonazol, vorikonazol atamoxifén), aniektoré iba urCitym FMO enzymom, napriklad
chlorpromazin, imipramin a kvazepam st metabolizované FMOL1 a prokainamid FMO3. FMO2
a FMO5 metabolizuji uzsi rozsah substratov. Ked'Ze expresia FMO4 v tkanivach je velmi
nizka, predpoklada sa, Ze nezohrava vyznamnu tlohu v metabolizacii liekov. Je tiez zname, ze
FMO st menej nachylné na liekové interakcie.

Biogénne aminy, fenetylamin a tyramin, si N-oxygenované FMO za vzniku N-hydroxy
metabolitov, ktoré su nasledne oxygenované a vznikaju trans-oximy. Oximy maju nizku
farmakologicku aktivitu a preto sa predpokladd, Ze N-oxygendcia biogénnych aminov
sprostredkovana FMO vedie k ich inaktivacii. Trimetylamin (TMA, pachnuci po rybach) je
d’alsim prikladom endogénnej zluceniny, ktora sa in vivo tvori rozkladom cholinu a karnitinu
posobenim ¢revnych baktérii a je N-oxygenovany FMO3. Mutacie v géne TMO3 sposobuji

zriedkavé ochorenie trimetylamintiriu (TMATria). Postihnuti jedinci nie su schopni
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metabolizovat TMA na N-oxid (bez zapachu). Porucha sa niekedy nazyva syndrom rybieho
zapachu, pretoze jedinci vylucuju nadmerné mnozstvo TMA dychom, potom a moc¢om, ¢o
vyvolava zapach pripominajuci hnijuce ryby. Tato porucha casto vedie k psychickym a
socidlnym problémom, v extrémnych pripadoch ku klinickej depresii a samovrazednym
sklonom.

Tioly, ako je cysteamin, si S-oxygenované na disulfid (cystamin). Fyziologicka tloha S-
oxygenacie cysteaminu prostrednictvom FMO nie je znama, ale predpoklada sa jej vyznam pri
tvorbe disulfidovych vizieb. Kyselina lipoova je d’alsim prikladom endogénneho substratu,
ktory je S-oxygenovany prostrednictvom FMO.

FMO katalyzuju stereoselektivnu N'-oxidéaciu nikotinu. Nikotin-N'-oxidy predstavuji 4 az
7% z celkového mnozstva metabolitov nikotinu pritomnych v moci u faj¢iarov. V pripade, ak
je hydroxyla¢na kapacita CYP2A6 znizena alebo defektna, hladiny nikotin-N'-oxidov sa

zvysuju az na 31% z celkového mnozstva metabolitov nikotinu pritomnych v mo¢i.

3.2.2. Struktira FMO

Napriek tomu, ze FMO boli objavené pred viac ako 30 rokmi, Struktura cicav¢ich FMO nie
je plne objasnena. Cicavéie FMO st diméry, ktoré si viazané v membranach ER
prostrednictvom C-koncového transmembranového a-helixu, ktory prechadza membranov,
pricom niekol’ko poslednych C-koncovych aminokyselinovych zvyskov vystupuje na druhej
strane membrany. Vizbové miesta pre FAD a NADPH su vysoko konzervované a nachadzaju
sa hlboko v Struktire proteinu (obr. 10). FMO obsahuju subdoménu zlozenti z 80
aminokyselinovych zvyskov, ktora chrani aktivne miesto a uzaviera dutinu, do ktorej sa viaze
substrat. VacSina aminokyselinovych zvyskov v aktivhom mieste a vo vdzbovej doméne

kofaktora s v ramci evolucie konzervované.

NADP

Obrazok 10 Struktira ancestralneho FMO1 (databanka proteinov - PDB 1D: 7AL4)
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3.2.3. Katalyticky cyklus FMN

Katalyticky cyklus FMO je zndzorneny na obrazku 11. Na rozdiel od CYP, FMO akceptuju
elektrény priamo od NADPH, a teda nevyzaduju reduktazu. Kroky 1 a 2 katalytického cyklu
st rychle a enzym je pritomny v aktivnej forme ako C4a-hydroperoxyflavin, ktory je schopny

oxygenovat’ substrat.

Enz-FAD NADPH+H*

®

H,O + NADP*

NADP-Enz-FADH,
NADP-Enz-FADH-OH

NADP-Enz-FADH-OOH

Obrazok 11 Katalyticky cyklus FMO (prevzaté z Hodgson, E. Introduction to Biotransformation
(Metabolism). Hayes’ Handbook of Pesticide Toxicology, 865-875, 2010)

V prvom kroku (1) dochadza k naviazaniu NADPH na enzym ak dvojelektronovej
redukcii jeho prostetickej skupiny FAD na FADH.. V druhom kroku (2) molekulovy kyslik
rychlo reaguje s redukovanym FADH? za vzniku C4a-hydroperoxyflavinu, ktory potom oxiduje
substrat a Stiepi O-O védzbu. Dochadza k inzercii jedného atomu kyslika do substratu a
oxidovany substrat opasta cyklus (3). Druhy atém kyslika tvori vodu a NADP™ sa uvolni z
enzymu a opusti cyklus. Redukovany flavin je spitne reoxidovany (4).

Animalne a in vitro stadie poukazali na tvorbu ROS pocas katalytického cyklu FMO, a to
najmi superoxidového anionového radikalu alebo H2O,. Toxikologické dosledky produkcie
ROS prostrednictvom FMO neboli skimané. Na druhej strane bola vyslovena hypotéza, ze
generovanie H2O; prostrednictvom FMO by mohlo zohravat’ dolezita fyziologick( tilohu pri
kontrole celkového redoxného stavu bunky. Avsak je potrebné si uvedomit’, ze vlastnosti

a aktivita purifikovaného enzymu sa méze vyrazne lisit’ od nativneho enzymu.
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3.2.4. Genetické variacie FMO a nadorové ochorenia

Nakol’ko indukcia, respektive inhibicia FMO nie je taka bezna ako pri CYP, zmeny aktivity
FMO v désledku environmentalnych vplyvov nie st také vyrazné. Na druhej strane sa vSak
predpokladd, Ze zmeny v metabolizacii xenobiotik a liekov prostrednictvom FMO su
dosledkom genetickych rozdielov. V porovnani s CYP, je pocet identifikovanych SNP FMO
omnoho niz$i. Podl'a GenBank, bolo v FMO1, FMO2, FMO3, FMO4 a FMO?5 identifikovanych
34, 57, 40, 30 a 40 variantov genémovej DNA, ¢o preklada 2, 9, 19, 1 a 2 varianty v kodujuce;j
oblasti pre FMO1, FMO2, FMO3, FMO4 a FMO5.

Niektoré z alelickych variantov FMOL st pravdepodobne zriedkavé alely (H97Q, 1303V,
1303T, R502X) a neprispievajii vyznamne k interindividualnym rozdielom v expresii FMOI.
Vaésina 'udi je homozygotna pre nezmyselnt (nonsense) mutaciu FMO2 1414C>T (GIn472%).
Vyslednd alela FMO2*2A koduje skrateny polypeptid FMO2.2A, ktory postrada 64
aminokyselinovych zvyskov z C-konca a je katalyticky neaktivny. Alela FMO2*1 koduje
funkény polypeptid FMO2.1 a je pritomna u africkej populacie, pricom v niektorych oblastiach
subsaharskej Afriky je takmer 50% jedincov nositel'om aspon jednej alely FMO2*1.

Pat z19 variantov FMO3 (E158K, V257M, E308G, R492W a G180V) sa spija
s normalnou, alebo mierne znizenou TMA N-oxygenac¢nou aktivitou. Prvé tri varianty su bezné
a zvys$né dva raritné. Jednym zo zriedkavych SNP pozorovany iba u jedincov afrického povodu
je FMO3 360P. Spaja sa s fenotypom ,.extenzivny metabolizér a pravdepodobne prispieva k
vysSiemu klirensu liekov u jedincov, ktori tento SNP majt. Bolo identifikovanych vel'mi malo
nesynonymnych SNP v génoch kodujucich FMO4 a FMOS, ktoré sa vyskytuju v populaciach
V nizkej frekvencii a nie je zname, Ze by ovplyviovali aktivitu enzymov.

Interindividudlna FMO diverzita moze byt tiez dosledkom vzniku rdéznych aberantnych
FMO zostrihovych variantov, ktoré koduji nefunkény enzym. Duplikdcia FMO génov mdze
viest’ naopak k zvySeniu aktivity FMO. Niektoré polymorfizmy v prométorovej oblasti FMO
génov sposobuji zvySenie, alebo naopak vedu K strate funkcie promotora.

Hoci je zname, Ze genetické varianty FMO, najmi tie, ktoré ovplyviuji aktivitu FMO3,
ovplyviuju metabolizmus liekov in vitro, stadie zaoberajice sa sledovanim in vivo vplyvu
FMO variantov u l'udi je obmedzeny. Podobne, aj pocet $tadii zaoberajucich sa sledovanim
vzt'ahu medzi FMO SNP a rizikom vzniku naddorovych ochoreni je nizky a preto su potrebné
kvalitne nadizajnované studie, ktoré by napomohli definovat’ klinicky vyznam genotypizacie
FMO.
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3.3. DALSIE OXIDAZY PODIECAJUCE SA NA METABOLI-
ZACII XENOBIOTIK

3.3.1. Monoaminooxidazy

Monoaminooxiddzy (MAO, EC 1.4.3.4) su flavoproteiny, ktoré katalyzuji oxidacnu
deaminaciu biogénnych monoaminov a primarnych, sekundarnych, terciarnych aminov

xenobiotik (vratane lieckov) na aldehydy, H,O> a amoniak (obr. 12).

i
R-C-OH

Aldehyddehydrogenaza

MAO
R-CH,-NH, + FADH,+ O,—— R-CHO + FAD + H,0, + NH,

Aldehydreduktiza

2

R-CH,-OH

Obrazok 12 Oxida¢na deaminacia monoaminu na prislusny aldehyd katalyzovana MAO. Vznikajuci

aldehyd je d’alej metabolizovany aldehyddehydrogenazou alebo aldehydreduktazou.

U l'udi existuju dve izoformy MAO, a to MAO-A, MAO-B, ktor¢ vykazuju odlisnt, ale
prekryvajicu sa substratovi Specifitu. St kédované samostatnymi génmi lokalizovanymi na X-
chromozdéme a vyznacuju sa priblizne 70% identickou aminokyselinou sekvenciou. MAO-A
prednostne oxiduje sérotonin, noradrenalin a adrenalin. Je ireverzibilne inhibovany nizkymi
davkami klorgylinu. MAO-B prednostne oxiduje fenyletylamin a je ireverzibilne inaktivovany
nizkymi davkami deprenylu (selegilinu). Dopamin a tyramin st spolo¢né substraty pre MAO-
A a) MAO-B. Avsak, len malo studii sa venovalo sledovaniu tulohy MAO pri eliminacii
xenobiotik, s vynimkou metabolizacie exogénneho tyraminu a takzvaného ,,syrového efektu®,
ktory vznika v dosledku pozitia vel’kého mnozstva potravin obsahujicich tyramin pri inhibicii
MAO.

MAO st lokalizované vo vonkajSej mitochondridlnej membrane a st pritomné prakticky vo
vSetkych oblastiach mozgu a vo vicSine periférnych orgénov. Kvoli ich schopnosti
metabolizovat’ monoaminy, ktoré funguju ako neurotransmitery, sa vyskum MAO izoforiem v

minulosti zameral na cerebralnu ulohu tychto dvoch enzymov. Novsie Studie vSak poukazali na
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expresiu MAO izoforiem aj v periférnych tkanivach, ktora prevySuje expresiu v mozgu.
Napriklad I'udsky MAO-A je dominantne exprimovany v placente, tukovom tkanive, $titnej
zl'aze a Vv pl'icach, zatial’ ¢o expresia v roznych ¢astiach mozgu je pomerne nizka. Naproti tomu
MAO-B je dominantne exprimovany v roznych Castiach centralneho nervového systému (CNS;
hypotalamus, prefrontalny kortex, amygdala, miecha), ako aj v maternici, obli¢kach, peceni a v
srdci. V CNS sa MAO-A nachadza predovsetkym v katecholaminergnych neurdnoch, zatial’ ¢o
MAO-B je pritomny Vv Sérotonergnych a histaminergnych neurénoch, ako aj v glidlnych
bunkach.

3.3.2. Peroxidazy

Peroxidazy (EC 1.11.1) predstavuji velka rodinu izoenzymov, ktoré st pritomné takmer
vo vSetkych zivych organizmoch. St to oxidoreduktazy, ktoré¢ katalyzuji redukciu peroxidov
ako je HxO:z spojent s oxidaciou réznych organickych a anorganickych zlucenin, vratane
xenobiotik. Dal§imi oxidaénymi ¢inidlami okrem H202 st alkylhydroperoxidy, kyselina
peroxybenzoova, OCI, OBr, ClIO2", BrOz’, 1047, kyselina m-nitrobenzoova atd’. V zavislosti od
dostupnosti substratu a typu peroxidazy prechadzaji tieto oxidoreduktazy bud’ peroxidazovym
alebo halogenacnym cyklom. Pri tejto jednoelektronovej oxidacii zlicenin vznikaju volné
radikaly, ktoré mozu podliehat’ dismutacii alebo byt oxidované na elektrofilny oxidacny
produkt, ktory moze alkylovat’ bazy DNA a v kone¢nom dosledku aktivovat’ proces chemickej
karcinogenézy.

Gény koédujtce l'udské peroxidazy su lokalizované na r6znych chromozdémoch. Peroxidazy
st zlozené z 576-738 aminokyselin a existuju ako monoméry, diméry alebo tetraméry. Vo
vSeobecnosti sa rozdel'uju na hémové a nehémové peroxidazy. Hémové peroxidazy obsahuju

prosteticktl skupinu protoporfyrin IX s nizko spinovym Fe3*

, zatial' o nehémové peroxidazy
tuto prosteticku skupinu neobsahuji. Rodina I'udskych peroxidaz zahfiia myeloperoxidazu,
eozinofilni peroxidazu, laktoperoxidazu, peroxidazu pritomnti v slinach, tyroidalnu
peroxidazu, prostaglandin H1/2 syntazu atd’.

Peroxidazy su experimované v roznych tkanivach a liSia sa tiez subcelularnou lokalizaciou
v zavislosti od ich $pecifickych funkcii. Katalyzuja oxidaciu Sirokého spektra xenobiotik, ako
st fenoly, aromatické aminy, PAU atd’. Podiel'aju sa tiez na aktivacii niektorych lie¢iv (napr.
fenotiazinov, nesteroidnych protizapalovych liekov, troglitazonu, tolkaponu), ktora vsak moze
zvySovat’ ich cytotoxicitu. Pokial’ ide o priemyselné vyuzitie, peroxidazy sa vyuzivaju najmi

pri ¢isteni odpadovych vod.
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3.3.3. Alkoholdehydrogenazy

Cicav¢ie alkoholdehydrogenazy (ADH, EC 1.1.1.1) predstavuji rodinu enzymov, ktoré
katalyzuji oxidaciu a redukciu Sirokého spektra alkoholov a aldehydov. Na zaklade
elektroforetickych vlastnosti, kinetickych vlastnosti a sekvencie aminokyselin sa 'udské ADH
rozdel'uju do piatich tried. 1zoenzymy triedy I (ADH1, ADH2 a ADH3) majt nizku hodnotu
Km pre etanol a zohravaju v jeho metabolizme hlavnt tlohu. 1zoenzymy triedy II (ADH4) sa
podielaji na oxidacii etanolu pri jeho vyssich koncentraciach. Trieda Il (ADH5) sa vel'mi malo
podiel’a na metabolizme etanolu, s vynimkou jeho vysokych koncentracii, a zohrava dolezita
ulohu pri metabolizacii formaldehydu a oxidu dusnatého. lzoenzym triedy 1V (ADH7) je
pritomny v Zzaludku a Vv paZeraku a ma vysoku hodnotu Kn pre etanol. U ADH6 bol
identifikovany iba gén, nie vSak funk¢ény protein. Cudské ADH existuju ako homodiméry alebo
heterodiméry.

Hlavnym miestom metabolizacie etanolu je pecen, a v mensej miere aj GIT (jazyk, usta,
pazerak, zalidok). Etanol absorbovany tenkym ¢érevom je metabolizovany peéefiou tromi
sposobmi: oxidaciou ADH, CYP2E1 (menej CYP3A4) a katalazou (Obr. 13). Tieto reakcie
vedi k vzniku toxického acetaldehydu, ktory je oxidovany na acetat prostrednictvom
mitochondrialnej aldehyddehydrogendazy (ALDH). Hlavnu ulohu v metabolizme etanolu
zohrava cytosolova ADH, pri¢om vznikd spominany acetaldehyd a NAD* sa redukuje na
NADH.

ADH je exprimovana prevazne V hepatocytoch a menej v GIT, pl'ucach av oblickach.
Priblizne 10% etanolu je metabolizovaného prostrednictvom CYP2E1 na acetaldehyd
a zaroven dochadza k produkcii ROS, ktoré prispievaji k toxicite alkoholu. Okrem toho, etanol
chrani CYP2E1 pred ubikvitindciou a degradaciou proteazomovym komplexom. Tento
mechanizmus vedie k zvySeniu hladiny CYP2E1 v hepatocytoch a k tolerancii etanolu u
chronickych alkoholikov. Acetaldehyd a ROS interaguju s makromolekulami (DNA, lipidy,
proteiny), ¢o vedie k tvorbe reaktivnych metabolitov a k naruseniu fyziologickych funkcii

buniek.

55



Peroxizémy

HzOz H20

Katalaza

O O <
ADH I ALDH2 | ®
CHy;-CH-OH ———* CH,-C-I 7~ CHCO—s | =
etanol (mM) NAD® NADH acetaldehyd (LM) NAD* NADH acetat (mM) é
o n_/ tochondri o

Cytosél Mitochondria

Mikrozomy

CYP2E1

NADPH+H* + O, NADP* +2 H,0

Obrazok 13 Metabolizmus etanolu v hepatocyte (prevzaté z Zakhari S. Alcohol Res Health. 29: 245-
254, 2006)

ADH a ALDH sa podielaju na metabolizacii metanolu na formaldehyd a na kyselinu
mrav¢iu. Kyselina mravcia je toxin a je zodpovedna za typické prejavy otravy metanolom —
dysfunkcia sietnice, po ktorej moze nasledovat’ jej nezvratné poskodenie; metabolicka acidoza
a neurologické poruchy. Malé mnoZstvo metanolu je pritomné v potrave, fermentovanych
alkoholickych népojoch atd’. V chemickom priemysle sa metanol pouziva pri vyrobe mnohych
organickych latok, vratane viacerych lie¢iv. Smrtel'nd davka metanolu u l'udi nie je presne
stanovena. Predpoklada sa, Ze pozitie 30 az 100 ml metanolu mdZze spdsobit’ smrt’, avSak tmrtie
na metanol méZe nastat’ aj po poziti 15 ml 40% metanolu a slepota mdze nastat’ uz pri
konzumadcii 4 ml metanolu. Liecba otravy metanolom spociva v kompetitivnej inhibicii ADH
pouzitim fomepizolu alebo etanolu.

Gény kodujuce ADH2 a ADH3 st polymorfné, o vedie k syntéze enzymov, ktoré sa
mozu lisit’ rychlostou metabolizacie etanolu a produkciou acetaldehydu. Ukazalo sa, Ze tieto
varianty ovplyviuji Uroven pitia alkoholu a nasledne riziko vzniku abuzu alkoholu alebo
alkoholovej zavislosti. Gén ADH2 sa vyskytuje vo forme troch alel, ktoré sa liSia
aminokyselinovou sekvenciou kdédovanej f podjednotky. Alela ADH2*1 kéduje podjednotku
B1, ktora ma v pozicii 48 a 370 aminokyselinu arginin a je to referencna alela. ADH2*2 koduje
B2 podjednotku, ktorda ma Vv pozicii 48 histidin aje frekventovana u azijskej populacie.

Spomal’uje klirens acetaldehydu a chrani pred nadmernym pozivanim alkoholu. ADH2*3
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koduje podjednotku B3, ktora ma v pozicii 370 cystein a vyskytuje sa u 25% africkej populacie.
V podjednotkach B2 aj B3 dochadza k substittcii aminokyselin, ktoré prichadzaju do kontaktu
s koenzymom NAD", ¢o v kone¢nom dosledku vedie k 70- az 80-krat vyssej rychlosti reakcie
Vv porovnani s B1 podjednotkou, pretoZze koenzym sa na konci reakcie uvolnuje rychlejSie. Gén
ADH3 ma dve alely, ADH3*1 a ADH3*2, ktoré¢ koduju podjednotky y1 s vysSou aktivitou a y2
s nizSou aktivitou vo¢i etanolu.

Pozivanie alkoholu je rozsirené na celom svete. Odhaduje sa, ze zvySeny prijem etanol je
zodpovedny za 3,8%-nu celosvetova umrtnost’ a 6,5%-nu umrtnost’ v Eurdpe. Je zname, Ze
pozivanie (akatne/chronické) vysokych davok alkoholu je spojené s poskodenim centralneho a
periférneho  nervového  systému, pecene, pankreasu alebo myokardu. Mnoho
epidemiologickych S$tudii poukazalo na korelaciu medzi spotrebou etanolu a vyskytom

nadorovych ochoreni.

3.3.4. Aldehyddehydrogenazy

Aldehyddehydrogenazy (ALDH, EC 1.2.1.3) st rodinou NAD(P)-zavislych enzymov, ktoré
sa podielaji na oxidécii vel'kého mnozstva alifatickych a aromatickych, endogénnych a
exogénnych aldehydov na zodpovedajuce karboxylové kyseliny. Endogénne aldehydy vznikaja
V metabolizme aminokyselin, sacharidov, lipidov, biogénnych aminov, vitaminov a steroidov.
Aldehydy tiez vznikaju biotransformaciou mnohych liekov, ako aj environmentalnych
zltCenin. Aldehydy st vysoko reaktivne elektrofilné zliceniny, ktoré interaguju s tiolovymi
skupinami a aminoskupinami, ¢im prejavuja svoje cytotoxické, mutagénne alebo karcinogénne
uc¢inky. ALDH sa tiez podiel’aju na syntéze esencidlnych molekul, ako je kyselina retinova,
betain a kyselina gama-aminomaslova.

Doteraz bolo u I'udi identifikovanych 19 ¢lenov superrodiny ALDH, ktoré sa navzajom liSia
subcelularnou lokalizaciou, distribuciou v tkanivach a preferovanymi substratmi, ktoré
metabolizuju. Pociatocnd klasifikacia ALDH koncom 80-tych rokov, ked” bolo zndmych len
malo ALDH, viedla k ich rozdeleniu do troch tried: ALDH 1, 2 a 3. Triedu 1 a 3 tvoria
konstitutivne exprimované a indukovatelné cytosdlové enzymy; atriedu 2 konstitutivne
mitochondrialne enzymy. Clenovia triedy 1 a 2 st zvy¢ajne homotetraméry so 70% identickou
sekvenciou. Clenovia 3 triedy st homodiméry, pricom ich sekvenén4 identita k triede 1 alebo
2 je len 25%.

Najdolezitejsiu ulohu pri metabolizacii acetaldehydu zohrava ALDH2 (Obr. 13),
a v pripade, ak je tento enzym nefunk¢ny, alohu preberajd ALDH1Ala ALDH1B1. ALDH1Al
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je exprimovana v mozgu, peceni, obli¢kach, tukovom tkanive, o¢nych SoSovkach, sietnici atd’.
Oxiduje retinal na kyselinu retinovu, ktora sa podiel’a na regulacii transkripcie génov kritickych
pre normalny rast a diferenciaciu buniek. Zvysena expresia ALDH1AL sa zistila u mnohych
nadorovych ochoreni, pricom sa Spaja so zlou progndzou, ako aj s liekovou rezistenciou na
chemoterapeutika. ALDH1B1 je mitochondridlny enzym, ktory je exprimovany v peceni,
tenkom ¢reve, semennikoch a v mensej miere aj v inych tkanivach, ako je pankreas a hrubé
¢revo. Podiela sa na detoxikacii acetaldehydu vznikajuceho z alkoholu, participuje v
metabolizme kortikosteroidov, biogénnych aminov a neurotransmiterov.

ALDH2 je exprimovana najma v peceni, ale aj v inych organoch, ako je srdce, obli¢ky, sval
a mozog. Bodova mutacia v ALDH2 géne sposobujuca zamenu G za A v exone 12 (ALDH2*2)
sa vyskytuje priblizne u 8% svetovej populacie, pri¢om vyskyt vo vychodnej Azii dosahuje az
45%. Jej vysledkom je strata enzymovej aktivity ALDH2, ¢o vedie k akumulacii toxického
acetaldehydu a nasledne moze viest’ k vzniku a progresii ochoreni pe¢ene ako st nealkoholické

tukové ochorenia pecene, virusova hepatitida a hepatocelularny karcinom.

3.3.5. Aldehydoxidaza a xantinoxidoreduktaza

Aldehydoxidaza (AO, EC 1.2.3.1) je cytosolovy molybdoflavoprotein, ktory patri do rodiny
enzymov obsahujicich molybdén podobne ako xantinoxidoreduktaza. Pre svoju katalyticka
aktivitu vyuziva molybdén (Mo) a FAD na oxidaciu a/alebo redukciu substratov. Je vysoko
exprimovany v peceni. AO sa vyznacuje Sirokou substratovou $pecifitou, podiel’a sa na oxidacii
aromatickych a alifatickych aldehydov na zodpovedajuce karboxylové kyseliny. Na rozdiel od
CYP, zdrojom kyslika preneseného do substratu je voda, nie Oz. AO sa tiez podiela na
redukénych reakciach, ako je redukcia aromatickych zli€enin obsahujicich nitroskupinu na
hydroxylaminy.

Xantinoxidoreduktaza (XOR) sa vyskytuje v dvoch formach, ako xantindehydrogenaza
(XDH, EC 1.1.1.204) a xantinoxidaza (XO, EC 1.1.3.22). Treba poznamenat’, ze v literatire sa
pre enzym vo vSeobecnosti Casto pouziva termin xantinoxiddza. Cicavcia XDH sa moze
premenit’ na XO modifikéciou cysteinovych zvyskov alebo proteolyzou polypeptidového
retazca enzymu. Obidve formy moézu redukovat’ molekulovy kyslik, hoci XO je ucinnejsia.
XOR sa podiela na katabolizme purinovych nukleotidov, katalyzuje oxidaciu hypoxantinu na
xantin a nasledne xantinu na kyselinu mocovu. Podobne ako AO, XOR katalyzuje oxidaciu
roznych alifatickych a aromatickych aldehydov. Okrem pecene je XOR exprimovana aj v inych

tkanivach.
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3.4. ENZYMY PODIELAJUCE SA NA REDUKCII XENOBIOTIK

Dolezitou cestou metabolizacie mnohych xenobiotik je ich redukcia, aj ked” v odbornej
literattre je dostupnych ovel'a menej informacii v porovnani s oxidaciou xenobiotik. Redukcia
je chemicka reakcia, pri ktorej metabolit ziskava elektrony. Mnohé redukéné reakcie su opakom
oxida¢nych reakcii. Redukcii podliechaju nitroskupiny, azoskupiny, terciarne amin-N-oxidy,
aldehydy, ketony, sulfoxidy, polyhalogenidy atd’. Redukciou xenobiotik su generované polarne
funkéné skupiny, ako s hydroxylové skupiny a aminoskupiny, ktoré mézu podstipit’ d’al§iu
biotransformaciu alebo konjugaciu. Pri redukcii ¢asto ako medziprodukty vznikaju vol'né
radikaly. Mnohé¢ z tychto reduk¢énych reakcii vak prebiehaju za anaerébnych podmienok, kedy
sa tvorba volnych radikalov znizuje. Vyznamnymi enzymami podiel’ajacimi sa na redukcii

xenobiotik st nitroreduktazy, azoreduktazy, aldo-ketoreduktazy a karbonylreduktazy.

Nitroreduktazy (NR) su flavoenzymy s pevne naviazanym kofaktorom FMN. Katalyzuju
redukciu nitroskupin $irokého spektra nitrozlu¢enim za vzniku primarnych aminov.
Nitrozliceniny sa nachadzaju napriklad v priemyselnych rozpustadlach, insekticidoch a
konzerva¢nych latkach. NR sa rozdel'uju do dvoch tried na zaklade ich schopnosti prenasat’
elektrony a citlivosti na kyslik:

= NR typu I nie su citlivé na kyslik a redukuju nitroskupiny nitrozli€enin postupnym

prenosom dvoch elektronov z NAD(P)H za anaerdbnych/aerébnych podmienok. Tieto
NR redukujii rézne nitrozliceniny, ako su nitrofurany, nitrofenoly, nitrobenzény,
nitrobenzoaty, nitroimidazoly a nitrotoluény.

= NRtypu Il su citlivé na kyslik a redukuju nitroskupinu nitrozli€enin prenosom jedného

elektronu za aerobnych podmienok, pricom vytvaraju negativne nabitl nitroskupinu,
ktora l'ahko reaguje s kyslikom za vzniku superoxidového aniénového radikalu. Tieto
enzymy maju za nasledok ,,zbyto¢ny redoxny cyklus®, ktory tvori vel'ké mnoZzstvo

superoxidu a indukuje oxida¢ny stres.

V ostatnych desatrociach sa pri lieCbe nadorovych ochoreni zvysend pozornost’ venuje
vyvoju novych lieCebnych stratégii, ktoré by napomohli efektivnejsiemu zacieleniu proliekov
na nadorové bunky, s ciel'om zvysit’ ich ucinnost’ a znizit’ ich toxicitu. Génova terapia zalozena
na aktivacii ,,prolieku® pomocou enzymu (gene-directed enzyme/prodrug therapy, GDEPT) je

jednym z moznych pristupov v liecbe nadorovych ochoreni. GDEPT vyuziva transgény
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kodujice enzymy, ktoré mozu konvertovat' prolieky na aktivne terapeutické metabolity.
Mimoriadne zaujimavé pre GDEPT su NR typu I, prevazne z baktérii, ktoré si schopné
redukciou aktivovat’ nitroaromatické prolieky v okysli¢enych ako aj hypoxickych nadorovych

tkanivach.

Azoreduktazy (AR) su flavin-dependentné (FMN) enzymy, ktoré su schopné redukcne
Stiepit’ azozluceniny obsahujice Ri1-N=N-R> skupinu, kde R: a Rz st aromatické skupiny.
AzozluCeniny su vyrazne farebné, preto sa Casto vyuzivaju ako farbiva v potravinarskom,
kozmetickom, farmaceutickom, textilnom a polygrafickom priemysle. Avsak mnohé azofarbiva
maju letalne, genotoxické, mutagénne a Kkarcinogénne ucinky. Redukcia substratov
azoreduktazami vyzaduje donora elektronov, ktorym je NADH alebo NADPH a prebieha ,,bi-
bi ping-pongovym* reakénym mechanizmom. lde o dvojelektronovy proces, pri ktorom sa
hydrid prenasa z NAD(P)H na FMN a potom na substrat. Redukcia jedného azo-substratu
vyzaduje dva NAD(P)H.

Aldo-ketoreduktazy (AKR) katalyzujo NAD(P)H-zavisli redukciu Sirokého spektra
karbonylovych zlucenin, ako st aldehydy a ketony, za vzniku primarnych a sekundarnych
alkoholov. Pretoze tymto enzymom chybaji kovové alebo flavinové kofaktory, st menej i¢inné
ako alkoholdehydrogenazy a podiel’aju sa najmé na redukénych reakciach.

Doteraz bolo u I'udi charakterizovanych 15 AKR, patriacich do troch r6znych rodin, a to
AKR1, AKR6 a AKR7. Medzi l'udské enzymy AKR patria AKR1A1 (aldehydreduktaza),
AKR1B1 a AKRIBIO (aldézareduktizy), AKRI1C1-C4 (hydroxysteroiddehydrogenazy),
AKRIDI (steroid 5B-reduktaza), rodina AKR6 (AKR6A3, AS a A9; proteiny Kvf) a rodina
AKR7 (AKR7A2 a AKR7A3; aflatoxinaldehydreduktazy). Vyznacuju sa Sirokou substratovou
Specifitou a katalyzuju redukciu aldehydov vznikajticich v metabolizme sacharidov a lipidov;
ketosteroidov; ketoprostaglandinov a karcinogénov (napr. nitrozaminov odvodenych od
nikotinu, trans-dihydrodiolov PAU). Mnohé z tychto zlti¢enin st vysoko elektrofilné, mézu
interagovat’ s proteinmi, nukleovymi kyselinami a inymi makromolekulami, ¢o moZe néasledne
viest’ k poskodeniu buniek a k apoptoze. Preto AKR zohravajii vel'mi doleziti tlohu pri ich

redukcii na menej toxické alkoholové formy.

Karbonylreduktazy (CBR) patria do triedy NAD(P)H-zavislych oxidoreduktaz, ktoré su

suc¢astou rodiny dehydrogenaz/reduktdz s kratkym retazcom (SDR). Povodne sa
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predpokladalo, ze CBR patria do rodiny AKR na zaklade funkénej aktivity. Neskor sa vSak
ukéazalo, Ze su ¢lenmi rodiny SDR na zaklade $truktirnej podobnosti enzymov.

CBR Kkatalyzujii redukciu aldehydovych a ketoskupin velkého poctu biologicky a
farmakologicky aktivnych substratov, ako st prostaglandiny, steroidy, pteriny, biogénne aminy
a chinony odvodené od PAU, a chemoterapeutik (napr. daunorubicin a doxorubicin). Chindny
mozu byt transformované jednoelektronovou redukciou na toxicky semichindnovy radikal,
ktory méze reagovat s kyslikom za vzniku superoxidového anidonového radikalu, alebo
dvojelektronovou redukciou na hydrochindny, ¢o vedie k oxidaénému stresu. CBR sa podielaja
na metabolizacii niektorych substratov, ktoré su tiez metabolizované inymi enzymami

redukujicimi karbonyl, ako su napriklad aldehydreduktazy a alkoholdehydrogenazy.

3.5. ENZYMY PODIECAJUCE SA NA HYDROLYZE XENOBIOTIK

Hydrolyza je proces Stiepenia Xenobiotika posobenim vody. Prebieha v cytoséle a v
hladkom ER buniek mnohych tkaniv, ako su pecen, tenké ¢revo, oblicky, pl'ica atd’. Uplatiuje
sa u zlucenin obsahujucich esterova alebo amidova vidzbu, priCom vznikaji prislusné
karboxylové kyseliny, alkoholy alebo aminy, ktoré obsahuju skupiny délezité pre konjugacné
reakcie. Vo vSeobecnosti je enzymaticka hydrolyza amidov pomalsia ako hydrolyza esterov.
Hydrolytické reakcie st dolezité aj pre metabolizaciu epoxidov tvorenych systémom CYP.

Estery a amidy su hydrolyzované pdsobenim karboxylesteraz, medzi ktoré sa zarad’uji
cholinesterazy, pseudocholinesterazy, arylkarboxylesterdzy, hepatilne mikrozomalne
karboxylesterazy. Okrem karboxylesterdz sa na hydrolyze xenobiotik podielaji tiez
arylsulfatazy, epoxidhydroxylazy, cysteinové a serinové endopeptidazy.

Hydrolytické reakcie sa liSia od oxida¢nych a redukcénych reakcii v troch aspektoch:

= reakcia nezahifia zmenu oxida¢ného stavu substratu,

= substrat podlieha velkej zmene, nakolko pri hydrolyze dochadza k odStiepeniu

relativne velkého fragmentu (fragmentov) z jeho molekuly,

» hydrolytické enzymy, ktoré metabolizujii xenobiotika, su tie isté, ktoré pdsobia na

endogénne substraty a ich aktivita sa neobmedzuje len na pecen; nachddzaji sa v

mnohych inych organoch, vratane obliciek a creva.
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3.5.1. Karboxylesterazy

Karboxylesterazy (CES, EC 3.1.1.1) st ¢lenmi rodiny o,B-serinovych hydrolaz. Tieto
enzymy katalyzuju hydrolyzu esterov (Obr. 14), tioesterov, karbamatov a amidov a zohraju

dolezita tlohu v metabolizme réznych endobiotik a xenobiotik.

0 0
I Karboxylesteraza Il
R-C-OR’ — > R-C-OH + R'OH
H,0

Obrazok 14 Hydrolyza esteru katalyzovana CES. CES katalyzuju reakciu vody s esterovou skupinou,

pricom vznika karboxylova kyselina a alkohol, ktoré su polarnejsie zlu¢eniny ako povodny ester.

Viacsina CES su intracelularne proteiny nachadzajuce sa prevazne v mikrozomalnej frakcii
ER aniektoré CES su sekretované z buniek. Cicav¢ie CES sa rozdel'uju do piatich rodin (CES1-
5) na zéklade homologickej aminokyselinovej sekvencie. U T'udi patri va¢sina identifikovanych
CES do podrodin CES1 a CES2. CES1 je vysoko exprimovand v peceni a v mensej miere v
plicach a v mozgu. CESI je substratovo selektivna voc¢i karboxyesterom s velkym acylom a
malym alkoholom. CES2 je vysoko exprimovana v ¢reve, oblickach a v peceni a je Gi¢innejsia
pri metabolizacii zIu¢enin s malym acylom a vel’kym alkoholom. CES sa vyznacuju Sirokou a
prekryvajucou sa substratovou $pecifitou, ¢o vyplyva z velkého prisposobiteného aktivneho
miesta, ktoré umoznuje vstup mnohych Strukturne réznorodych substratov. CES hydrolyzuju
substraty viacstupfiovym katalytickym mechanizmom, ktory je konzervovany u vsetkych
serinovych hydrolaz a je zavisly od katalytickej triady (serin, histidin a kyselina glutamova) v
aktivhom mieste enzymu.

Mnohé environmentalne toxické latky, lieky a nelegilne drogy st hydrolyzované
prostrednictvom CES. Priklady zahinaju pyretroidné insekticidy, ftalaty, chemoterapeutika a
narkotika, ako je kokain a heroin. Podiel'aju sa tieZ na metabolizme lipidov a st zodpovedné za
hydrolyzu endogénnych esterov, ako su triacylglyceroly, estery cholesterolu a dalSie
endogénne lipidy.

CES sa podielaji na metabolizacii niektorych antikoagulantov, inhibitorov enzymu
konvertujiceho angiotenzin, antihyperlipidemik, antivirotik, chemoterapeutik, imunosupresiv
a psychoaktivnych liekov. CES nielen inaktivuji/metabolizujt lieky (priblizne 20% liekov) za

vzniku neaktivnych metabolitov (napr. lidokain a loteprednolum etabonat), ale tiez aktivuju
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prolieky (cca. 50% proliekov) na farmakologicky aktivne (napr. irinotekan). CES1 aj CES2
zohravaju dolezit ulohu pri ,,prvom-prechode* niektorych liekov hydrolyzovanych CES, a tym
ovplyvnuju ich biologicku dostupnost’ pred vstupom do systémovej cirkulacie. V si¢asnosti sa
velky zaujem venuje charakterizacii potencialnych inhibitorov CES, ktoré by sa mohli pouzit’
ako kolieciva modulujuce hydrolyzu esterovych liekov s cielom zlepSenia tc¢innosti alebo
zmiernenia toxicity liekov prostrednictvom zmeny ich farmakokinetickych profilov. Navyse,
genetické faktory, choroby a liekové interakcie mozu zmenit aktivitu tychto enzymov a

vyznamne ovplyvnit’ terapeutické uc¢inky liekov metabolizovanych CES.

3.5.2. Epoxidhydrolizy

Epoxidhydrolazy (EH, EC 3.3.2.3) predstavuju rodinu hydrolytickych enzymov, ktoré tiez
zahfnaju esterazy, proteazy, dehalogenazy a lipazy. U cicavcov bolo charakterizovanych pat
tried EH. Ephx1 a Ephx2 koéduju mikrozomalne (mEH, EC 3.3.2.9) a rozpustné (SEH, EC
3.3.2.10) EH. sEH aj mEH sa vyznacuju nizkou sekven¢nou homologiou a obe patria do rodiny
a/p-fold hydrolaz na zaklade $truktarnych podobnosti. Dal§imi enzymami zaradenymi medzi
EH su cholesterolepoxidhydroldza, leukotrién A4-hydrolaza a hepoxilin A3-hydrolaza. EH st
exprimované takmer u vSetkych zivych organizmov. Vysoka aktivita sEH bola zistena v pe€eni,
oblickach a v cievach tkaniv. Mikrozomalne EH su vysoko exprimované v peéeni, plicach,
obli¢kach, ¢revach, mozgu, prostate, srdci a v semennikoch. EH katalyzuja hydrolyzu epoxidov

za vzniku vicinalnych (t.j. susednych) trans-dihydrodiolov (Obr. 15).

0 OH
/\ Epoxidhydroliza |
R-HC-CH-R’ — » R-HC-CH-R’
|
H20 OH

Obrazok 15 Hydrolyza epoxidu katalyzovana EH za vzniku trans-dihydrodiolu

EH sa lisia substratovou Specifitou, MEH preferuji toxické epoxidy xenobiotik a SEH
preferuju epoxidy endogénnych lipidov a vo vieobecnosti dopiiiajit mEH v ich xenobioticko-
metabolizacnej aktivite. CYP (u l'udi predovsetkym izoenzymy CYP2C a 2J) metabolizujt
karboxylové Kkyseliny, ako je kyselina arachidonova, kyselina linolova, kyselina

eikozapentaénova a kyselina dokozahexaénova na biologicky aktivne epoxy-karboxylové
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kyseliny (EpFA; ako su epoxyeikozatriénové kyseliny, epoxyoktadekamonoénové kyseliny,
epoxyeikozatetraénové kyseliny a epoxydokozapentaénové kyseliny). Tieto epoxidy maja
v organizme vyznamné fyziologické ucinky (napr. vazodilata¢né, protizapalové, angiogénne a
antiapoptotické), maju kratky biologicky polCas zivota, a st inaktivované SEH na menej aktivne
a menej toxické dioly.

mEH sa podielaji na ucinnej detoxikacii mnohych reaktivnych epoxidov, ako su
metabolity PAU; epoxidy vznikajuce z antikonvulzivnych liekov (karbamazepin-10,11-
epoxid); prokarcinogénne zlt¢eniny (napr. styrén-7,8-oxid); epoxidové derivaty butadiénu,
aflatoxinu B1, benzénu, naftalénu, antracénu atd’. Detoxika¢nu aktivitu 'udskej mEH je mozné
urcit’ na zaklade jej schopnosti eliminovat’ styrén-7,8-oxid. Je to hlavny genotoxicky metabolit
vznikajici VvV peCeni metabolizdciou exogénneho, v priemysle tvoreného styrénu
prostrednictvom CYP. Styrén-7,8-oxid je u¢inne metabolizovany mEH na menej toxicky
metabolit fenylglykol. Endogénne tvoreny styrén-7,8-oxid je G¢inne hydrolyzovany ihned’ po
vytvoreni bez opustenia pecene, zatial’ o styrén-7,8-0xid exogénneho pévodu sa musi najprv
dostat’ do pecene cirkulaciou.

Za urcitych okolnosti sa vSak mEH podiel’aju na bioaktivacii substratov, ako napriklad pri
metabolizacii benzo[a]pyrénu (kapitola 6.1). Benzo[a]pyrén je metabolizovany CYP1Al
a/alebo CYP1B1 na benzo[a]pyrén-7,8-epoxid, ktory nasledne podlieha selektivnej hydrolyze
katalyzovanej mEH za vzniku benzo[a]pyrén-7,8-dihydrodiolu. Vznikajuci dihydrodiol by mal
byt nasledne eliminovany enzymami ll. fazy biotransformacie, avSak je dobrym substratom pre
sekundarnu epoxidaciu v polohe 9,10, ¢im vznika ultimatny karcinogén benzo[a]pyrén-7,8-
dihydrodiol-9,10-epoxid, ktory vSak uz nie je substratom pre mEH. Okrem metabolizmu
xenobiotik, sa mEH podiel'aji na regulacii metabolizmu steroidov, transportu ZI€ovych kyselin
a metabolizme vitaminu K.

Bolo popisanych niekol’ko polymorfizmov veducich k zmene aktivity EH, k rozdielom v
bioaktivacii prokarcinogénov aV kone¢nom ddésledku k zmene nachylnosti na vznik
nadorovych ochoreni. V pripade mEH ide o dva SNP, jeden v exéne 3 (337T>C) a druhy v
exone 4 (415A>G). 337T>C SNP spdsobuje substiticiu tyrozinu za histidin v pozicii 113
(Tyrl13His) veducu K znizeniu enzymovej aktivity o 40%. 415A>G SNP vedie k zamene
histidinu za arginin v pozicii 139 (His139Arg) a zvysSuje enzymovu aktivitu 0 25%. V pripade
sEH sa potvrdila asociacia medzi vybranymi SNP (Lys55Arg a Arg287Gln) a rizikom vzniku

aterosklerdzy a kardiovaskularnych ochoreni.
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4. ENZYMY Il. FAZY BIOTRANSFORMACIE

Enzymy Il. fazy biotransformacie katalyzuji konjugacné reakcie, pri ktorych dochadza

k vizbe inkorporovanej funkénej skupiny xenobiotika s malymi, endogénnymi molekulami

(konjugac¢né ¢inidlo, Tab. 7). Konjugaéné reakcie st biosyntetické reakcie, endergonické, preto

je potrebné dodat’ energiu. Vo vicsine pripadov, reakcie Il. fazy biotransformacie znizuju

biologicku aktivitu a teda aj toxicitu molekul. Na druhej strane, je v§ak potrebné si uvedomit’,

ze mozu viest’ k tvorbe toxickych metabolitov. Vznikajuce hydrofilné zliceniny sa l'ahSie

odstranuju z organizmu prostrednictvom mocu alebo zl¢e. Na rozdiel od enzymov I. fazy, ktoré

slizia na aktivaciu metabolitov, enzymy druhej fazy deaktivuju a detoxikuju xenobiotika

a preto sa oznacuju ako detoxika¢né enzymy.

Konjugaéné reakcie sa rozdel'uju na dva zakladné typy reakcii:

= typ | (napr. glukuronidicia, sulfonacia) — aktivované konjugaéné ¢inidlo reaguje so

substratom a vedie k tvorbe konjugovaného produktu,

= typ Il (konjugacia s aminokyselinami) — najskor je aktivovany substrat a az potom sa

konjuguje s aminokyselinou a vytvara sa konjugovany produkt.

Tabul’ka 7 Hlavné konjugacné reakcie Il. fazy biotransformacie

Typ konjugacie

Aktivované
konjugacné ¢inidlo

Transferaza (lokalizacia)

Substraty podliehajice
konjugacii

Glukuronidacia  |Kyselina UDP-a-D- |UDP-glukuronyltransferaza [Fenoly, alkoholy, karboxylové

glukurénova kyseliny, hydroxylaminy,
sulfonaminy

Acetylacia Acetyl-CoA N-acetyltransferaza Aminy

Konjugacia Glutation (cystein)  |Glutation-S-transferaza Epoxidy, arénoxidy,

s glutationom hydroxylaminy, nitroskupiny

Sulfonacia 3'-fosfoadenozyl-5'- |Sulfotransferaza Fenoly, alkoholy, aromatické
fosfosulfat (PAPS) aminy

Konjugacia Glycin Acyl-CoA-glycintransferaza|Acyl-CoA derivaty

s glycinom karboxylovych kyselin

Metylacia S-adenozylmetionin |Metyltransferazy Katecholaminy, fenoly, aminy

Hlavnymi enzymami |l. fazy biotransformécie sa UGT, GST a SULT.
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4.1. UDP-GLUKURONYLTRANSFERAZY

UDP-glukuronyltransferazy (UGT, EC 2.4.1.17) patria do velkej rodiny enzymov UDP-
glykozyltransferaz, ktoré katalyzuju transfer glykozylového zvysku z donora UDP-glykozyl na
lipofilné molekuly. UGT st hlavnymi enzymami Il. fazy biotransformécie a katalyzuja reakciu,
ktora sa oznacuje ako glukuronidacia. Ide o transfer kyseliny glukurénovej z kyseliny UDP-a-
D-glukurénovej na alifaticki alkoholovi, fenolovi a karboxylovli skupinu, aromatické
a alifatické aminy, tioly a kyslé atomy uhlika hydrofébnych zlucenin. Glukuronidacia slazi na
eliminaciu zna¢ného pocCtu roznorodych exogénnych (napr. analgetikd, nesteroidné
protizapalové lieky, antikolvuziva, antipsychotika, antivirotika, environmentalne zluceniny,
polutanty), ako aj endogénnych (napr. bilirubin, ZI¢ové kyseliny, mastné kyseliny, steroidné
hormony, hormony $titnej zl'azy a vitaminy rozpustné v tukoch) zlucenin. UGT sa vyznacuju

odli$nou, ale ¢iastocne sa prekryvajliicou Specifitou voci substratom a inhibitorom.

4.1.1. Klasifikacia a charakterizacia UGT

Ludské UGT sa na zédklade evolucnej divergencie rozdel'uji do Styroch rodin, a to UGT],
UGT2, UGT3 a UGT8. Z hladiska biotransformacie najvyznamnejSiu Glohu zohravaji UGT]1
a UGT?2, preto sa d’alej budeme zaoberat’ len tymito enzymami. UGT1a UGT2 sa delia do troch
podrodin, UGTIA, UGT2A a UGT2B. V ramci jednej rodiny sa gény kodujuce enzymy
vyznacuju 50% homologickou sekvenciou DNA a v podrodine priblizne 60%. Rodiny UGT sa
oznacuju arabskymi ¢islicami (napr. UGT1) a potom nasleduje oznacenie podrodiny pomocou
vel'kého pismena (napr. UGT1A). Individudlne gény su oznacené arabskou cislicou (napr.
UGT1AL).

Génovy klaster I'udskej UGT1A sa nachiadza na chromozome 2q37 a obsahuje viaceré
jedinecné exony, ako aj konzervované exony 2-5, z ktorych moéZe vznikat devdt typov
funkénych izoforiem UGT1A (UGT1Al1, UGT1A3-UGT1A10). UGT1A2, UGT1A1l1,
UGT1A12 a UGT1A13 su pseudogény a nekdduju funkéné proteiny. Gény UGT2A a UGT2B
sa nachddzajii na chromozome 4q13 a koduju tri a sedem funkénych proteinov. UGT2A1 a
UGT2A2 vznikaju alternativnym zostrihom. UGT2A3 a vSetky izoformy UGT2B (UGT2B4,
UGT2B7, UGT2B10, UGT2BI11, UGT2B15, UGT2B17 a UGT2B28) su kddované
jednotlivymi génmi. Tabulka 8 sumarizuje vSeobecné substraty UGT aich lokalizaciu v

tkanivach.
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Tabul’ka 8 Tkanivova lokalizacia a substratova Specifita 'udskych UGT izoforiem

UGT izoenzymy [Lokalizacia v tkanive Preferované substraty
UGT1Al Pecen, zI¢nik, tenké Erevo Fenoly, flavonoidy

UGT1A3 Pecen, ZI¢nik, Fenoly, alkylaminy a arylaminy
UGT1A4 Pecen, zICnik, tenké Crevo Fenoly, alkoholy, alkylaminy a arylaminy
UGT1AS5 INeznama Nezname

UGT1A6 Pecen, zI¢nik, zaladok, tenké ¢revo |[Fenoly

UGT1A7 Zaludok, tenké &revo Nezname

UGT1AS8 Tenké ¢revo Fenoly

UGT1A9 Pecen Fenoly, karboxylové kyseliny
UGT1A10 Z1¢nik, zalidok, tenké &revo Fenoly, aminy

UG2B4 Pecent Nezname

UGT2B7 Pecen, tenké ¢revo, oblicky Fenoly, alkoholy

UGT2B10 Pecen Nezname

UGT2B11 Prostata, pecen, oblicky Nezname

UGT2B15 Pecen, prostata, prsnik Fenoly

UGT2B17 Prostata Fenoly

UGT1AL1 je zodpovedny za konjugaciu bilirubinu, ktory vznika pri degradacii hému. Strata
alebo znizenie aktivity UGT1A1 vedie k zvySeniu hladin nekonjugovaného bilirubinu v sére
a k rozvoju nekonjugovanej hyperbilirubinémie u Crigler-Najjarovho a Gilbertovho syndromu.
UGT1A1 je dolezity pre konjugaciu niektorych estrogénov, ako st Katecholestrogény, 17-
estradiol, 2-hydroxyestron, 2-hydroxyestradiol, 2-metoxyestradiol a etinylestradiol.

Substratmi UGT1A3 su zI¢ové kyseliny, estrogény, metabolity vitaminu D, xenobiotika
a lieky (napr. PAU, aminy, nesteroidné protizapalové lieky, statiny). UGT1A4 katalyzuje N-
glukuronidaciu terciarnych a ¢iasto¢ne primarnych aminov. Endogénnymi substratmi UGT1A4
st progestiny (napr. Sa-pregnan-3a,20a-diol), dihydrotestosteron, androsteron a 25-hydroxy-
vitamin Ds. Konjuguje tiez xenobiotika, ako st saponiny, nikotin a od nikotinu odvodeny
karcinogén nitrozamin 4-(metylnitrozamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanon.

UGT1AG6 katalyzuje glukuronidaciu planarnych fenolov (a-naftolu a 4-nitrofenolu) a jeho
selektivnym endogénnym substratom je sérotonin. UGT1A7 metabolizuje rozne karcinogény,
napriklad hydroxylované benzo[a]pyrény. UGT1A8 konjuguje katecholestrogény, kumariny,
flavonoidy, antrachinony a fenoly. UGTIA9 a UGTIA10 vykazuju Siroké spektrum
substratovej Specifity od fenolov, steroidov, karboxylovych kyselin, az po lieky vratane
chemoterapeutik.

UGT2B4 sa podiela na konjugécii zlcovych kyselin, katecholestrogénov, metabolitov
androgénu a konjuguje kodein, morfin a zidovudin, ktoré su tiez substratmi UGT2B7. UGT2B7
je pravdepodobne najdolezitejSou izoformou, pretoze konjuguje priblizne 35% uzivanych
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liekov. Délezitymi endogénnymi substratmi UGT2B7 su zlcové kyseliny; estrogény
a katecholestrogény; androgény a ich metabolity; mineralokortikoidy, glukokortikoidy a ich
metabolity; karboxylové kyseliny a kyselina retinova.

UGT2B10 katalyzuje N-glukuronidaciu nitrézaminov pritomnych v tabaku. UGT2B11
katalyzuje glukuronidaciu 3a-hydroxysteroidov. UGT2B15 sa podiela na glukuronidacii
androgénov, ich metabolitov a katecholestrogénov. UGT2B17 metabolizuje a inaktivuje
dihydrotestosteron, testosteron a androsteron.

UGT st exprimované v roznych l'udskych tkanivach (Tab. 8), ale najma v tych, ktoré su v
bezprostrednom kontakte s xenobiotikami, ako su pecen, ¢reva a oblicky (Obr. 16). V dosledku
vysokej podobnosti v struktire roznych UGT izoenzymov, je tazké pripravit UGT-$pecifické
protilatky. V peceni su exprimované UGT1Al, UGT1A3, UGT1A4, UGT1A6, UGT1A9,
UGT2B7 a UGT2BI15. Ziadna, respektive velmi nizka expresia v peeni bola pozorovana
u UGT1AS, UGT1A7, UGT1AS8, UGT1A10, UGT2A1 a UGT2A2. Rozna troven expresie
UGT1A a UGT2B bola dokazan4 aj v inych tkanivach ako su obli¢ky, tenké crevo, hrubé ¢revo,
zaludok, pl'ica, vaje¢niky, semenniky, prostata atd’. Expresia jednotlivych UGT tiez vykazuje
interindividudlnu variabilitu vzhl'adom na vek, pohlavie, induktory enzymov a génové

polymorfizmy.

Peceii Tenké ¢revo UGTI1A3

UGT1A4

UGT2B17

UGT1A6
=== UGTI1A7

- ”;’

UGT1A3
UGT2B10 = )

UGT1A4

UGT1A6 4 ~
UGT2B7

N -
‘ w_\[(ﬂgi/
Oblicka

UGT1A4

UGTIAG [ oo

UGTI1AL
/ UGT1AS8

UGT2B7

UGT1A10

Obrazok 16 Relativna expresia UGT V peceni, tenkom ¢reve a Vv obli¢kach (prevzaté z Kasteel a kol.,
Arch Toxicol. 94: 2637-2661, 2020)
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4.1.2. Struktira UGT

UGT si membranové glykoproteiny lokalizované najmi v hladkom ER, a v menSej miere
st pritomné v jadre av Golgiho aparate. UGT obsahuji N- a C-koncovi doménu. Su
syntetizované ako prekurzorové molekuly obsahujuce priblizne 530 aminokyselinovych
zvyskov a N-koncovy signalny peptid. Tento signdlny peptid zabezpeCuje nasmerovanie
polypeptidového retazca do ER, pri¢om nasledne dochadza k jeho odstiepeniu a N-glykozylacii
proteinu. Zrely protein s priblizne 505 aminokyselinovymi zvyskami je klasifikovany ako
transmembranovy protein ER typu I s lumindlnou a cytoplazmatickou doménou. Luminélnu
doménu tvori priblizne 95% polypeptidového retazca a cytoplazmaticki doménu len 20
aminokyselinovych zvyskov. Konzervovand oblast 17 hydrofobnych zvySkov medzi N-
koncovym asparaginom a C-koncovym lyzinom spdja tieto dve domény v lipidovej dvojvrstve
ER.

Aktivne miesto UGT je lokalizované na luminalnej strane membrany ER. Doména viazuca
UDP-sacharid je umiestnena smerom k C-koncu. C-koncova doména UGT je vo vSeobecnosti
viac konzervovana a obsahuje tiez transmembranovii doménu, ktord ukotvuje enzym
vV membrane. Substrat (aglykén) viazuca doména je umiestnena smerom k N-koncu proteinu.
Napriek intenzivnemu vyskumu, sekundérna a terciarna Struktara UGT, ako aj zodpovedajuca
topololdgia membrany su nezndme, z dovodu znacnych t'azkosti s izolaciou a purifikaciou plne
aktivnych UGT.

LCudské UGT tvoria homo- a hetero-oligoméry, ako su diméry, triméry a tetraméry.
Predpoklada sa, ze dimerizdcia medzi dvoma roznymi monomérmi UGT modze viest
k vytvoreniu nového miesta pre vizbu substratu, ktory sa v homodimérnej forme nevyskytuje
a tym dochéadza k zvySeniu metabolickej kapacity UGT.

Ked'Ze aktivne miesto UGT sa nachadza na lumindlnej strane membrany ER, predpoklada
sa, ze prenos nabitych UDP-sacharidov z cytosolu, kde st syntetizované, do lumenu ER je
sprostredkovany transportnymi proteinmi. A nasledne, aj odstranenie nabitych glukuronidov z

luminalneho priestoru ER do cytosolu sprostredkovavaja transportné proteiny (Obr. 17).
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Obrazok 17 Glukuronida¢ny systém ER. (A) Do lumenu ER vstupuje substrat (ROH) prostrednictvom
difuzie. (B) Kyselina UDP-glukurénova (UDP-GA) vstupuje do lumenu ER prostrednictvom antiportéra
UDP-GA/UDP-GIcNAc. Po konjugacii katalyzovanej UGT, st glukuronidované produkty (R-O-GA)
odstranené z lumenu ER pomocou transportéra glukuronidov (C) (prevzaté z Liu Y a Coughtrie MWH.
Pharmaceutics. 9: 32, 2017).

Pozn. UDP-GlcNAc, uridin-5'-difosfat N-acetylglukozamin

4.1.3. Katalyticka aktivita UGT

UGT katalyzuju konjugaciu kyseliny glukurénovej, ktorej donorom je kyselina UDP-a-D-
glukurénova, na nukleofilnti funkénu skupinu substratu, ktory je vo forme aglykonu, za vzniku
vo vode rozpustnych B-glukuronidov a uridin-5'-difosfatu (UDP, Obr. 18). Aryl, alkyl, enol
a acyl hydroxylové skupiny su glukuronidované za vzniku O-glukuronidov (esterového alebo
éterového typu). N-glukuronidy vznikaju zamidov asulfonamidov. S- a C-glukuronidy
vznikaju raritne z tiolov a enol atému uhlika.

Syntéza esencidlneho substratu glukuronidaénych reakcii, kyseliny UDP-a-D-
glukuronovej prebieha v cytosole hepatocytu oxidaciou UDP-glukdzy katalyzovanou enzymom
UDP-gluko6za-6-dehydrogenazou (UGDH, EC 1.1.1.22), v dvoch po sebe nasledujucich
krokoch vyZadujicich NAD".
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Obrazok 18 Konjugacna reakcia katalyzovana UGT
Pozn. nukleofilny substrat, X = O, COO, S, NH, NR. Uridin-5-difosfat, UDP

Predpoklada sa, Ze glukuronidacia prebieha mechanizmom podobnym bimolekularnej
nukleofilnej substitiicii (Sn2), kedy nukleofilnd skupina aglykonu atakuje anomérny uhlik
kyseliny UDP-a-D-glukurénovej. Doéleziti katalyticka Glohu pri tychto reakciach zohravaji
aminokyseliny aspartat a histidin, ktoré aktivuju hydroxylovu skupinu aglykonu na nukleofilny
atak. Histidin je bazou a akceptuje proton z hydroxylovej skupiny aglykénu. Konzervovana
kysla aminokyselina aspartat stabilizuje protonovany histidin mechanizmom ,,nabijacie relé*.
Zaporny naboj na B-fostatovej skupine uvol'nené¢ho UDP je stabilizovany d’al§im histidinovym
zvySkom. Histidin-aspartatova katalytickd dyada je medzi ludskymi UGT vysoko
konzervovana. Pre aktivitu UGTI1A9 su esencidlne histidin 37 a aspartat 143, pre UGT1A6
histidin 38 a aspartat 150 a UGT2B7 histidin 35 a aspartat 151. Pri UGT katalyzujucich N-
glukuronidaciu, konkrétne UGT1A4 a UGT2BI10, katalyticki ulohu histidinu nahradza

prolinovy alebo leucinovy zvysok.
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4.1.4. Genetické variacie UGT a nadorové ochorenia

Zmeny aktivity UGT potencidlne ovplyviuju fyziologicky stav organizmu, ako aj
metabolicku rovnovahu a toxicitu exogénnych a endogénnych latok. Ako uz bolo niekol’kokrat
vysSie spominané, UGT sa podiel'aji na konjugécii Sirokej Skaly réznorodych substratov, z
ktorych mnohé zohravaji délezitu tlohu v procese karcinogenézy. Bol identifikovany zna¢ny
pocet UGT1A a UGT1B génovych polymorfizmov, ktoré ako sa ukdzalo, moduluju aktivitu
promotora UGT génu alebo enzymovu aktivitu UGT (Tab. 9). Predpoklada sa, ze vysledkom je
nizsia schopnost UGT konjugovat’ karcinogény astym spojené zvySené riziko vzniku
nadorovych ochoreni.

Pomerne velky pocet stadii skiimal tuto hypotézu a identifikovali niektoré polymorfizmy
UGT génov ako rizikové faktory pre vznik karcindmu mocového mechura, karcindmu prsnika,
kolorektalneho karcindému, karcindmu endometria, karcinomu pazeraka, karcindmu hlavy a
krku, karcindému pecene, karcindmu plic, karcinému prostaty atd’.

NajintenzivnejSie Studovanym UGT SNP je polymorfny génovy lokus UGTI1AL
Promotorova oblast’ (TATA box) UGT1A1 génu obsahuje polymorfné miesto s variabilnym
poctom (od 5 do 9) dinukleotidovych repeticii (TA). Medzi poctom dinukleotidovych repeticii
a enzymovou aktivitou UGT1A existuje inverzna korelacia. Najbeznejsi genotyp v populécii je
6/6 UGT1A1*1, charakterizovany Siestimi homozygotnymi dinukleotidovymi repeticiami.
Pritomnost” 7/7 UGT1A1*28 genotypu, typickd pre pacientov s Gilbertovym syndrémom, je
charakteristicka len 30-50% tc¢innost'ou glukuronidacie oproti normalu.

Genotyp UGT1A1*28 sa spaja so znizenou eliminaciou SN-38, ktory je aktivnym
metabolitom irinotekanu, ktory sa pouziva na liecbu kolorektalneho karcindmu. Chybaju
poznatky o klinickom vyzname ostatnych variantov (5/5, 8/8 a 9/9 tandemovych opakovani).
Frekvencia vyskytu jednotlivych variantnych alel je heterogénna s najvys$Sim vyskytom
u africkej populacie (23%), strednym u kaukazskej populacie (11-13%) a S najniz$im vyskytom
u 4zijskej populacie (3%). Dalsie popisané polymorfizmy UGTIA sa vicsinou vyskytuju
v exonoch 1-5, ale pritomné st aj v intrénoch. Polymorfizmy v exéne 1 UGT1A1*6 (G71R),
UGT1A1*7 (Y486D) a UGT1A1*27 (P229Q) vyznamne prispievaji k miernej az stredne
zavazne] hyperbilirubinémii. Polymorfizmy v géne UGT1A7 mézu zvySovat riziko toxicity,
nakolko genotypy UGT1A7*3 a UGT1A7*4 sa spajaju s podstatne nizSou metabolizaciou
benzo[a]pyrénu v porovnani s genotypmi UGT1A7*1 a UGT1A7*2.
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Tabulka 9 Génové polymorfizmy l'udskych UGT

INukleotidova zdmena |[Zmena aminokyseliny

UGT1Al
UGT1A1*1 Divy typ Ziadna
UGT1AL*6 G2LA Gly™>Arg
UGT1A1*7 T1456G Tyr*®_5Asp
UGT1A1*27 C586A Pro2—sGln
UGT1A1*28 TAATATY Transkripcia
UGT1A3
AYG GIn®—>Arg
T3!C Trp—Arg
CBT Arg®—Trp
THC Val*—Ala
UGT1A4
CA Pro—Thr
TG Leu*®—Val
c¥T Arg'—>Trp
UGT1A6
T9G Ser’'—>Ala
GZ9A Arg®—His
C308A Serl®_X
AHG Thrisl > Ala
ASS2C Argl®—Ser
UGT1A7
G3$A Gly!—Ser
TG Asn'®—ys
C*IA Arg!3Lys
G32A Arg3Lys
GC Glul*—Asp
T30 Trp2%—Arg
UGT1A8
UGT1A8*2 518G Al 5Gly
UGT1A8*3 GPA Gly? > Tyr
UGT1A9
1109 do -98 A(T).AT:
n=9/10
GEA Cys*>Tyr
e Met3—Thr
G'°A Arg®—>Arg
Go88T Gly%_Gly
T725G Tyr242 X
G'%A AspZ5—Asn
UGT1A10
G'""A Met>*—lle
G*°A Glul—Lys
CoT Thr??le
CcT Cys?0—Met
C™°A Leu*—lle

UGT2B7 sa Vv peceni podiel'a na metabolizacii morfinu a liekov obsahujtcich karboxylové
kyseliny. Bolo identifikovanych osem polymorfizmov v proximalnom promdétore UGT2B7

(-66 T/C,-79 G/A, -102 T/C, -268 A/G, -842 G/A, -1054 T/C, -1241 T/C a -1248 A/G). Mnohé
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z tychto polymorfizmov sa dedia spolu, avsak zatial’ sa nepreukazalo, Ze by tieto polymorfizmy
vyznamne menili glukuroniddciu morfinu u l'udi.

Ako je zname, steroidné hormény zohravaji vyznamnua ulohu pri vzniku karcindmu
prsnika, endometria a karcindbmu prostaty, preto polymorfizmy v UGT génoch
metabolizujucich estrogény (UGT1Al, UGT1A6 a UGT2B4) a androgény (UGT2B15 a
UGT2B17) moézu zvysovat riziko vzniku tychto nadorovych ochoreni. Génové polymorfizmy
UGT1A6, UGT1A7, UGT2B7 a UGT2B17 vedu knizSej metabolizacii karcinogénov
pritomnych v cigaretovom dyme a su rizikovymi faktormi pre vznik karcinomu plic,
karcindomu orofaryngu a karcindbmu mocového mechura. Podrobny zoznam UGT génovych
polymorfizmov je dostupny na stranke:

https://www.pharmacogenomics.pha.ulaval.ca/ugt-alleles-nomenclature/.

Okrem vysSie spominanych genetickych faktorov (SNP), expresia a aktivita UGT je
ovplyvnena aj epigenetickymi faktormi (DNA metylacia, acetylacia histonov atd’.) a
negenetickymi regulacnymi faktormi (jadrové receptory, signalne drahy, stimulacia zapalu,
patologické stavy). UGT enzymy su indukovatelné aich expresia je regulovana
receptormi/transkripénymi faktormi, ktoré su aktivované xenobiotikami, karcinogénmi,
stresovymi signdlmi a horménmi. Prikladom transkripénych faktorov, ktoré ovplyviuji
expresiu UGT je hepatocytovy jadrovy faktor 1o a4 (HNFla a HNF4, Hepatocyte Nuclear
Factor Family), homeobox kaudalneho typu 2 (Cdx2, Caudal Homeodomain Factor) a Forkhead
Box Al (FOXAL1), ktory je hlavnym regulatorom bazalnej a od hormoénov-zavislej aktivacie
expresie UGT.

Medzi receptory ovplyviiujice expresiu a funkénu kapacitu UGT enzymov sa zarad’uju aj
vysSie spominané receptory, a to AhR, CAR a PXR (kapitola 3.1.4). AhR indukuje UGT1A6 a
UGT1A9, CAR a PXR sprostredkavaji indukciu UGT1A1. Dalsimi faktormi, ktoré mozu
ovplyvnit’ aktivitu niektorych UGT enzymov je zivotny Styl (strava, fajenie atd.), vek,
pohlavie, choroby a etnicita.

Bolo dokazané, Ze zvySena expresia UGT V nddorovych bunkach vedie k zvySenej
glukuronidacii a k rychlejSej eliminécii protinadorovych liekov, ¢o v kone€nom dosledku moze
viest’ k vzniku chemoresistencie. Detailna charakterizacia genetickych variantov UGT by mala
byt napomocna pri farmakologickej optimalizacii terapie. Napriklad pacienti s genetickou
predispoziciou nizkej aktivity UGT1A1 maji zvySené riziko toxicity pri liecbe irinotekanom
a preto sa odporuca redukovat’ Startovaciu davku lieku z dovodu zvySenia bezpecnosti pacienta.

Vyznamny inhibi¢ny alebo indukény efekt na aktivitu UGT majt rozne lieky, exogénne

a endogénne latky, pricom niektoré z nich mézu byt zaroveil metabolizované UGT. Prikladom
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su zI¢ové kyseliny, ktoré mozu byt metabolizované¢ UGT1A3, UGT2B4 a UGT2B7, zaroven
vSak posobia ako inhibitory takmer vsetkych izoforiem UGT. Nakolko sa izoformy UGT
vyznacuju podobnou $truktirou génu a proteinu, niektoré induktory aj inhibitory mozu posobit’
na viacero izoforiem UGT. Mnohé induktory UGT mézu zvySovat expresiu aj inych
biotransformacnych enzymov, napriklad CYP. Je potrebné si uvedomit’, ze interakcia medzi
substratmi, induktormi a inhibitormi je komplexna a jej poznanie moze byt vel'mi ndpomocné

pri interpretacii interakcii liekov a réznych liekmi indukovanych syndromov.

4.2. GLUTATION-S-TRANSFERAZY

Glutation-S-transferazy (GST, EC 2.5.1.18) su multifunkéné enzymy zohravajtice dolezita
ulohu v procese detoxikacie exogénnych a endogénnych metabolitov, zabezpecuju ochranu
buniek voc¢i oxida¢nému stresu, ako aj podiel’aju sa na syntéze leukotriénov, prostaglandinov
a steroidnych hormoénov. Predstavujii vel'mi Siroka rodinu enzymov, ktoré sa delia do tried na
zaklade sekvencie aminokyselin, terciarnej/kvartérnej Struktiry, imunologickych a kinetickych
vlastnosti. GST boli identifikované u r6znych organizmov, ako st baktérie, kvasinky, plesne,
hmyz, rastliny, ryby, vtaky, potkany a l'udia. Rozdel'uju sa do troch zdkladnych rodin: rozpustné
cytosolové, mitochondridlne a Struktirne odliSné membranovo-viazané mikrozoméalne GST

(Obr. 19).

Mitochondrialne L Glutatién-S-transferizy J Mikrozomilne
fvotisne Cytosolové Fastlinpg

Alfa Lambda

Beta Zivoc¢iSne |a rastlinné DHAR

Delta Pi
Epsilon Tau

Mu Teta
Omega Zeta

Pi

Sigma

Obrazok 19 Hlavné triedy GST
Pozn. DHAR, dehydroaskorbat reduktaza
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4.2.1. Klasifikacia a charakterizacia GST

Klasifikacia rozpustnych GST je zaloZena na podobnosti v Strukture génu a v sekvencii
aminokyselin. Standardizovanid nomenklatira GST ul'udi bola navrhnutd v roku 1992.
Nomenklatira konkrétnej GST obsahuje vel'ké pismeno gréckej abecedy oznacujuce triedu,
nasleduje arabska ¢islica oznacujuca podtriedu (1, 2, 3 atd’.) a v niektorych pripadoch aj malé
pismeno oznacujuce alelické varianty toho ist¢ého génu (a, b, c, atd.). Cytosolové
a mitochondridlne GST tvoria diméry a su katalyticky aktivne v homo- alebo heterodimérnom
stave (napr. GSTA1-2 je enzym zlozeny z podjednotky 1 a 2 triedy A).

V stcasnosti identifikované triedy cytosolovych GST su: alfa, beta, delta, epsilon, zeta, teta,
mu, nu, pi, sigma, tau a omega. U I'udi popisané cytosolové GST izoenzymy st alfa, mu, omega,
pi, sigma, teta a zeta (Tab. 10). GST sa v ramci jednej triedy vyznacuju viac ako 40% identickou
sekvenciou aminokyselin a medzi roznymi triedami GST je to menej ako 25%. Mitochondrialne
GST su evolucne blizke cytosélovym GST a oznacuju sa ako trieda kapa.

Mikrozomalne GST sa oznafuji ako MAPEG — s membranou asociované proteiny
metabolizmu eikozanoidov a glutationu (Membrane-Associated Proteins in Eicosanoid and
Glutathione Metabolism). Rodina MAPEG sa rozdel'uje do Styroch podtried (I-1V), ktoré sa
vyznacuju menej ako 20% identickou sekvenciou aminokyselin. U I'udi bolo identifikovanych
Sest MAPEG izoenzymov, ktoré patria do podtried I, [T a IV.

Nie vSetky GST st u l'udi exprimované vo vSetkych tkanivach (Tab. 10), pri¢om ich expresia
a aktivita je tieZ ovplyvnena vekom a pohlavim. Cytosolové GST tvoria priblizne 4% z
celkovych rozpustnych proteinov v peceni. Napriklad GSTA sa nachadza v signifikantom
mnozstve V peceni dospelych jedincov, aj plodu. GSTP1 je vysoko exprimovand v tkanive
plodu, ale s vekom jej expresia klesa a hladiny GSTP1 v peéeni dospelého jedinca st nizke.
GSTT sa nenachadzaju v peceni 'udského plodu, ale nachadzaju sa v peceni dospelych jedincov
a GSTM boli identifikované aj v peceni plodu, aj dospelého jedinca. Expresia GST moze byt
indukovana niektorymi substratmi prirodzene sa vyskytujucimi v ovoci a zelenine, ¢o
predstavuje prirodzeny adaptacny mechanizmus voc¢i chemickému stresu indukovanému
elektrofilnymi substratmi. NavySe, interindividualne fenotypové rozdiely v aktivitach GST
izoforiem mo6zu byt zapri¢inené génovymi polymorfizmami.

V minulosti bol za ,,univerzalny* substrat GST povazovany 1-chlor-2,4-dinitrobenzén
(CDNB). Ako sa vsak ukazalo, aj napriek prekryvajlicej sa substratovej Specifite GST,
neexistuje substrat, ktory by bol metabolizovany vsetkymi GST a niektoré z GST su schopné

metabolizovat’ iba konkrétny substrat (Tab. 10). Rézne elektrofilné zluceniny st substratmi
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GST. Patria sem roznorodé zluceniny, ako st ketony, chindny, sulfoxidy, estery, peroxidy a
ozonidy. Chemoterapeutika (busulfan, cis-platina, Kkyselina etakrynova, cyklofosfamid,
tiotepa), priemyselné chemikalie, herbicidy, pesticidy (akrolein, lindan, malation, tridifan) su
detoxikované GST. Epoxidy a iné reaktivne medziprodukty vznikajuce z environmentalnych
prokarcinogénov (aflatoxin B1, PAU, styrén, benzo[a]pyrén, heterocyklické aminy) su tiez
eliminované prostrednictvom rozpustnych GST. Okrem enzymatickej aktivity, cytosélové GST
(GSTA) st schopné viazat’ rozne hydrofobne ligandy (napr. hormoény) a prispievaju tak k ich

vnutrobunkovému transportu.

Tabulka 10 Klasifikacia, tkanivova lokalizacia a substratova Specifita l'udskych GST izoforiem

Podjednotka | MW |Chromozém Lokalizacia v tkanivach Preferované substraty
kDa

Alfa

Al 25,6 |6pl2 Pecen, semenniky, oblicky, nadoblicky, CDNB, DCNB, CHP, ECA
pankreas, plica, mozog, srdce

A2 26,0 |6pl2 Pecen, pankreas, semenniky, oblicky, CDNB, DCNB, ECA
nadobli¢ky, mozog, plica, srdce

A3 - ? Placenta

A4 257 |? Tenké Crevo, slezina 4-HNE, CDNB, CHP, ECA

Mu

M1 26,7 [1p13.3 Peceini, semenniky, mozog, nadobli¢ky, trans-stilbén oxid, CDNB,

(M1a, M1b) obli¢ky, pankreas, plica, srdce DCNB

M2 26,0 [1p13.3 Mozog, semenniky, srdce, pankreas, obli¢ky, [dopachinon, CDNB,
nadoblicky, pl'ica, peCen DCNB, ECA, CHP

M3 26,3 [1p13.3 Semenniky, mozog, slezina CDNB, DCNB, ECA, CHP

M4 26,0 |1pl3.3 Pecen, kostrovy sval, srdce, mozog, CDNB, DCNB, ECA, CHP

ankreas, plica, oblicky, placenta

M5 26,0 [1p13.3 Mozog, semenniky, pl'ica CDNB

Omega

GSTMO1 27,6 [10023-25  [Pecen, srdce, kostrovy sval, pankreas, Kyselina arzénova
oblicky, mozog, plica, slezina

Pi

P1 23,0 11913 Mozog, plica srdce, semenniky, nadoblicky, |BPDE, CDNB, DCNB,

(P1a, P1b, P1c, oblicky, pankreas, pecet, ECA, CHP

P1d)

Sigma

GSTS1 | 4g21-22  [Pegeii plodu, kostna dreii PGH,—PGD,

Teta

T1 27,0 |22911.2 Oblicky, pecen, tenké ¢revo, mozog, slezina, [DCNB, ECA, CHP,

rostata, pankreas, semenniky, srdce, pluca |dichlérmetan, EPNP
T2 27,0 [22911.2 Pecen 1-naftyl sulfat, CDNB,
CHP
Zeta
Z1 24,2 14924.3 ? Kyselina dichloroctova,
CHP, ECA

Pozn. 1-chlér-2,4-dinitrobenzén, CDNB; 1,2-dichlor-4-nitrobenzén, DCNB; etyl kyanoacetat, ECA; 4-hydroxy-2-
nonenal, 4-HNE; hydroperoxid kuménu, CHP; 1,2-epoxy-3-(p-nitrofenyl) propan, EPNP.
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GST zohravaji vyznamnu pri ochrane lipidov, DNA a proteinov pred oxida¢nym
poskodenim vol'nymi radikalmi a podielaji sa na eliminacii reaktivnych medziproduktov
lipoperoxidacie (4-hydroxy-2-nonenalu), peroxidacie nukleotidov, ako aj peroxidacie

katecholaminov (aminochromu, dopachromu, adrenochrému).

4.2.2. Struktira GST

Rozpustné formy GST existuju ako dimérne proteiny, pricom velkost kazdej
Z podjednotiek je priblizne 25 kDa (Tab. 10). V zavislosti od poctu génov kddujicich
polypeptidové retazce GST, izoenzymy rovnakej triedy mozu existovat’ ako homodiméry alebo
heterodiméry. V heterodimérnej forme sa vyskytuju najmé triedy GST-alfa a GST-mu. Na
obrazku 20 je znazornena Struktura l'udskej GSTP1-1 v komplexe s GSH a jej inhibitorom
NBDHEX [6-(7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol-4-yltio)hexanolom].

NBDHEX

NBDHEX

GSH

Obrizok 20 Struktira F'udského GSTP1-1 v komplexe s GSH a jej inhibitorom NBDHEX [6-(7-nitro-
2,1,3-benzoxadiazol-4-yltio)hexanol; databanka proteinov - PDB ID: 3GUS]

Kazda GST obsahuje dve charakteristické domény I a II. Doména | sa nachadza na N-konci
proteinu (1-80 aminokyselinovych zvySkov) a je tvorena -skladanymi listami a a-helixami.
Doména I je pripojend k doméne II prostrednictvom kratkej spdjajiicej sekvencie, ktord sa
nachadza medzi helixami o3 a o4. Doména Il (81-210 aminokyselinovych zvyskov) zacina na

C-konci spajajucej sekvencie, obsahuje pat’ a viac a-helixov a H-miesto, na ktoré sa viazu
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hydrofobne substraty. Hydrofilné G-miesto, ktoré viaze fyziologicky substrat glutation, je
stcastou domény I a je Struktirne konzervované u kazdej z GST izoforiem. U vacsiny tried
GST, G-miesto obsahuje katalyticky esencialny zvySok tyrozinu (GST-alfa, GST-mu, GST-pi
a GST-sigma), serinu (GST-teta a GST-zeta) alebo cysteinu (GST-omega), ktoré interaguju
s tiolovou skupinou GSH, ¢im dochadza k znizeniu pKa z9 na cca. 6-7 a K stabilizacii
nukleofilného tiolatu. Zistilo sa, ze G-miesto tried GST-alfa, GST-mu a GST-pi je viac
pristupné GSH ako v pripade tried GST-teta a GST-zeta. Je to dané tym, ze hydroxylové
skupiny tyrozinového a serinového zvysku, ktoré st pritomné v aktivnom mieste enzymu, mozu
vytvarat’ vodikové vizby s atomom siry GSH, ¢o vedie k aktivacii enzymu. V pritomnosti
cysteinového zvysku v aktivnom mieste GST-omega dochadza k tvorbe disulfidovej vazby s
GSH, ¢im sa aktivne centrum enzymu stava nedostupnym pre d’alSie reakcie.

Rozdiely v §truktare medzi jednotlivymi izoformami GST su dané rozdielmi v ramci
domény II. Rozdielne aminokyseliny v H-mieste GST st zodpovedné za substratova Specifitu.
Napriklad triedy GST-mu a GST-pi v doméne II obsahuju viac polarnych oblasti, ktoré im

umoznuju reagovat’ s nabitymi substratmi, zatial’ co doména Il triedy alfa je viac hydrofobna.

4.2.3. Katalyticka aktivita GST

GST sapodiel'aju detoxikacii xenobiotik ich konjugaciou s GSH, za vzniku vo vode

rozpustnejSicho konjugatu glutationu (GSR, Obr. 21).

Glutation-S-transferaza

GSH + R-X GSR + HX

Obrazok 21 Konjugacnd reakcia katalyzovana GST

Ulohou GST je:
= vizba elektrofilného substratu a GSH v jeho aktivnom mieste,
= aktivdcia tiolovej skupiny GSH, ¢im je umoZneny nukleofilny atak GSH na elektrofilny
substrat (R-X).
Nasledne su tieto polarnejSie konjugaty eliminované zl¢ou, respektive ¢ast’ podlieha d’alsim
chemickym premenam (hydrolyza konjugatov prostrednictvom y-glutamyltransferazy
a aminopeptidazy M/cysteinylglycin dipeptidazy) za vzniku kyseliny merkapturovej (Obr. 22),

ktora je nasledne z organizmu vyla¢ena mocom.
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CONH-CH,-COOH Glutation-S- CONH-CH,-COOH
I transferaza I
RX + HS-CHZ-(IZH NH, R—S—CHZ-CI‘H NH,

| |
NHCO-CH,-CH,-CH-COOH NHCO-CH,-CH,-CH-COOH

GSH Konjugét glutationu

y-glotamyliransferaza

Kyselina
glutamova
COOH CONH-CH,-COOH
FOOH N-acetyltransferaza | Dipeptidaza R.S.CH éH ’
R—S—CHZ—(}'H : R—S—CHZ—(}H -l
NHCOCH, Acetyl-CoA NH, Glycin NH,
Kyselina merkapturové Konjugat cysteinu Konjugat cysteinylglycin

Obrazok 22 Syntéza kyseliny merkapturove;j

Elektrofilné funk¢éné centrum substratu méze byt uhlik, dusik, alebo sira. GST mdzu
katalyzovat' nukleofilnii aromaticka substiticiu, Michaelovu adiciu na a,B-nenasytené
aldehydy a ketony, kruh otvarajuce Stiepenie epoxidov, ktoré vedu k tvorbe GSH konjugatov.
GST tiez katalyzuji redukciu hydroperoxidov, ktora vedie k tvorbe oxidovaného glutationu
(GSSG). Tvorba tioesterovej vazby medzi cysteinovym zvySkom GSH a elektrofilom zvyc¢ajne
vedie k vzniku menej reaktivneho a vo vode rozpustnejSicho konjugatu glutationu. Avsak
Vv pripade niektorych haloalkanov (-énov), ako napr. 1,2-dibrometanu a dichlérmetanu,
konjugacia S GSH modze viest' k tvorbe vysoko reaktivnych intermediatov s potencialnymi
mutagénnymi a karcinogénnymi u¢inkami.

Okrem detoxikacnej funkcie, GST katalyzuje redukciu zli¢enin obsahujucich peroxid
(napr. hydroperoxidy karboxylovych kyselin a fosfolipidov), ktoré moézu byt toxické pre
bunku. Peroxidazova aktivita GST nezavisi od selénu, ale vyZaduje redukovany GSH. Ide
0 dvojstupiiovti reakciu. V prvom kroku dochadza k enzymatickej redukcii peroxidu na alkohol
za sucasnej tvorby hydroxylovaného glutationu (GSOH). V druhom kroku dochadza
k spontannej reakcii GSOH a GSH za vzniku vody a oxidovaného glutationu (GSSG).

GST tiez zohrava vyznamnt ulohu Vv izomerizaénych reakciach mnohych biologicky
vyznamnych molektl. Fyziologickym prikladom je premena kyseliny 13-cis retinovej na
kyselinu all-trans retinova, ktora je potrebna pre zvysenie jej afinity k receptoru. Daldim
prikladom izomeriza¢nej reakcie, na ktorej participuje GST, je premena prostaglaninu PGHz na

PGD- alebo PGE-.
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4.2.4. Dalsie funkcie GST

V literatire prva opisana GST bola pdvodne identifikovana ako ,ligandin® vd’aka svojej
schopnosti kovalentne a nekovalentne interagovat’ s réznymi zlG¢eninami, ako su Steroidné
hormony, hormony Stitnej zl'azy, ZI¢ové Kyseliny, bilirubin a hém, ktoré nie st substratmi GST.
Predpoklada sa, ze tato funkcia GST napomaha d’alSim enzymom pri katalyzovani reakcii,
ovplyviiuje aktivitu jadrovych receptorov pre hormény, ako aj napomaha transportu a exkrécii
malych molekul z buniek.

GST zohravaju vyznamnu tulohu pri regulacii mitogénom aktivovanej proteinkinazove;j
drahy (MAPK) cez protein:proteinové interakcie. Zistilo sa, ze GSTP1 je endogénny inhibitor
c-Jun N-terminalnej kinazy 1 (JNK1, c-Jun N-terminal kinase 1). V podmienkach bez stresu
bola pozorovana nizka aktivita JNK v dosledku sekvestracie proteinu v komplexe GSTP1:JNK.
GSTP1 vo svojej monomérnej forme viaze c-Jun, ako aj JNK, pricom vznika heterotrimérny
komplex, ktory inhibuje fosforylaciu c-Jun prostrednictvom JNK. Vplyvom extracelularnych
stimulov dochadza k disociacii komplexu a JNK moze fosforylovat’ c-Jun, ktory je sti¢ast'ou
transkripéného faktora AP1 (aktivator proteinu 1). Nasledne dochadza k indukcii AP1
dependentnych cielovych génov zahrnutych v odpovedi na stres, apoptozu a bunkovi
proliferaciu. GSTPI je tieZ schopny viazat’ a inhibovat’ faktor 2 asociovany s receptormi tumor
nekrotizujuceho faktora (TRAF2, Tumor Necrosis Factor Receptor-Associated Factor 2), ktory
je ,upstream‘ aktivatorom JNK, ¢im dochadza k blokovaniu MAPK/JNK signalnej kaskady.
Boli pozorované rozdiely v hladinach GSTP1-TRAF2 komplexu v bunkach, pricom maximum
dosahovali v Go/G1 faze a nasledne prudko poklesli v S, G2 a M faze.

GST sa podiela na S-glutationylacii proteinov, ku ktorej dochadza pri zvysenej tvorbe ROS,
¢im sa zabrani ireverzibilnej oxidacii cysteinovych zvyskov proteinov a naruSeniu ich funkcie.
Proces S-glutationylacie proteinov mdze prebiehat’ neenzymaticky, ako aj enzymaticky. Pocas
oxida¢ného stresu, dochadza k auto S-glutationylacii GSTP1 na zvyskoch cysteinu v pozicii 47
a 101, ktora nasledne ovplyvnuje katalyticka aktivitu enzymu a jeho schopnost’ viazat’ cielové
proteiny. S-glutationylacia monoméru GSTP1 zniZuje pocet oblasti obsahujucich a-helixy, t.j.
dochadza k zmene sekundarne;j Struktury, s nadslednou zmenou terciarnej a kvartérnej Struktary,
¢im sa meni schopnost’ GSTP1 interagovat’ s proteinmi. Prikladom S-glutationylacie je vysSie
uvedena regulacia komplexu GSTP1 a JNK1. Dalsie proteiny, ktorych $truktara a funkcia je
modulovand S-glutationylaciou st proteiny podielajice sa na metabolizme, cytoskeletalne
proteiny a ionové kanaly, signalne proteiny (kindzy a fosfatdzy), transkripéné faktory, ras-

proteiny a proteiny tepelného Soku (Hsp, Heat Shock Proteins).
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4.2.5. Genetické variacie GST a nadorové ochorenia

Gény kodujuce GST su usporiadané v klastroch na réznych chromozomoch. Vicsina

z tychto génov je polymorfna, ¢o vedie k fenotypovej variabilite GST (Tab. 11). Najviac

Studovanymi su polymorfizmy v génoch pre GSTM1, GSTT1 a GSTP1.

Tabulka 11 Génové polymorfizmy l'udskych GST

Alfa

Mu

Pi

Sigma

Teta

Alela

GSTAL*A
GST1*B
GSTAZ2*A
GSTA2*B
GST2*C
GSTA2*D
GSTA2*E
GSTM1*A
GSTM1*B
GSTM1*0
GSTMI*1%x2
GSTM3*A
GSTM3*B
GSTM4*A
GSTM4*B
GSTP1*A
GSTP1*B
GSTP1*C
GSTP1*D
GSTS1*A
GSTS1*B
GSTT1*A
GSTT1*0
GSTT2*A
GSTT2*B

Nukleotid/y v géne v roznych
poziciach

-631T/G, -567C, -69C, -52G
-631G, -567G, -69T, -52A
328C, 335G, 588G, 629A
328C, 335G, 588G, 629C
328C, 335C, 588G, 629A
328C, 335G, 588T, 629C
328T, 335G, 588G, 629A
519G

519C

Delécia génu

Duplikacia génu

Divy typ

3 bp delécia v introne 6
Divy typ

T2517C zmena v introne
313A, 341C, 555C

313G, 341C, 555T

313G, 341T, 555T

313A, 341T

IVS2 +11 A
IVS2+11C

Divy typ

Delécia génu

415A

415G

'Vplyv na protein

,,Referencnd* hladina proteinu
INizka hladina proteinu

Pro“o, Ser“z, Lysl%, G|u210
Pro'®, Sert12, Lysi%, Ala?w
Pro“o, Thrm, Lysl%, G|u210
Pro“o, Ser“z, Asnl%, A|a210
Serl10, Serll?, Lysl% Gy
Ly5173

Asnl?

Bez proteinu

ZvysSena expresia M1 proteinu
,Referencnd* hladina proteinu
INezmeneny protein
,Referencnd* hladina proteinu
Nezmeneny protein

el Alall4 Serlss

Vall®®, Alallé, Serl®s

\Vall%, \/all4 Seriss

llel% \/a|114

,Referencnd* hladina proteinu
INezmeneny protein
,,Referencnd* hladina proteinu
Bez proteinu

Met1%

” e139
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Tabulka 11 pokracovanie Génové polymorfizmy l'udskych GST

Alela Nukleotid/y v géne v réznych Vplyv na protein
poziciach
Zeta GSTZ1*A 94A, 124A, 245C Lys®, Arg*, Thr8
GSTZ1*B 94A, 124G, 245C Lys®, Gly*?, Thr®
GSTZ1*C 94G, 124G, 245C Glu*®, Gly*2, Thr82
GSTZ1*D 94G, 124G, 245T Glu®?, Gly*, Met??
Omega |GSTO1*A 419C, 464-1VVS4 + 1 AAG Alal*®, Glu®®
GSTO1*B 419C, 464 deletované Ala'* Glu'® deletované
GSTO1*C 419A, 464-1VS4 + 1 AAG Aspl??, Glu®®
GSTO1*D 419A, 464 deletované Asp'??, Glu'® deletované
GSTO2*A 424A Asn'4?
GSTO2*B 424G Aspl4?

Nepritomnost’ aktivity GSTM1 a GSTT1 je spésobena kompletnou deléciou GSTM1
aGSTT1 génu. Homozygotnu deléciu GSTM1 génu ma 40-60% populacie a GSTT1
homozygotna delécia sa vyskytuje v populacii od 12-60%. GSTP1 gén sa vyskytuje v dvoch
rozdielnych funkénych variantoch, u ktorych dochadza k zdmene izoleucinu za valin v kodone
105 (A—G) a alaninu za valin v kodéne 114 (C—T) Vysledkom st Styri GSTP1 alely: divy typ
GSTP1*A (11e1®+Alal!*), GSTP1*B (Val'®+Alal!*), GSTP1*C (Val'®+Val'*) a GSTP1*D
(e!®+Vval*%). Predpoklada sa, Ze tato zdmena aminokyselin vedie k zniZeniu enzymove;
aktivity GSTP1 atym pravdepodobne k znizenej ochrane buniek pred cytotoxickymi a
karcinogénnymi u¢inkami xenobiotik.

V menSej miere su tieZ Studované polymorfizmy d’alSich tried GST. Podl'a NCBI/dbSNP
databazy najstudovanejsie GST gény (GSTM, GSTT, GSTP a GSTA) obsahujui okolo 3200 SNP,
pri¢om prevazna vac¢sina z nich st SNP vyskytujlice sa v intronoch (85%) a zvySok sa nachadza
v kédujucej oblasti génov s dopadom na Struktiru a funkciu exprimovaného GST enzymu.

Epidemiologické stadie poukazuji na to, ze individualne rozdiely v odpovedi pacientov na
protinadorovu terapiu st dané rozdielmi v metabolizovani liekov, génovymi polymorfizmami
a ich funkénym dopadom, ré6znou expoziciou karcinogénmi a diverzitou populécie ako su rasa
a etnicita. Zistilo sa, ze u hyperproliferativnych nadorovych buniek zvysena expresia a aktivita
GST (najmd GSTP1) vedie kvzniku rezistencie na chemoterapeutikd. Predpokladanym
mechanizmom je synergickd interakcia GST s efluxnymi pumpami, ¢o mdze viest’ k zvySenej
detoxikacii chemoterapeutik. Preto GST predstavuju vhodny terapeuticky ciel’ a mohli by

poskytnit’ vhodnu platformu na vyvoj novych protinadorovych liekov. V pripade, ak zvySena
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expresia GST v nadore vedie k znizeniu t¢inku chemoterapeutika, jednou z moznosti by mohla
byt aplikacia inhibitorov GST. Pri vyvoji novych liekov sa beric do uvahy fakt, ze
protinadorové lieky nie su fyziologickymi substratmi GST, preto proliecky mézu obsahovat
glutation alebo Struktaru podobnu glutationu. Analogy GSH sa ziskavaju modifikéaciou y-
glutamylu, cysteinu a glycinu alebo funkcionalizaciou cysteinu, ¢im dojde k inhibicii GST. Pri

aktivacii proliekov sa konjugaty s GSH vytvaraji nepriamo.

4.3. SULFOTRANSFERAZY

Biologicky relevantné sulfatové konjugaty boli prvykrat identifikované a charakterizované
Eugenom Baumanom Vv roku 1876, ktory izoloval tieto konjugaty z mocu pacienta, ktorému
bola podavana kyselina karbolova (fenol) ako antiseptikum. Sulfonécia (sulfacia, sulfurylacia)
katalyzovana sulfotransferazami (SULT, EC 2.8.2) je vyznamnou konjugacnou reakciou Il.
fazy biotransformdcie, pri ktorej dochadza k prenosu sulfonylovej skupiny z endogénneho
donora sulfatu, 3'-fosfoadenozyl-5'-fosfosulfatu (PAPS), na endogénne ako aj exogénne
zliCeniny. SULT zabezpecuje nielen eliminiciu xenobiotik, ale zaroven aj moduléciu
biologickej aktivity a inaktivaciu/eliminaciu endogénnych latok, ako su tyroidné hormony,
steroidy a katecholaminy.

Sulfonacia zohrava tiez vyznamnu tlohu pri transporte steroidov. Sulfatové estery steroidov
by mohli byt ,transportnou formou®“ niektorych steroidov, ako su 17(3-estradiol a
dehydroepiandrosteron. Tieto ,,inaktivne sulfaty sa viazu na proteiny a st transportované
v krvi K cielovym tkanivam, kde dochadza kich desulfatacii prostrednictvom sulfatdz.
Z uvedeného vyplyva vyznam tejto reakcie v regulacii biosyntézy androgénov a estrogénov.
Avsak v niektorych pripadoch, sulfonacia prokarcinogénov a protoxickych zlicenin vedie

k tvorbe aktivnych metabolitov, ktoré m6zu poskodzovat’ makromolekuly, ako napriklad DNA.

4.3.1. Klasifikacia a charakterizacia SULT
U cicavcov boli popisané dve triedy SULT, membranové a cytosélové. Membranové SULT

st pritomné v membranach Golgiho aparatu a podiel’ajii sa na metabolizovani endogénnych

makromolekul, ako su sacharidy a proteiny. Nepodiel'aju sa na metabolizovani xenobiotik.
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Cytosolové SULT metabolizuji xenobiotikd, ako aj malé¢ endogénne zluCeniny, ako su
spominané tyroidné hormoény, steroidy a neurotransmitery.

Blanchard a kol. v roku 2004 navrhol systematickii nomenklatiru pre cytosélové SULT.
Klasifikacia rozpustnych SULT je zalozena na podobnosti v Struktire génu a Vv sekvencii
aminokyselin. SULT, ktoré sa vyznacuju 45% identickou sekvenciou aminokyselin sa zarad'uju
do rovnakej rodiny a v ramci podrodiny je potrebna 60% identicka sekvencia aminokyselin.
Rodiny SULT sa oznacuji arabskymi c¢islicami (napr. SULT1, SULT2) a potom nasleduje
oznacenie podrodiny pomocou vel'kého pismena (napr. SULT1A). Jednotlivé izoformy v ramci
podrodiny sa identifikuju pomocou C¢isla, ktoré nasleduje za oznacCenim podrodiny (napr.
SULT1A1). Alely st oznacené hviezdickou a arabskou ¢islicou za izoformou génu (napr.
SULT2A1*1A). U T'udi bolo doteraz identifikovanych priblizne jedenast’ cytosélovych SULT
(Tab. 12).

Tabulka 12 Charakterizacia l'udskych SULT

SULT Mr (kDa) |Chromozom |Lokalizacia v tkanivach Preferované substraty
izoenzymy

SULT1A1 |32 16p11.2 Pecen (vysoka expresia) Fenoly

SULT1A2 (32,5 16pl11.2 Pecen Fenoly

SULT1A3 (34 16p11.2 Jejunum a sliznica hrubého ¢reva  [Katecholaminy
SULT1B1 (33 4013.3 Hrubé crevo Tyroidné hormony
SULT1C1 (33,3 2q12.3 Oblicky, zaludok, $titna zl'aza Arylhydroxylaminy
SULT1C2 (34 2q12.3 Oblicky, pltica Arylhydroxylaminy
SULTIE1 (33,5 4013.3 Pecen, endometrium, jejunum Estrogény
SULT2A1 (33,5 19913.32 Pecen, nadobli¢ky, jejunum Hydroxysteroidy
SULT2B1 (39 19913.32 Placenta, prostata, trachea Hydroxysteroidy
SULT4A1 33 22913.2 Mozog Nezname

Cytosolove SULT sa rozdel'uja do dvoch zakladnych tried, arylsulfotransferazy (SULT1)
a hydroxysteroidsulfotransferdzy (SULT2). SULT1 trieda sa rozdel'uje do piatich podtried, a to
SULT1A (1A1,1A2a1A3),SULTI1B (1B1), SULT1C (1C1,1C2a 1C3), SULT1D aSULTI1E
(1E1). SULT2 trieda sa rozdeluje do dvoch podtried, SULT2A (SULT2A1) a SULT2B
(SULT2Bla a SULT2B1b). SULT4Al aSULT6BI su jedingmi Clenmi triedy SULT4
a SULT®.

SULT st pritomné v mnohych tkanivach. Na obrazku 23 je zndzornenad expresia
najvyznamnejSich cytosélovych SULT v roznych tkanivach. SULT1A1 je exprimovana najméa

v peCeni. SULTIBI je pritomna v peeni, v tenkom a v hrubom c¢reve a v leukocytoch.
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SULTI1A3 nie je pritomnd v peceni. SULTIC bola identifikovana v tkanive pecene, pltc
a obliciek ludského plodu a predpokladd sa, ze predstavuje hlavny detoxikany systém
u vyvijajiceho sa T'udského plodu, nakol’ko do 20 tyzdna tehotenstva nebola detegovana
aktivita UGT v peceni plodu. Vysoka expresia SULTIEI bola zistena v peceni a v jejune.
Hlavnymi miestami expresie SULT2A1 st peceni, nadoblicky, vajecniky a dvanastnik.
SULT2B st exprimované v l'udskej prostate, placente, nadobli¢kach, vaje¢nikoch, plicach,
oblickach a v hrubom Creve.

Pecen Tenké crevo
SULT2A1

SULTIE1
‘ SULT1A1

SULT1A1
/|

SULT1AL

Obrazok 23 Relativna expresia l'udskych SULT v peceni, tenkom c¢reve, oblickach a v plicach
(prevzaté z Riches Z, a kol. Drug Metab Dispos. 37: 2255-2261, 2009)

NajdolezitejSim detoxikacnym enzymom u l'udi z tejto rodiny enzymov je SULTIAIL.
Vyplyva to zo Sirokého spektra iou eliminovanych xenobiotik, kinetickych vlastnosti a vysokej
expresiec SULTIAI1 v peceni. SULTIALI sa tiez oznacuje ako fenolsulfotransferaza (P-PST)
alebo termostabilna fenolsulfotransferaza (TS-PST1). Je zodpovedna za sulfokonjugaciu latok
ako su monocyklické fenoly, naftoly, aromatické aminy, benzylalkohol, dopamin a jodtyronin.

Fyziologickd funkcia SULT1A2 nebola zatial' popisand. Podiel'a sa na sulfokonjugécii
niektorych aromatickych hydroxylaminov, pri€om vznikajuce sulfokonjugaty su chemicky

reaktivne a mutagénne. Metabolizuje tiez 2-naftol a 4-nitrofenol. SULT1A3 sa v minulosti
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oznacovala ako termolabilnd fenolsulfotransferaza (TL-PST) a monoaminosulfotransferaza
(M-PST). SULT1A3 zohrava $pecificku ulohu pri sulfonacii katecholaminov, t.j. podiel’a sa na
regulacii hladin neurotransmiterov. Dopamin sa Casto vyuziva ako selektivny substrat na
meranie aktivity SULT1A3. Jej d’alSimi substratmi si noradrenalin, katecholy, monocyklické
fenoly a aromatické zluceniny.

Substratova Specifita SULTIB1 je obmedzend na tyroidné hormény a malé fenolové
zlt¢eniny, ako st 1-naftol a 4-nitrofenol. SULT1C1 sa podiel'a na konjugacii jodtyroninu
a SULT1C2 konjuguje 4-nitrofenol a N-hydroxy-2-acetylaminofluoren. SULTIEI sa tiez
oznacuje ako estrogénsulfotransferaza, nakol’ko sa podiel’a na metabolizovani estrogénov a na
regulacii ich aktivity. Konjuguje tiez jodtyronin, pregnenolon, 1-naftol, naringenin, genistein
a 4-hydroxytamoxifen. SULT2A1 sa oznacuje tiez ako dehydroepiandrosterénsulfotransferaza
a konjuguje hydroxysteroidy, ako st dehydroepiandrosterén, androgén, ZI¢ové kyseliny
aestron. SULT2A aSULT2B triedy metabolizuji podobné  substraty, napr.
dehydroepiandrosteron. U SULT4Al1 a SULT6BI1 zatial' neboli identifikované ziadne nimi

metabolizované substraty.

4.3.2. Struktiara SULT

Viacsina SULT proteinov existuje ako homodiméry, aj ked’ u hlodavcov boli zistené aj
heterodimérne formy. Kazda z podjednotiek obsahuje 284-365 aminokyselin. SULT su
globularne proteiny, s charakteristickym pétvldknovym paralelnym (-skladanym listom

obklopenym a-helixami (Obr. 24).

Obrazok 24 Struktura Pudského SULT1A1L v komplexe s PAP a p-nitrofenolom (databanka proteinov -
PDB ID: 1LS6)
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Dve esencialne oblasti si nevyhnutné pre katalyticka aktivitu SULT, a to PAPS vézbové
miesto (vysoko konzervované) a substrat viazuce miesto, ktoré je unikatne pre kazda SULT.
Beta-skladany list tvori PAPS vidzbové miesto a jadro katalytického miesta. U cytos6lovych
SULT, PAPS vizbové miesto je tvorené motivmi ret'azec-slucka-helix a retazec-otocka-helix.
Slucka, tiez oznacovana ako PSB-slucka, interaguje s 5'-fosfatom PAPS a helix 6 motivu
ret'azec-otocka-helix, ktory je paralelny s PBS sluckou, interaguje s 3'-fosfatom PAPS. PAPS
véazbové miesto obsahuje dve vysoko konzervované oblasti (YPKSGTXW blizko k N-koncu
a RKGXXGDWK blizko ku C-koncu). Najvacsia Strukturna variabilita SULT sa uplatiuje v
ramci vizbového miesta pre substrat. U 'udskych SULT1A1 a SULT1A3, ktoré sa vyznacuju
93% identickou sekvenciou aminokyselin a rozdielnou substratovou $pecifitou sa zistilo, ze

oblast’ I (84-89) a Il (143-148) st zodpovedné za ich substratovi Specifitu.

4.3.3. Katalyticka aktivita SULT

SULT katalyzuji prenos sulfonylovej skupiny z endogénneho donora sulfatu, ktorym je
PAPS na hydroxylova skupinu, tiolova skupinu, aminoskupinu alebo N-oxid skupinu réznych
akceptorovych molekul za vzniku konjugatov sulfatu a PAP (3'-fosfoadenozyl-5'-fosfatu) bez
tvorby intermediatov (Obr. 25). Vznikajlice negativne nabité sulfatové konjugaty su viac
rozpustné vo vode ako prekurzorové molekuly a st transportované z buniek prostrednictvom
ATP-dependentnych exportnych pimp spajanych s mnohonasobnou liekovou rezistenciou

a nasledne st vylu¢ované z organizmu prostrednictvom zl¢e a moca.

R'OH Sulfotransferaza R-O-SO3-

R-NH
NH, N\ R-NH-SO;”

NH,

o N
N
o=§—o—ﬁ—o <] \)N 'O_‘F:}_O </N l J
o o o

0 OH
0 OH |
O=P—0"
0=pP—0" |
| (o)
(o)
PAPS PAP

Obrazok 25 Konjugacna reakcia katalyzovana SULT
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Pre aktivitu SULT je esencidlna dostatocna intracelularna koncentracia PAPS. PAPS je
syntetizovany v cytosole v dvojstupiiovej reakcii z ATP a anorganického sulfatu za katalyzy
bifunkéného enzymu 3'-fosfoadenozyl-5'-fosfosulfatsyntazy (PAPSS, Obr. 26). PAPSS
obsahuje N-koncovu adenozin-5'-fosfosulfat (APS) kinazovii doménu a C-koncovu ATP
sulfurylazovih doménu, ktoré si spojené kratkym nepravidelnym linkerom. Existuji dve
izoformy tohto enzymu, PAPSS-1 a PAPSS-2, ktoré su exprimované v roznych tkanivach.
PAPSS-1 mRNA sa nachiadza najmad v mozgu a PAPSS-2 je vysoko exprimovana v peceni.
Nasyntetizovany PAPS je vyuzity bud’ cytosélovymi SULT, alebo je transportovany do
Golgiho aparatu.

o o NSy
I v |
PAPSS Ty . A
SO + 2ATP >
? OH
o=p—0-
&
PAPS

Obrazok 26 Syntéza PAPS

4.3.4. Genetické variacie SULT a nadorové ochorenia

Molekularno-epidemiologické Studie poukézali na vplyv genetickych variacii, najma SNP,
na aktivitu SULT (Tab. 13). Funkéné SNP v SULT génoch maji potencial menit’ farmako-
kineticky/farmakodynamicky profil liekov metabolizovanych prostrednictvom SULT, ¢im
V kone¢nom désledku moze dochadzat’ k zmendm v uinnosti terapie.

V roku 1996 bol identifikovany jeden z beznych genetickych variantov SULT1AL, pri
ktorom dochadza k zamene aminokyselin argininu za histidin v pozicii 213 translatovaného
proteinu. Divy typ sa oznacuje SULT1A1*1 (Arg?™®) a variantna forma sa oznacuje SULT1A1*2
(His?®). V kaukazskej populacii sa SULT1A1*2 vyskytuje s frekvenciou 31-37%. V pripade

variantu proteinu s His?'3

bolo dokazané, ze dochadza k znizeniu aktivity a termostability
enzymu. Bola dokézané pozitivna asociacia SULT1A1*2 polymorfizmu so zvysenym rizikom
vzniku niektorych nadorovych ochoreni, ako su karcinom prsnika, karcinom pluc, karcinom
pazeraka, karcindm zaltidka atd’. Niektoré Stadie naopak poukazali na zniZené riziko vzniku
karcindmu mocového mechura a kolorektalneho karcinomu so SULT1A1*2 polymorfizmom.
Predpoklada sa, ze SULT1A1*2 vedie k zniZenej afinite enzym k réznym karcinogénom (napr.

N-hydroxyarylaminom z cigaretového dymu), a tym zniZeniu ich sulfonécie a bioaktivacie.
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V promotorovej oblasti SULT1AL boli identifikované d’alsie SNP, ktoré su spojené so
zmenou aktivity tohto enzymu. Tieto polymorfizmy su vo vézbe s d’al$imi polymorfizmami ako
aj so SULT1A1*1. Haplotypova analyza tiez ukazala, ze medzi r6znymi populaciami existuje
zna¢na variabilita vo frekvencii haplotypov. V roku 2007 boli popisané zmeny v pocte kopii
génu SULT1AL (CNV, Copy number variation), ktoré sa spajaji so zmenou v aktivite enzymu.
Ukazalo sa, ze afroamerickd populacia ma vyssie CNV ako kaukazské populacia, Co sa spaja
s vysSou aktivitou SULT1A1 krvnych dosti¢iek u tejto populacie.

Polymorfizmy SULT2 génov nie st tak detailne Studované ako SULT1 génov. Bol
identifikovany SULT2A1*1 divy genotyp a dva polymorfizmy, ktoré vedd k zdmene
aminokyselin Thr*Ser a Leu™®Val. SULT2A1*2 a SULT2A1*3 kéduju enzymy, ktoré maju
nizsiu aktivitu. U SULT2B1 bolo charakterizovanych pat’ variantov enzymov, ktorych aktivity
sa pohybuju od 64-88% pre divy typ SULT2B1a a od 76-98% SULT2B1b.

Tabulka 13 Génové polymorfizmy l'udskych SULT

INukleotidové zdmena [Zmena aminokyseliny

SULT1A1
SULT1A1*1 Divy typ Ziadna
SULTIAL*2 GOEA Arg2—>His
SULT1A1*3 ASTG Met?@_sVal
SULT1A1*4 GI°A Arg—Gly
SULT1A2
SULT1A2*1 AYG GIn®—Arg
SULT1A2*2 TC, A7™C lle’—Thr Asn®—Thr
SULT1A2*3 CoT Pro®—Leu
SULT1A2*4 T20C, C50T, A7%4C lle’>Thr
Arg'#—Cys
Asn®>—Thr
SULT1A2*5 T2C, AT%C lle’—Thr
SULT1A2*6 AT%C Asn?*—Thr
SULT1C1
SULT1C2*1 Divy typ Ziadna
SULT1C2*2 T/53G Serl®_Ala
SULT1C2*3 A°C AspP—Val
SULT1C2*4 G*8A Arg”—Gln
SULT1C2*5 C332T Ser'l—Phe
SULT2A1
SULT2A1*1 Divy typ Ziadna
SULT2AL1*I T0C Met>’>Thr
SULT2AL1*II ASTT Glu'®—-Val
SULT2AL1*II T0C, AS'T Met>’>Thr
Glu¥—Val
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4.4, N-ACETYLTRANSFERAZY

Arylamin N-acetyltransferazy (NAT, EC 2.3.1.5) patria do rodiny vysoko konzervovanych
enzymov, ktoré su pritomné u prokaryotov aj eukaryotov. NAT katalyzuju N-, O- a N,O-
acetylaciu Sirokého spektra arylaminov, heterocyklickych aminov, hydrazinov, karcinogénov
a liekov, ¢o vedie k ich detoxikacii alebo bioaktivacii. Koenzymom NAT je acetylkoenzym A
(acetyl-CoA). Na rozdiel od reakcii katalyzovanych UGT, GST alebo SULT, acetylécia nie je
spojena so zvysenim rozpustnosti xenobiotika, ale ul'ah¢uje jeho eliminaciu z organizmu. V
niektorych pripadoch moéze acetylacia substratu viest’ k jeho aktivacii. Napriklad aromatické
aminy mozu byt detoxikované, ako aj aktivované prostrednictvom NAT. Ich detoxikacia
nastava vtedy, ak st ihned acetylované na zodpovedajice amidy, ¢im je menej pravdepodobné,
ze dojde kich aktivacii prostrednictvom CYP. K aktivacii aromatickych aminov dochadza
vtedy, ak su najskor hydroxylované prostrednictvom CYP za vzniku hydroxyaromatickych
aminov a potom premieflané na estery, ktoré si spontanne premieflané na nestabilné

a vysokoreaktivne zliceniny.

4.4.1. Klasifikacia a charakterizacia NAT

U Tudi existuji dva NAT izoenzymy, NAT1 a NAT2, kédované génmi, ktoré st
lokalizované na chromozéme 8p22. Ide o0 cytosolové enzymy. Bol tiez identifikovany
pseudogén NATP obsahujici predc¢asny stop kodon. NAT1 aj NAT2 su otvorené Citacie ramce
bez intrénov s 870 parmi baz kodujuce aktivne proteiny s velkost'ou 34 kDa. Nukleotidové
sekvencie oboch NAT génov st identické na 87% a aminokyselinové sekvencie proteinov, ktoré
kodujt st identické na 81%. Tieto dva enzymy sa liSia distribuciou v tkanivach. NAT2 je
pritomny hlavne v peeni a v Creve aje zodpovedny za detoxikaciu xenobiotik. NATL je
pritomny takmer vo vSetkych tkanivach a tiezZ v nddorovych bunkach, kde zohrava ulohu nielen
Vv procese mutagenézy, ale tiez prispieva krezistencii niektorych nadorov voci
chemoterapeutikam. NAT2 nie je experimovany v tkanivach plodu v prenatalnom obdobi
a naopak expresia NAT1 sa zistila v tkanivach pl'ac, obli¢iek a nadobli¢iek plodu.

NAT1 a NAT?2 st charakteristické odliSnou, ale prekryvajucou sa substratovou Specifitou.
Vo vSeobecnosti kyselina p-aminobenzoova (PABA) a p-kyselina aminosalicylova (PAS) sa
povazuju za Specifické substraty NAT1. Sulfametazin, prokainamid, dapson a sulfonamidy sa
primarne acetylované NAT2. Niektoré zluceniny ako napriklad 2-aminofluorén st substraty

NAT1 aj NAT2. Je potrebné zdoraznit, ze aj ked sa tieto substraty bezne pouzivaji na
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rozliSenie medzi NAT1 a NAT2 aktivitou, relativny prispevok obidvoch NAT enzymov k
acetylacii substratov zavisi aj od koncentracie substratu, hladiny expresie enzymu, jeho
indukcie atd’. Endogénnym substraitom NATI je p-aminobenzoylglutamat, ktory je produktom
katabolizmu kyseliny listovej. Doteraz nebol identifikovany Ziaden endogénny substrat NAT2.

Aktivita NATI modze byt ovplyvnend volnymi radikalmi. Zistilo sa, ze NATI je
reverzibilne inaktivovana fyziologickymi koncentraciami H20, ktory spdsobuje oxidacnu
modifikéaciu katalytického cysteinu. Podobne pdsobia aj S-nitrdzotioly, ktoré st dolezitou
triedou volnych radikalov odvodenych od dusika, o ktorej sa predpoklada, Zze su zapojené do
nitroza¢nych reakcii za fyziologickych podmienok. Preto redoxny stav katalytického cysteinu
sa zda byt kl'aicovym faktorom, ktory riadi aktivitu enzymu NATI v pritomnosti vol'nych

radikalov.

4.4.2. Struktira NAT

Sekundérna a tercidrna Struktira NAT je vysoko konzervovana od prokaryotov aZz po
eukaryoty. Na obrazku 27 je znazornena Struktira NAT2 v komplexe s koenzymom A. Cudské
NAT obsahujua tri domény. N-terminalna doména obsahuje pat o-helixov (al-a5) a jeden
kratky B-skladany list medzi helixami a2 a a3. Druhd doména pozostiva z desiatich -
skladanych listov (B2-B11) a dvoch kratkych a-helixov (a6 a a7). Tieto dve domény su
pripojené prostrednictvom o-helikalnej interdomény (helixy a8-a10) k tretej doméne, ktoru
tvoria Styri antiparalelné B-retazce (B12-B15) a helix all. Helix all predchddza povrchom
proteinu smerom ku skrytému C-koncu do tesnej blizkosti katalytickej triady Cys-His-Asp a je
schopny interagovat’ s acetyl-CoA.

Vizbové miesto pre acetyl-CoA sa nachddza v hlbokej Strbine medzi helixami a8-al0
interdomény (spaja doménu II s doménou III) a B-barelom (doména II). Acetyl-CoA sa viaze
na aktivne miesto v ohnutej konformacii, priCom tiolova skupina koenzymu A smeruje ku
katalytickému Cys®, ¢omu napomahaji B-merkaptoetylamin a pantotenat. Vizba acetyl-CoA
na aktivne miesto je sprostredkovana najmd hydrofébnymi interakciami a vodikovymi
viazbami. K vhodnej orientacii acetyl-CoA v aktivnom mieste tieZ prispievaji van der Waalsove
sily a vodikové vidzby medzi aminokyselinami a kyselinou pantoténovou, difosfatovou
skupinou a adeninom koenzymu A.

Substratové vizbové miesto sa prekryva vo velkej miere s vizbovym miestom pre acetyl-
CoA. Toto zistenie je v stlade s reakénym mechanizmom, kedy sa kofaktor a substrat viazu na

enzym sekvenénym spdsobom (,,ping-pongovy* Kineticky mechanizmus). Substrat sa viaze v

92



hlbokej Strbine medzi helikalnou interdoménou a doménou II. Substratové viazbové miesto
pozostava najmé z hydrofobnych aminokyselin, ¢o stihlasi s tym, ze NAT preferuju hydrofébne

substraty.

KOENZYM A

Obrizok 27 Struktura P'udského NAT2 v komplexe s koenzymom A (databanka proteinov - PDB ID:
2PFR)

4.4.3. Katalyticka aktivita NAT

Pre acetylaciu substratov prostrednictvom NAT je esencidlna pritomnost’ tiolovej skupiny
aminokyseliny Cys®®, ktory sa priamo podiel'a na prenose acetylu. Acetyla¢na reakcia prebieha
,DI-bi ping-pongovym® reakénym mechanizmom v dvoch po sebe nasledujticich krokoch.
V prvom kroku dochadza k prenosu acetylovej skupiny z acetyl-CoA na aminokyselinu Cys®
enzymu a nasledne v d’alSom kroku prenosu acetylu na primarny amin akceptorového substratu.
Prenos acetylu v NAT je ulahéeny katalytickou triadou Cys-His-Asp (Cys®®-His?’-Asp!?
U P'udskych NAT), ktora je prisne konzervovana u vSetkych znamych NAT od baktérii az po
l'udi. Tridda stabilizuje tiolova formu cysteinu, ktory iniciuje reakciu nukleofilnym atakom na
karbonyl acetylu v acetyl-CoA.

N-acetylacia arylaminu na arylamid a O-acetylacia N-arylhydroxylaminu na N-

arylhydroxylamid st znazornené na obrazku 28.
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R@ N-acetyltransferaza R Il
N-acetylacia —NH, / \ > — NH-C-CH,

Arylamin Acetyl-CoA HS-CoA Arylamid
0]
R N-acetyltransferaza R I
O-acetylacia — NH-OH — \ > — NH-0-C-CI,
Acetyl-CoA HS-CoA .
N-arylhydroxylamin © N-arylhydroxylamid

Obrazok 28 Reakcie katalyzované NAT

4.4.4. Genetické variacie NAT a nadorové ochorenia

N-acetylacny polymorfimus bol prvykrat identifikovany u pacientov, ktorym sa podaval
liek proti tuberkuléze, izoniazid. U niektorych pacientov sa potvrdil nizsi terapeuticky ucinok
lieku a v modi sa zistila pritomnost’ neti¢innej konjugovanej formy lieku. NeskorSie Stadie
potvrdili tieto prvotné pozorovania, ako aj hypotézu, ze NAT polymorfizmy veda
k interindividualnym rozdielom v metabolizacii liekov a boli navrhnuté potencialne kategorie
wpomalych® a . rychlych® acetylatorov. U pomalych acetylatorov sa potvrdila toxicita lieku
a tiez niz8ia hladina acetylovaného produktu, N-acetyl-izoniazidu v mo¢i. Vysoka frekvencia
NAT1 a NAT2 acetylacného polymorfizmu v l'udskej populécii v spojitosti s expoziciou
aromatickymi a heterocyklickymi aminmi naznacuje, ze NAT1 a najmid NAT2 acetylatorové
genotypy su doleZitymi modifikatormi nachylnosti na vznik nddorovych ochoreni, ako st
karcindm mocového mechura, karcindm hrubého creva, karcindm pecene, karcindbm prsnika,
karcindm prostaty, karciném hlavy a krku atd’.

Aktualna nomenklatira NAT1 a NAT2 alel zverejnena medzinarodnou komisiou je na
internetovej stranke http://nat.mbg.duth.gr/. V tabulke 14 st uvedené NAT2 alely a prislusné
fenotypy. Referen¢né alely NAT1 a NAT2 (NAT1*4 a NAT2*4) su spojené s fenotypom ,,rychly‘
acetylator. V kodujucej oblasti NAT2 génu bolo charakterizovanych sedem nesynonymickych
mutacii (missense mutacia, mutacia meniaca zmysel; GIIA, T341C, A%4C, GY90A, ABOSG, ABSC

a G87A) a pit tichych mutacii (T!LC, C282T, C*IT, C75°T a A%SG).
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Tabul’ka 14 Cudské NAT2 alely

Alela
NAT2*4
NAT2*5A
NAT2*5B

NAT2*5C

NAT2*5D
NAT2*5E

NAT2*5F

NAT2*6A
NAT2*6B
NAT2*6C

NAT2*6D
NAT2*7A
NAT2*7B
NAT2*10
NAT2*11
NAT2*12A
NAT2*12B
NAT2*12C
NAT2*13
NAT2*14A
NAT2*14B
NAT2*14C

NAT2*14D

NAT2*14E

NAT2*14F

NAT2*14G

NAT2*17
NAT2*18
NAT2*14G

Fenotyp
Rychly
Pomaly
Pomaly

Pomaly

Pomaly
Pomaly

Pomaly

Pomaly
Pomaly
Pomaly

Pomaly
Pomaly
Pomaly
Neznamy
Neznamy
Rychly
Rychly
Rychly
Rychly
Pomaly
Pomaly
Pomaly

Pomaly

Pomaly

Pomaly

Pomaly

Pomaly
Neznadmy

Pomaly

Nukleotidova zamena

/iadna
T341C C481T
T341C C481T A803G

T341C ASOSG

T341C
T341C GSQO A

T341C, C481T, T759T,
A803G

C282T, G590A

GSQO A

C282T, G590A1 A803G

Tlllc C282T G590A
G857A:1 ’ ’
C282T, G857A,

G499 A

C481T

A803G

C282T, A803G

C481T A803G

C282T’

GlQlA

GlglA, CZSZT

G191A, T341C, C481T, A%:G

GlQlA C282T G590A
GlQl A ASOBG

G191A T341C A803G

GlQlA CZSZT A803G

A434C
A845C
C190T

Zmena aminokyseliny

Ziadna
llet**—Thr
et —Thr
Lys?8—Arg
llet**—Thr
Lys?8—Arg
et —Thr
et —Thr
Argt”—Gln
et —Thr
Lys?®8Arg
Argt”—Gln
Arg¥’—GlIn
Argt”—Gln
Lys?8—Arg
Argt—Gln
Lys?6—Glu
Lys?®%Glu
Glu®’— Lys
Ziadna
Lys?®8Arg
Lys?8—Arg
Lys?®>Arg
Ziadna
Arg®—GlIn
Arg®*—Gln
Arg®—GlIn
llet**—Thr
Arg®—GlIn
Argt—Gln
Arg®—GlIn
Lys?8—Arg
Arg®—Gln
Arg**—Thr
Lys?8—Arg
Arg®—Gln
Lys?8—Arg
GIn'*—Pro
Lys?®2—Thr

Arg®—-Trp
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Genotypizacia siedmych najbeznejsich polymorfizmov (G*'A, T3#1C, G0A, G¥7A, ARG,
C22T a C*IT) sa vyuziva pri predikcii fenotypu. Alely NAT2 obsahujuce G'A, T34C, A®4C,
alalebo G°%°A st spojené s fenotypom ,,pomaly* acetylator. Fenotyp ,pomaly™ acetylator
obsahuje jeden alebo viacero z tychto polymorfizmov — NAT2*5, NAT2*6, NAT2*7 a NAT2*14
a ich podtypov. NAT2*12 je spojeny s fenotypom ,.rychly acetylator.

Frekvencie NAT2 alel sa lisia medzi etnickymi skupinami. NAT2*4 alela sa vyskytuje u 20-
25% kaukazskej populacie, 36-41% afroamerickej populacie a 50% &zijskej populécie, pricom
u japonskej populacie sa blizi k 70%. NAT2*5 alely ajej podtypy st najfrekventovanejSie
u kaukazskej populacie (44%) a afroamerickej populacie (25-27%). Zistilo sa, ze NAT2*6 alely
st pomerne rovnomerne zastupené medzi etnickymi skupinami. NAT2*7 alely su frekventované
u azijskej populacie a NAT2*14 najmé u afroamerickej populécie (8-9%). Tieto alely neboli
identifikované u kaukazskej populacie.

Zatial' ¢o NATZ polymorfizmy st intenzivne Studované, funkény vyznam NAT1
polymorfizmov je Studovany menej. V lokuse NAT1 génu boli identifikované nukleotidové
substitucie, inzercie a delécie. Ukazalo sa, Ze len niektoré z nich vedu k zamene aminokyselin
a k zmene aktivity enzymu.

Niektor¢é stadie poukazali na mutagénny Géinok heterocyklickych aminov (napr. 2-amino-
3-metylimidazol[4,5-f]chinolinu; 2-amino-1-metyl-6-fenylimidazo[4,5-b]pyridinu) vznikaji-
cich pri vareni misa aryb. Zistilo sa, Zze najskor dochadza k ich oxidécii prostrednictvom
CYP1A2 anaslednd acetylacia vedie k zvySeniu ich mutagénneho potencialu.

Napriek velkému poctu $tudii zaoberajticich sa vztahom medzi NAT polymorfizmami
a rizikom vzniku nadorovych ochoreni, publikované vysledky nie su jednozna¢né z viacerych
dovodov: nizky pocet ucastnikov v Stadiach; mnohé Stidie casto zahfnaju pacientov s réznym
etnickym povodom, ktori vykazuju rozne frekvencie rizikovych alel; nedostatok informacii
ohladom expozicie karcinogénmi; pouzité rozne metddy genotypizacie atd’. Potvrdila sa
asociacia urcitych NAT1 polymorfizmov s karcindmom plic, karcindmom hrubého creva,
karcindmom mocového mechura a NAT2 polymorfizmov s karcindmom plac, karcindmom
pecene, karcindmom hrubého ¢reva, karcinomom mocového mechira, ako aj non-
Hodgkinovym lymfomom. Preto na rozsirenie nasho sucasného chapania ulohy acetylacnych
polymorfizmov NAT1 a NAT2 s rizikom vzniku nadorovych ochoreni st potrebné rozsiahlejsie
a komplexnejSie molekularno-epidemiologické $tadie, ktoré by skumali ulohu genotypov
a/alebo fenotypov NAT1 a NAT2 spolu s dalsimi polymorfizmami biotransformaénych

€nzymov.
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4.5. DALSIE ENZYMY II. FAZY BIOTRANSFORMACIE

4.5.1. Metyltransferazy

Metyléacia je vo vsSeobecnosti menej vyznamnou cestou biotransformécie xenobiotik.
Metyltransferazy (MT) st cytosolové enzymy, ale moézu byt pritomné aj v ER. Na rozdiel od
vacsiny inych konjugacnych reakcii vznikajici metylovany produkt je menej polarny ako
substrat a vysledkom su bud’ neaktivne alebo aktivne zluceniny. MT sa podiel’aji na
metabolizme malych endogénnych molekul (napr. neurotransmiterov), zohravajii vyznamnu
ulohu v metabolizme makromolekul (napr. nukleovych kyselin) a pri biotransformacii
niektorych liekov. Endogénne, ako aj exogénne zluceniny mozu podliehat’ N-, O-, S-metylécii.
Kofaktorom metylacnych reakcii je S-adenozylmetionin (SAM), ktory vzniké kondenzaciou
ATP a L-metioninu. Konjugacné reakcie katalyzované MT zahtiiaju prenos metylovej skupiny
naviazanej na sulfoniovy i6n SAM na funkénl skupinu substratu za vzniku metylovaného

produktu a S-adenozylhomocysteinu (SAH, Obr. 29).

O o]
NTX NH, Nikotinamid-N-metyltransferaza SN NH,
| / | P
Nikotinamid N-metyl nikotinamid

( H,
‘ooc s IL) ooc s /)
S T N N
i o)
NH3 NH3

OH OH OH OH

SAM SAH

Obrazok 29 Metylacia nikotinamidu katalyzovana nikotinamid-N-metyltransferazou

Bolo identifikovanych niekol’ko N-metyltransferdz, medzi ktoré sa zaraduju
indoletylamin-N-metyltransferaza (INMT, EC 2.1.1.49), nikotinamid-N-metyltransferdza
(NNMT, EC 2.1.1.1), histamin-N-metyltransferaza (HNMT, EC 2.1.1.8), fenyletanolamin-N-
metyltransferaza (PNMT, EC 2.1.1.28) a d’alsie. INMT katalyzuje N-metylaciu tryptaminu a
Struktiirne podobnych zlucenin. Je exprimovana v plicach, Stitnej zl'aze, nadoblickach, srdci

avo svale, nie vSak v mozgu. NNMT je cytosdlovy enzym a katalyzuje N-metylaciu
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nikotinamidu, pyridinov a d’alSich Struktirnych analégov. Je exprimovana prevazne v peceni,
menej v obli¢kach, pl'ucach, placente a v srdci. HNMT je cytosolovy enzym, ktory katalyzuje
metylaciu imidazolového kruhu histaminu. Je exprimovana najmi v peceni a v oblickach,
menej v slezine, hrubom Creve, prostate, vajecnikoch, mozgu, prieduskach a v priedusnici.

Génové polymorfizmy HNMT moézu viest k interindividudlnym rozdielom v metabolizme
histaminu a davaji sa do stvislosti s mnohymi chorobami, ako su alergia, astma a niektoré
neuropsychiatrické ochorenia. PNMT zohrava vyznamnt Glohu pri neuroendokrinnej regulécii
a pri regulacii krvného tlaku. Je jednym z enzymov biosyntézy katecholaminov, katalyzuje N-
metylaciu neurotransmitera noradrenalinu za vzniku adrenalinu. Je vysoko exprimovana najma
v dreni nadobli¢iek. Niektoré zo S$tadii poukédzali na to, ze génové polymorfizmy
Vv promotorovej oblasti PNMT génu moézu byt spojené so zvySenym rizikom vzniku
Alzheimerovej choroby alebo so skorym néstupom sclerosis multiplex.

O-metylacia fenolov a katecholov je katalyzovand dvoma réznymi enzymami, fenol-O-
metyltransferazou (POMT, EC 2.1.1.25) a katechol-O-metyltransferazou (COMT, EC 2.1.1.6).
POMT katalyzuje prenos metylovej skupiny SAM na hydroxylovt skupinu fenolu za vzniku
anizolu. Tento enzym je lokalizovany v mikrozomoch pecene, pl'ic a d’alSich tkaniv. COMT sa
podiela na inaktivacii katecholaminov (adrenalinu, noradrenalinu, dopaminu), ako aj
katecholestrogénov. Existuju dve formy l'udského COMT, rozpustna cytosélova forma (S-
COMT) a forma viazana v membranach drsného ER (MB-COMT). S-COMT je exprimovana
najmd Vv peceni, ¢reve a V oblickach a MB-COMT je exprimovana najmid v CNS. Funkéné
polymorfizmy v génoch kodujicich S-COMT a MB-COMT sa $tuduji vo vztahu k roznym
neurologickym porucham, ako je napriklad schizofrénia alebo Parkinsonova choroba.

Tiol-S-metyltransferaza (TMT, EC 2.1.1.9) je membranovo viazany enzym, ktory
katalyzuje S-metylaciu alifatickych tiolovych zlu€enin. Tiopurin-S-metyltransferaza (TPMT,
EC 21.1.67) je cytosolovy enzym, ktory katalyzuje S-metylaciu aromatickych a
heterocyklickych tiolovych zlucenin vratane protinadorovych liekov a imunosupresiv (napr. 6-
merkaptopurinu, 6-tioguaninu a azatioprinu). Génové polymorfizmy TPMT sa spajaji s

interindividualnymi rozdielmi v toxicite tiopurinovych liekov a ich terapeutickej u¢innosti.
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4.5.2. Konjugacia xenobiotik s aminokyselinami

Xenobiotika obsahujice karboxylovu skupinu, akymi st mnohé Siroko pouzivané lie¢iva
(napr. simvastatin, kyselina valproova alebo kyselina acetylsalicylova), herbicidy, insekticidy
a konzerva¢né latky v potravinach mézu byt konjugované s aminokyselinami. Okrem toho
mnohé xenobiotika st metabolizované na karboxylové kyseliny, ktoré mézu byt tiez nasledne
konjugované s aminokyselinami. Ci dané xenobiotikum bude konjugované s aminokyselinou
zéavisi od stérickej zabrany okolo karboxylovej skupiny a od substituentov na aromatickom
kruhu alebo na alifatickom bo¢nom ret’azci.

Vo v§eobecnosti sa konjugacia karboxylovych kyselin s aminokyselinami lisi od ostatnych
konjugacnych reakecii a je spojena s enzymovym systémom, ktory zahfna:

= pociatocnu aktivaciu karboxylovej skupiny s ATP za vzniku acyladenylatu a difosfatu,

= reakcia acyladenylatu s koenzymom A (CoA-SH) za vzniku ,,vysokoenergetického

medziproduktu* xenobiotikum-acyl-CoA,

= vizba aktivovanej acylovej skupiny na aminoskupinu akceptorovej aminokyseliny za

stasnej regeneracie CoA-SH.

Z1¢ové kyseliny st konjugované podobnym sekvenénym mechanizmom, aviak enzymy st
lokalizované v ER a peroxizomoch a Vv pripade konjugécie karboxylovych kyselin xenobiotik
enzymy su pritomné najmé v mitochondridch pecene a obliciek.

Najbeznejsimi aminokyselinami, ktoré st konjugované s xenobiotikami st glycin, taurin
a glutamat. Glycin-N-acyltransferaza (GLYAT, EC 2.3.1.13) je enzym zodpovedny za
konjugaciu xenobiotik, najmd benzoatov pritomnych v rastlinnej potrave, s glycinom.
V rastlinnej potrave su tiez pritomné polyfenoly, ktoré su baktériami crevnej flory
fermentované na benzoat, 3- a 4-hydroxybenzoaty a zodpovedajliice hydroxyfenylpropionaty.
Po absorpcii v ¢reve, su tieto zIuceniny transportované do pecene, kde st konjugované s CoA-
SH pomocou Specifickej CoA-ligazy. Nasledne GLYAT konjuguje xenobiotikum-acyl-CoA s
glycinom. Priblizne 83-90% benzoatu z potravy je vylu¢ovaného ako konjugaty s glycinom. Pri
hepatoceluldrnom karcindéme bolo dokézané, Ze GLYAT nie je exprimovand V nadorovych
bunkach, ale jej expresia sa zistila v susediacich zdravych hepatocytoch, co mdze viest' k
akumulacii xenobiotikum-acyl-CoA, ktory méze okrem toxickych ucinkov narusit’ tvorbu

energie v mitochondrii.
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5. ELIMINACIA  XENOBIOTIK AICH METABOLITOV
Z ORGANIZMU

Poslednym krokom metabolizacie xenobiotik je transport konjugatov a inych metabolitov
Z bunky prostrednictvom transportérov a ich nasledna exkrécia z organizmu. Tento krok sa
Casto oznacuje ako Ill. faza biotransformacie, aj ked’ je potrebné si uvedomit’, ze popisuje
transport molekuly cez membranu bez zmeny jej chemickej Struktiry. Existuju dve hlavné cesty
vylicenia xenobiotik aich metabolitov z organizmu - rendlna exkrécia a exkrécia
prostrednictvom zl¢e. Plicna exkrécia je dolezitd pre eliminaciu anestetickych plynov a par
atiez niektorych dalsich lickov. Daldi sposob eliminicie niektorych xenobiotik je
prostrednictvom slin, potu a materského mlieka.
Mechanizmy renalnej exkrécie su:

»  Filtracia. Substraty, ktoré su polarne alebo nabité, a malo sa viazu na plazmatické
proteiny su primarne eliminované prostrednictvom glomeruldrnej filtracie (napr.
aminoglykozidové antibiotika).

= Sekrécia. Niektoré xenobiotikd s odstranené z plazmy a vylu¢ované do proximalnych
tubulov obli¢iek prostrednictvom aktivneho transportu na zaklade naboja danej
zluceniny. Prvy systém transportuje slabé kyseliny a druhy zéasadité zluceniny. Tieto
transportné systémy su relativne neselektivne a xenobiotikd S podobnym nabojom
sttazia o transport. Hlavnymi sekrecnymi transportérmi obli¢ky sit SLC transportéry
a ABC transportéry.

= Reabsorbcia. Lipofilné zluceniny st reabsorbované v tubuloch a malo eliminované
prostrednictvom obli¢iek. Reabsorbcia sa uskutociiuje Vv smere koncentraéného
gradientu z tubularnej tekutiny do plazmy, pricom reabsorbcia slabych elektrolytov je

vysoko zavisla od pH.

Pecen zohrava vel'mi vyznamnu tlohu pri odstrafiovani xenobiotik z krvi po ich absorpcii
z GIT. Velké, lipofilné zlu€eniny, ktoré sa viazu na proteiny st vylu€ované prostrednictvom
zI¢e. Stupen exkrécie xenobiotika prostrednictvom zl¢e ovplyviiuji mnohé faktory, ako st
napriklad molekulova hmotnost’ xenobiotika, pritomnost’ polarnych skupin, chemicka Struktara
xenobiotika atd’.

Transportéry zabezpeCujuce translokaciu xenobiotik aich metabolitov cez membranu
obsahuju transmembrdanové domény a jednu alebo viac vdzbovych domén pre substrat.

Transport je aktivny a uskutocituje sa proti koncentracnému gradientu. Vo vSeobecnosti sa na
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nom podielaji SLC transportéry (mnoholiekové a toxiny extrudujice proteiny, MATE) a
rodina kaziet viazucich ATP (ABC transportéry). ABC transportéry sa tiez oznacuju ako
efluxné transportéry, st zavislé od ATP a pumpuju xenobiotika/lieky von z bunky. Transportéry
SLC transportuju substraty v oboch smeroch a vyuzivaju elektrochemicky gradient. Substraty

su transportované ulah¢enym transportom alebo sekundarnym aktivnym transportom.

5.1. ABC TRANSPORTERY

ABC transportéry predstavuji Sirokti rodinu membranovych transportérov, receptorov
a ionovych kanalov. Rozdel'ujt sa do siedmych rodin (A-G). Tvori ich 49 proteinov, pri¢om 20
Z nich je pritomnych v plazmatickej membrane a podiel’a sa na transporte xenobiotik a ich
metabolitov. Mnohé z l'udskych ABC proteinov su efluxné transportéry, pri¢om tri z nich P-
glykoprotein (P-gp), proteiny mnoholiekovej rezistencie (MRP) a protein rezistencie
karcinomu prsnika (BCRP) st hlavnymi efluxnymi transportérmi zodpovednymi za

mnoholiekovu rezistenciu (Tab. 15).

Tabulka 15 Zakladna charakteristika ABC transportérov

Protein Gén Velkost’ (AK) |Lokalizicia v membrane
MDR1 (P-GP) |ABCB1 1280 Apikalna
MDR2 ABCB4 1279 Apikalna
BESP ABCB11 1321 Apikalna
MRP1 ABCC1 1531 Bazolateralna
MRP2 ABCC2 1545 Apikalna
MRP3 ABCC3 1527 Bazolateralna
MRP4 ABCCA4 1325 Bazolateralna
MRP5 ABCC5 1437 Bazolateralna
MRP6 ABCC6 1503 Apikalna
MRP7 ABCC10  |1492 Apikalna
MRP8 ABCC11 |1382 Apikalna
MRP9 ABCC12 |1356 -

BCRP ABCG2 655 Apikalna

Prvym identifikovanym transportérom lickov bol P-glykoprotein (P-gp), znamy tieZ ako
MDRI1 protein (multidrug resistance 1 protein). Je kl'aicovym ¢lenom ABCBI1 rodiny. Je
lokalizovany v apikédlnej membrane polarizovanych buniek, napriklad v bunkach crevnej
sliznice, v hepatocytoch (v membrane smerujicej k ZI¢ovodu), v bunkach proximalnych

tubulov (kefkové okraje) a v endotelovych bunkach kapilar mozgu a semennikov; t.j. v
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kl'a¢ovych miestach, ktoré zahiiaju prijem a vylu€ovanie xenobiotik. P-gp exportuje substrat z
bunky pomocou energie ziskanej hydrolyzou ATP, pricom stechiometria je 0,3~3 molekuly
ATP na jednu molekulu substratu. Preferen¢ne su transportované zluceniny obsahujice
zéasadity atom dusika a dve planarne aromatické domény, avSak P-gp sa podiela tiez na
transporte lipofilnych amfipatickych zlucenin. Okrem eliminacie cudzorodych latok sa P-gp
podiel’a na transporte horménov a lipidov, reprodukcii, bunkovej imunite a regulécii objemu
buniek. P-gp sprostredkuva transport Sirokého spektra substratov a liekov (velkosti od 300 do
2000 Da), vratane chemoterapeutik, inhibitorov HIV proteazy, imunosupresiv, antiarytmik,
blokatorov vapnikovych kanélov, analgetik, antihistaminik, antibiotik, prirodnych produktov,
fluorescencnych farbiv a pesticidov. Transport substratov sprostredkovany P-gp modze byt
inhibovany ur¢itymi zla¢eninami, ktoré sa oznacuju ako ,,reverzné ¢inidla“ alebo ,,inhibitory
P-gp“ s potencidlnym farmakologickym vyuzitim v medicine. Existuje niekol’ko moznych
mechanizmov posobenia tychto inhibitorov cez narusenie hydrolyzy ATP, zmeny expresie P-

gp az po reverzibilnu/ireverzibilnu kompeticiu o P-gp vdzbové miesto.

Druht, nemenej dolezitl rodinu transportérov ABC predstavuje rodina ABCC1, zahfiiajica
MRP1 a MRP2 proteiny. MRP1 protein je vysoko exprimovany v bazolateralnej membrane
polarizovanych epitelovych buniek obli¢ky (distalny tubul a glomeruly), ¢reva, mozgu, pltc,
semennikov, placentarnych endotelovych buniek a v peceni (nizSie hladiny). Podiel'a sa na
transporte Strukturne roznorodych amfipatickych organickych anionov konjugovanych s GSH,
glukuronatom a sulfitom. Moze sa tiez podielat’ na transporte nekonjugovanych
protinadorovych liekov prostrednictvom kotransportného mechanizmu s GSH.

Substraty MRP2 proteinu st vel'mi podobné substratom MRP1 proteinu, zabezpecuje ATP-
dependentny transport organickych anioénov, vratane konjugatov so sulfatom, glukuronatom
(bilirubindiglukuronid) a GSH. LiSia sa lokalizaciou v membrane, MDP2 je lokalizovany v
apikalne; membrane hepatocytov, buniek crevnej sliznice, buniek proximalnych tubulov
obliciek a buniek syncytiotrofoblastu. Téato orientacia umozinuje MRP2 riadit’ exkréciu
xenobiotik do zl¢e, stolice a mocu.

MRP3 sa podiela na transporte Sirokého spektra organickych anidénov so znacne sa
prekryvajacou Specifitou s inymi transportérmi, vratane MRP1 a MRP2. MRP3 sa podiel’a na
extrizii monovalentnych Zl¢ovych kyselin (taurocholat a glykocholat). Dal§imi preferovanymi
substratmi su konjugaty glukuronatu. Podobne ako MRP1, aj MRP3 je lokalizovany v
bazolateradlnej] membrane polarizovanych buniek pecene, nadobliciek, placenty, semennikov,

Creva, zI¢nika a jeho expresia je nizsia v pankrease, oblickach a v pl'icach.
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Najvyssia expresia MRP4 je v prostate, nizSia v plucach, kostrovom svale, pankrease,
slezine, tymuse, semennikoch, vaje¢nikoch a v tenkom creve. Jedine¢nou charakteristikou
MRP4 je jeho dudlna lokalizdcia v polarizovanych bunkdch. MRP4 sa mdze nachadzat
Vv apikalnej, ako aj v bazolateralnej membrane ciel'ovych buniek v zavislosti od bunky a tkaniva.
Dal$ou jedine¢nou vlastnostou MRP4 okrem transportu liekov je transport $irokého spektra
endogénnych molekual vratane cyklickych nukleotidov, ADP, -eikozanoidov, uratov,
konjugovanych steroidnych hormoénov, folatu, zl¢ovych kyselin, GSH, ¢im sa podiel'a na
mnohych fyziologickych, ako aj patofyziologickych procesov v organizme.

Hlavnou funkciou MRP5 proteinu je transport cyklickych nukleotidov a ich analogov.
MRPS5 protein je exprimovany v nizkych hladinach vo vécsine tkaniv, ako je kostrovy sval,
srdce, mozog a rohovka. V polarizovanych bunkach je MRPS protein prednostne lokalizovany
v bazolaterdlnej membrane.

Najvyssie hladiny expresie MRP6 proteinu su v peceni a v oblickach. Podobne ako MRP1
a MRP3, aj MRP6 sa nachadza v bazolateralnej membrane polarizovanych endotelovych a
epitelovych buniek. Podiela sa na transporte organickych aniénov, nie vSak glukuronidov.

MRP7 je exprimovany v pankrease, hrubom creve, kozi a v semennikoch. Transportuje
fyziologické substraty vratane glukuronidov a GSH. MRPS8 je lokalizovany v apikalnej
membrane polarizovanych epitelovych buniek. Je exprimovany v axdénoch neurénov
centralneho a periférneho nervového systému ¢loveka a sprostredkuva eflux neuromodulaénych
steroidov, ako je napriklad DHEAS. Okrem toho, MRPS8 protein sa mdéze podielat’ na
transporte cyklickych nukleotidov (cGMP a cAMP), ZIcovych kyselin, steroidov

konjugovanych so sulfatom/glukuronatom, alebo inych konjugovanych organickych aniénov.

Protein rezistencie karcinomu prsnika (BCRP; Breast Cancer Resistance Protein) je
¢lenom ACBG rodiny a je kddovany ABCG2 génom. BCRP je poloviénym ABC transportérom,
ktory vyzaduje dimerizaciu dvoch BCRP proteinov, aby bol plne funkény. BCRP bol prvykrat
identifikovany v bunkovych linidch karcinomu prsnika rezistentnych na doxorubicin (MCF-
7/AdrVp). Zistilo sa, Ze BCRP je exprimovany v mnohych l'udskych tkanivach, ako je ¢revo,
pecen, oblicky, semenniky, maternica, placenta, laktujica mlie¢na zl'aza a CNS.

Eliminuje $iroké spektrum protinadorovych liekov, konjugaty sulfatu a glukuronatu, steroly
a xenobiotika, prirodné zlu¢eniny a toxiny, fluorescencné farbiva, fotosenzibilizatory (napr.
feoforbid A a protoporfyrin IX) a niektoré antibiotika. BCRP tiez transportuje konjugované
organické aniony vratane endogénnych latok (estron-3-sulfat, DHEAS a estradiol-17p-D-

glukuronid). Vo vSeobecnosti konjugaty sulfatov su lepsimi substratmi BCRP ako konjugaty
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glukuronatu alebo GSH. Okrem toho, nukleotidy a ich monofosfaty su tiez substratmi BCRP.
Mnohé z BCRP substratov st substratmi aj P-gp a podobne, mnohé P-gp inhibitory su tiez
BCRP inhibitormi. Niekol'ko §tadii poukazalo na to, ze BCRP by mohol byt prognostickym
markerom niektorych nadorovych ochoreni. Zna¢ny pocet klinickych studii sledoval vzt'ah
medzi expresiou BCRP a prevalenciou r6znych nadorovych ochoreni, vratane hematologickych
malignit. Mnohé z tychto §tadii poukézali na pozitivnu koreldciu medzi zvySenou expresiou

BCRP a zlou prognoézou niektorych nadorovych ochoreni.

5.2. MNOHOLIEKOVE A TOXINY EXTRUDUJUCE PROTEINY
(MATE)

Mnoholiekové a toxiny extrudujuce proteiny (MATE; Multidrug and Toxin Extrusion
Proteins) patria do rodiny SLC transportérov. MATE st elektroneutralne antiportéry
H*/organickych katidnov a NH4Cl stimuluje ich transportnu aktivitu. Hnacou silou MATE je
H* gradient ([H ]vnari>[H"Jvon), ktory sa udrziava prostrednictvom Na*/H* vymennika a/alebo
H* pumpy.

Delia sa do dvoch tried MATE1 a MATE2. Zostrihové varianty MATE2 sa MATE2-B
a MATE2-K. MATE] je vysoko exprimovany najmé v lumindlnych membranach renalnych
tubulov a ZIcovych kanélikov, a menej v nadobli¢kach, kostrovych svaloch, semennikoch a v
placente pocas prvého trimestra. MATE2-K je exprimovany v oblickach. Zistilo sa, Ze hladiny
MRNA MATEL a MATEZ2-K v obli¢kach st podobné, obidva transportéry st lokalizované
v membranach kefkového lemu proximalnych tubulov obli¢iek a zohravaji vyznamni tilohu
pri tubularnej sekrécii kationovych liekov do moc¢a. MATE2-B su exprimované vo vsetkych
tkanivach okrem obliciek, pricom ich fyziologick4 uloha nie je znama.

MATE1 a MATEZ2-K sa vyznacuju vel'mi podobnou substratovou Specifitou. Substratmi
MATE1 a MATE2-K su organické kationy, ako napriklad tetractylamonium; 4',6-diamidino-2-
fenylindol; 1-metyl-4-fenylpyridinium; niektoré lieky a mnohé toxiny. Ich substratmi su aj
niektoré endogénne zluCeniny ako je kreatinin, dopamin, estron-3-sulfat, guanidin, N-
metylnikotinamid a tiamin. Tieto zlu¢eniny su tiez ¢asto substratmi OCT, ktoré st lokalizované
V bazolaterdlnej membrane zodpovedajucich buniek, ¢o naznacuje spolupracu MATE s OCT

na eliminacii tychto organickych katidénov.
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6. ELIMINACIA VYBRANYCH XENOBIOTIK A ICH METABO-
LITOV PROSTREDNICTVOM BIOTRANSFORMACNYCH
ENZYMOV

6.1. BIOTRANSFORMACIA BENZO[a]PYRENU

Benzo[a]pyrén patri do skupiny PAU a Medzindrodnou agentirou pre vyskum rakoviny
(www.iarc.who.int) bol klasifikovany ako karcinogén 1. triedy. Vznika pri nedokonalom
spalovani organickych materidlov pri vysokych teplotach. Je pritomny v uhol'nom dechte,
v cigaretovom dyme, vo vyfukovych plynoch, ako aj v grilovanych a v idenych potravinach.
Do ovzdusia sa tiez uvoltiuje pri poziaroch lesov, ako aj pri vulkanickej ¢innosti.

Hlavné cesty metabolizacie benzo[a]pyrénu si zhrnuté na obrazku 30. Prvym krokom
metabolizacie benzo[a]pyrénu je jeho oxidacia v polohe 7 a 8 najma prostrednictvom CYP1A1
za vzniku toxického metabolitu benzo[a]pyrén-7,8-epoxidu. Ten je nasledne hydroxylovany
mEH za vzniku benzo[a]pyrén-7,8-dihydrodiolu, ktory moze podliehat dalsej oxidacii
katalyzovanej CYP, ktorou sa tvori ultimatny karcinogén — benzo[a]pyrén-7,8-dihydrodiol-
9,10-epoxid. Ukazalo sa, Ze v bunkovom jadre sa diol-epoxidy moézu kovalentne viazat’ na
DNA, ¢im vznikaji deoxyguanozin-DNA adukty, ktoré mézu viest' k chybnej replikacii
a tumorigenéze.

Produkty vznikajice oxidaciou benzo[a]pyrénu su nasledne konjugované s GSH,
glukuronatom, sulfatom, ¢im vznikaju prislusné konjugaty, ktoré si vd’aka svojej hydrofilnej

povahe G¢inne eliminované z organizmu.
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Obrazok 30 Hlavné cesty metabolizacie benzo[a]pyrénu (prevzaté z Decker M a kol. Arch Toxicol. 83:
297-318, 2009)
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6.2. BIOTRANSFORMACIA NIKOTINU

Hlavné cesty metabolizacie nikotinu st zhrnuté na obrazku 31. U l'udi, 70-80% nikotinu je
metabolizovaného C-oxidaciou na kotinin a v menSej miere N-oxidaciou na nikotin-N'-oxid.
Nikotin podlieha tiez N-demetylacii a N-glukuronidacii. Kotinin je d’alej hydroxylovany na
trans-3'-hydroxykotinin a 5'-hydroxykotinin. Kotinin podlieha tiez N-oxidacii za vzniku
kotinin-N'-oxidu a N-glukuronidacii za vzniku kotinin-N-glukuronidu.  Trans-3'-
hydroxykotinin je d’alej O-glukuronidovany na trans-3'-hydroxykotinin-O-glukuronid.

Boli identifikované aj d’alSie minoritné metabolity nikotinu, ktoré vSak predstavuji mene;j
ako 10% celkového metabolizmu nikotinu. Stanovenie nikotinu, kotininu, trans-3'-
hydroxykotininu a ich zodpovedajucich konjugatov s glukuronatom v moc¢i reprezentuju
priblizne 85-95% z celkového prijmu nikotinu. Na metabolizacii nikotinu sa podiel’ajil enzymy

CYP, aldehydoxidazy, FMO3, amin-N-metyltransferazy a UGT.

Nikotin-N"-oxid
(7.6%)

Nikotin FMO3

(14.1%)
H
Q
A O CYP2A6
QIG\“'\;.& d |“ N Nornikotin
\)k:‘ \N CHs (0,7%)

Nikotin-N-glukuronid

(4.0%) Nikotin
) trans-3'-hydroxykotinin-
CYP2A6 S O-glukuronid
I ‘\\)ci\‘ oF (11.3%)
Kotinin-N-glukuronid G, ,} Re
(18.1%) Cry ’ o
O CYP2A6 .
—p frans-3"-hydroxykotinin
/ -
Kotinin 0 Kotinin
(9.8%) _.Q'Z“' trans-3'-hydroxykotinin
C cvp (27.8%)
Norkotinin 5 -hydroxykotinin
(2:4%) (1.6%)

Kotinin-N"-oxid
(2.6%)

Obrazok 31 Hlavné cesty metabolizacie nikotinu u I'udi. % = molarne percento (%) detegovaného
nikotinu a jeho metabolitov v mo¢i faj¢iarov (prevzaté z Tricker AR. Toxicology. 183: 151-173. 2003)
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6.3. BIOTRANSFORMACIA TOLUENU

Toluén (metylbenzén) je bezfarebnd, prchavd kvapalina s charakteristickym sladkym
zapachom. PouZiva sa ako organické rozpustadlo v priemysle pri vyrobe plastov, chemickej
syntéze a vyrobe benzinu. Toluén je prchava kvapalina (t. j. pri izbovej teplote sa stava parou),
ma psychoaktivne U¢inky, ked je iimyselne vdychovany v ¢istej forme alebo z mnohych
komerénych produktov, ako st rozpustadla, benzin, farby, laky, riedidla atd’. Hladiny toluénu
500 ppm sa povazuju za nebezpecné pre zivot a zdravie (Public Health Statement for Toluene,
2015).

Hlavné cesty metabolizacie toluénu st zhrnuté na obrazku 32. Vicsina absorbovaného
toluénu (80%) je oxidovaného v peceni roznymi CYP izoenzymami na benzylalkohol, ktory
sa premiena na kyselinu benzoova v dvoch krokoch katalyzovanych ADH a ALDH. Kyselina
benzoova sa nasledne konjuguje s glycinom za vzniku Kkyseliny hippurovej (83-94%
metabolitov v mo¢i), alebo s glukuronatom za vzniku benzylglukuronidu (3-9 % metabolitov v
moci). Minoritne tiez prebiecha hydroxylacia kruhu, pricom vznikaju 2,3- a 3,4-epoxidy,

prekurzory o-, m- a p-krezolu.

. @) H
CHy  cvear OH O«_OH
CYP2C8 ADH ALDH UGT
CYP1A2 ’ ADH SULT i
Benzoyl-glukuronid
Benzoyl-sulfat

Toluén Benzylalkohol Benzaldehyd Kyselina benzoova
CYP1A2
CYP2E1 . GSH .
CYP2B6 GST Glycin
GLYAT
Epoxidy Kyselina S-benzyl-merkapturova
H O
o0-, p-, m- krezoly N\)L
OH

UGT
SULT O

Glukuronidy Kyselina hippurova

Sulfaty

Obrazok 32 Hlavné cesty metabolizacie toluénu u l'udi (prevzaté z Hubkova B a kol. Interdiscip
Toxicol. 11: 22-26, 2018)
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6.4. BIOTRANSFORMACIA ACETAMINOFENU

Acetaminofén (N-acetyl-p-aminofenol, APAP alebo paracetamol, PARA) je Siroko
pouzivané analgetickum a antipyretikum od deti az po dospelych. Hlavnym organom, ktory sa
podiel'a na metabolizacii APAP je peCen a v menSej miere oblicky a ¢revo. Hlavné cesty
metabolizacie APAP st zhrnuté na obrazku 33. APAP je metabolizovany na farmakologicky
neaktivne konjugaty glukuronidu (52-57% metabolitov v mo¢i) a sulfatu (30-44%metabolitov
v moci). Priblizne 5-10% APAP sa oxiduje na reaktivny metabolit N-acetyl-p-benzochindénimin
(NAPQI) a menej ako 5% sa vylu€uje nezmeneny.

Vznikajuci NAPQI sa viaze na tiolova skupinu cysteinu GSH za vzniku APAP-GSH, ktory
sa po premene vylu¢uje moc¢om ako konjugaty cysteinu (APAP-Cys) a kyseliny merkapturovej
(APAP-Mer). NAPQI je vysoko reaktivny, mdze sa viazat’ na proteiny a sposobit’ poskodenie
hepatocytu. Dochadza k tomu najméd pri Castom uzivani vysokych davok APAP atiez
u chronickych alkoholikov, u ktorych je APAP prednostne oxidovany na NAPQI, z dovodu

indukcie CYP2E1 alkoholom.
0

HN CHjy
OH
SULT1A1 Acetaminofén S o
SULT1A3 T )J\
UGT1A1 N CH3
UGT1A6
. i , UGT1A9 -
Acetaminofén-sulfat UGT2B15 Hepatotoxicita
vizba na proteiny
O
Acetaminofén-glukuronat NAPQI
GSH
GST
APAP-Cys
APAP-Mer

Obrazok 33 Hlavné cesty metabolizicie acetaminofénu u l'udi (prevzaté z Mazaleuskaya LL a kol.
Pharmacogenet Genomics. 25: 416-426, 2015)
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6.5. BIOTRANSFORMACIA KYSELINY ACETYLSALICYLOVEJ

Kyselina acetylsalicylova (aspirin) ma analgetické, protizapalové a antipyretické vlastnosti.
Hlavné cesty metabolizacie Kyseliny acetylsalicylovej st zhrnuté na obrazku 34. V creve,
peceni a Vv erytrocytoch je rychlo hydrolyzovana enzymaticky (karboxylesterazou 2) alebo
neenzymaticky na kyselinu salicylovua (kyselinu 2-hydroxybenzoovu) a kyselinu octova.

Hlavnou cestou eliminacie kyseliny salicylovej je jej konjugacia s glycinom za vzniku
kyseliny salicylurovej a jej konjugatov s glukuronatom — salicyl-fenol-glukuronidu a salicyl-
acyl-glukuronidu. Minoritnou cestou metabolizacie kyseliny salicylovej je jej hydroxylacia za
vzniku  kyseliny gentisovej (kyselina 2,5-hydroxybenzoovd) a kyseliny 2,3-
dihydroxybenzoovej. Malé mnozstvo Kkyseliny salicylovej je vyluGované z organizmu

Vv nezmenenej forme.

COOH
OCOCH;
Kyselina acetylsalicylova

CES2
CH5COOH

COOH
OH

Kyselina salicylova
UGT1 V \
Salicyl-fenol-glukuronid vet 1/ CYP2C9

Kyselina salicylurova

Salicyl-acyl-glukuronid Kyselina gentisova

Obrazok 34 Hlavné cesty eliminacie kyseliny acetylsalicylovej u 'udi (prevzaté z Li JP a kol. J Pharm
Biomed Anal. 138: 109-117, 2017)
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