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Uvod

Za poslednich nekolik desitek let doslo k intenzivni expanzi studii zabyvajicich
se praveé cytochromy P450, piestoze existence téchto latek saha az do samych pocatkt
evoluce, informace o nich byly doneddvna velmi omezené. V Sedesatych letech
minulého stoleti, byl poprvé zminén dosud neznamy mikrozomalni pigment vazajici
oxid uhelnaty, bez jasnych fyziologickych funkci. Teprve o nékolik let pozdéji byla
u tohoto neznamého pigmentu prokazana jeho hemoproteinovd povaha, a byl nazvan
jako cytochrom P450. Tento nézev ziskal na zéklad¢ absorp¢niho piku pfi vlnové délce
450 nm v komplexu s oxidem uhelnatym.

Unikatni chemické a fyzikélni vlastnosti cytochromti P450 piisobi pfimo jako
magnet pro védce, a to nejen z jednoho, ale hned z nékolika obort. V rdmci zdravi
Clovéka se jejich vyzkumem zabyvé fada toxikologii a farmakologi, kovova centra
a spektralni vlastnosti zase velice zajimaji biofyziky a biochemiky. Na vyzkum
genomové revoluce spolu se slozitymi procesy regulace transkripce a translace se také

soustfedi znaény pocet molekuldrnich biologt.
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1 Cytochromy P450

1.1 Charakteristika

Historicky je cytochrom P450 povaZovan za velmi stary hemoprotein, ktery byl
objeven diive nez hemoglobin, s jehoZz existenci je obezndmena i Sirokd vetejnost. Jedna
se o enzym, ktery se vyvijel cestou divergentni evoluce, a v dneSni dob¢ patii mezi
klicové enzymy metabolismu xenobiotik (cizorodych latek). Z jednoho ptivodniho genu
cytochromu P450 se do dnesni doby vyvinula fada jeho rtiznych forem a izoforem,
vyznacujici se rozmanitymi funkcemi. Dle ptedpokladii byl v pocatcich jeho evoluce
vyuzivan mikroorganismy k hydroxylaci organickych latek, které nésledné slouzily jako
zdroj energie. V pribéhu vyvoje ziskdval v organismu mnoho dalSich funkci.
Cytochromy P450 se staly nejznaméjsimi diky své ucasti pfi hydroxylaci neaktivnich
alkent, protoze jako jedny z mala oxygenaz maji pozadovany stav ,,aktivniho kysliku*.
Mimo jejich Uc€ast v metabolismu xenobiotik, se podileji na biosyntéze mastnych
kyselin (MK), steroidnich hormont, a jako enzymy katalyzuji oxida¢ni, peroxida¢ni
a reduk¢ni reakce metabolické transformace 1€¢iv. [1, 2]

Cytochromy P450 byly nalezeny ve vsSech organismech od rostlin,
az po Cloveéka, jedinou vyjimku ptedstavuje Escherichia coli, kde jejich pfitomnost
prokdzana nebyla. Rozmanitost sekvence a aktivity CYP450 naznacuje obrovsky
rezervoar novych aktivit pro potencialni aplikace. V lidském organismu bylo
identifikovano 57 geni a vice nez 59 pseudogent, které tvofi tzv. ,,nadrodinu®. VSechny
tyto geny jsou na zaklad¢é primérni struktury, tedy sekvence aminokyselin, rozdéleny
do 18 rodin a 43 podrodin. Zastupci jednotlivych rodin spolu sdili vice jak 40 %
spole¢nych znakti (homologie) a vice jak 55 % v piipad¢ podrodin. Do roku 2015 bylo
popsano vice jak 21 000 jednotlivych proteini CYP450. Co se tyce lidského téla tak
nejvetsi vyskyt cytochromt P450 je nalézan v jatrech, dale je vSak jejich zastoupeni
vyznamné v plicni tkani, ledvindch, tenkém stfevé, mozku, nadledvinach a kuzi.
Lokalizace uvnitf bun€k jednotlivych tkani je prevdzné v membranach hladkého

endoplazmatického retikula (ER) a mitochondrii. [3, 4]

1.2 Struktura

Enzymy P450 sdili spole¢né celkové sbaleni a topologii. Struktura cytochromu

P450 je znazornéna na obr. 1. Strukturni jadro je tvofeno Ctyfmi Sroubovicemi
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spojenymi do svazku, obsahuje tfi paralelni Sroubovice oznacené L, D, 1
a jednu antiparalelni Sroubovici E. Prostetickda hemova skupina je situovana mezi
distalni I helix a proximalni L helix. Je navazana na piiléhajici cystein obsahujici
charakteristickou sekvenci aminokyselin (AMK). Zcela konzervovany cystein
je proximalni, nebo také paty ligand pro hemové zelezo, tento ligand se fadi mezi
thiolaty, a je plGvodcem pro charakteristické pojmenovani CYP450, diky vysoké
absorpci zafeni pii vinové délce 450 nm. Proximalni cystein obvykle tvoti dvé vodikové
vazby se sousednimi amidy. Dals$i interakce s postrannimi fetézci je mozné pozorovat
u nekterych druht CYP450. Dlouhy I helix tvofi sténu kapsy hemu a obsahuje
charakteristickou sekvenci AMK. [2]

Prestoze je CYP450 vysoce konzervovany, existuje dostate¢né velka strukturalni
rozmanitost umoziujici vazbu substratl vyrazné rozdilnych velikosti k rGznym
cytochromim. Na nejjednodussi strukturdlni Girovni substratu je rozpoznavani a vazba
zajiSténa za pomoci Sesti substratovych rozpoznavacich mist (SRS). Mezi né patii
(SRS1) oblast B helix, (SRS2 a SRS3) tedy ¢ast F helix a G helix, (SRS4) tsek I helix,
(SRSS5) p4 vlasenka lemujici aktivni misto CYP450 a jako posledni (SRS6) spojovaci
oblast K helix f2. SRS jsou povazovana za flexibilni proteinové oblasti, uptfednostitujici
vazbu substratu a naslednou katalytickou reakci. SRS piedurcuje zejména substratovou

specifitu, ktera je v ptipad€ bodové mutace ovlivnéna. [2]

Obrazek 1 - Struktura cytochromu P450 [5]
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CYP450 tvoii nadrodinu hem-thiolatovych enzymt katalyzujici oxygenaci fady
hydrofobnich substratd. V roce 1982 byla pomoci chemického sekvenovani stanovena
uplnd aminokyselinova sekvence v molekule CYP450 a pouze o par let pozd¢ji pomoci
rentgenové krystalografické analyzy byla objasnéna tercidlni molekularni struktura.
Celkovy tvar molekuly je asymetricky trojuhelnikovy hranol slozeny z 12 a-helixt
a 5 antiparalelnich B-listi. Mezi dva dlouhé a-helixy je vloZzen hem, ktery je ulozen
na dn¢ velké vnitini kapsy. Na rozdil od hemoglobinu nebo myoglobinu se hemové
7elezo v molekule CYP450 nachazi v oxidované form& Fe’”. Kolem hemu se nachézi
katalytické centrum, komplexné¢ uzaviené v riznych aminokyselinovych sekvencich.
Tyto sekvence umoziuji vazbu celé fady substratd tim, ze méni topografii aktivniho
mista. K pfenosu elektront =z pyridinovych nukleotidd na P450 vyZzaduji
monooxygenacni reakce pfitomnost redoxniho partnera, ktery umozni vazbu a aktivaci.
Dle povahy redoxniho partnera lze cytochromy rozdélit do 4 rtiznych skupin. Enzymy
prvni skupiny se nachazeji u vétSiny bakterii, ale jsou pfitomny i v eukaryotnich
buitkkdch  uvnitf ~ mitochondridlni  membrany a  vyzaduji  pfitomnost
flavinadenindinukleotidu (FAD). Druha skupina enzymii zahrnuje membranové vazané
eukaryotické mikrozomalni enzymy interagujici pfimo s FAD a flavinmononukleotidem
(FMN). Enzymy tadici se do tieti skupiny pfimo vyuzivaji substraty obsahujici kyslik,
proto tedy nepotiebuji oxygenni zdroj elektrond. Ctvrtd skupina bez zasahu
elektronového nosice piijima elektrony ptimo z pyridinovych nukleotidd. [6, 7]

Potfeba pojmout velké mnozstvi substratli rozmanitych velikosti a tvard
a zaroven schopnost interagovat s riznymi redoxnimi partnery, dava molekule CYP450
vyznamnou hodnotu sekvencnosti a strukturdlni variability. V poslednich letech bylo
stanoveno zna¢né mnozstvi krystalovych struktur P450. Tato skuteCnost vedla
k zahajeni srovnavacich analyz mezi jednotlivymi strukturami, které vedly k zavéru,
ze 1 ptes pomérné malou sekvencéni identitu, maji tyto enzymy stejnou tercialni strukturu
a jadro vézajici hem. Popsani znacného mnozstvi struktur enzymi cytochromu P450
napomohlo k feSeni problémul v oblasti farmaceutického pramyslu pro vyvoj 1éCiv.
Komparativni analyzy struktur jsou velmi uzitecné, protoze napomahaji zmapovat
vyskyt jednotlivych struktur v ramci jedné rodiny. Klicem ke srovnavaci analyze
proteinovych struktur je metoda vyuZivajici prekryti struktur a kvantifikaci podobnosti
mezi jednotlivymi strukturami. K vyhodnoceni celkové strukturdlni podobnosti
za pouziti navrstveni proteinovych struktur existuje celd fada metod, i kdyz fada téchto

metod byla navrZena pouze pro identifikaci mistnich strukturalnich podobnosti. [6, 7]
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Vsechny mikrozomélni CYP450 maji vysoce hydrofobni vlastnosti sekvence
skladajici se z 20-25 aminokyselinovych zbytkl, které slouzi k ukotveni na molekulu.
Mitochondrialni CYP450 jsou na druhou stranu syntetizovany v cytoplazmé jako
prekurzory rozpustné ve vode obsahujici sekvenci 2040 AMK, ktera se po transportu
do mitochondrie proteolyticky odstépi. Pfi srovnani primarnich  struktur
mitochondrialnich a mikrozomalnich P450 bylo zjiSténo, ze obé obsahuji ptiblizn¢ 500
aminokyselinovych  zbytk. Tato informace naznacuje, Ze  presekvence
mitochondrialnich P450 odpovida sekvenci signalnich kotev mikrozomalnich CYP450,
proto jsou zralé, na membranu vdzané mitochondridlni formy CYP450 ekvivalentni

signalu zkraceni mikrozomalni formy P450. [7]

1.3 Nazvoslovi

Cytochromy P450, jakozto nadrodina hemovych enzymt nalezenych jak
u bakterii, tak u lidi, jsou od roku 1991 souhrnné¢ oznacovany zkratkou CYP. Prvni
arabska cCislice za touto zkratkou vyjadifuje ndlezitost k rodiné a mulze byt spojena
s funkeci pfislusného enzymu, napt. ¢islice 21 u CYP21 vyjadifuje enzym piisobici jako
steroid 21-hydroxylaza. Dle zékonitosti se zastupci jednotlivych rodin shoduji
v aminokyselinovych sekvencich ve vice jak 40 %. V ptipadé, je-li nutné rodinu dale
rozdélit, vytvoii se podrodina na zdkladé vysSi podobnosti sekvence a ve zkratce
za Cislem rodiny je oznacena pismenem. Jak je vidét na obr. 2 jsou nasledné jednotlivi
zastupci rodin a podrodin zaznamenani vlastni Cislici, a méli by se vyznacovat alespoi
3% odlisnosti v aminokyselinové sekvenci. Od roku 1995 existuje webova stranka,
kterd je univerzalnim zdrojem nézvoslovi a poskytuje informace o jednotlivych

sekvencich genti CYP450. [8, 9]

CYPIA2

Obrazek 2 - Nazvoslovi cytochromtt P450. Pievzato z [1] a upraveno.
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1.4 Vlastnosti

Hlavni vlastnosti, kterou =zastdvaji cytochromy P450, je monooxygenace
rozdilnych substratd, kterd pro prubeh reakce vyzaduje dostatek molekuldrniho kysliku
a prisun redukcnich ekvivalentli, jako jsou NADPH nebo NADH. Reakce probiha

v jednotlivych po sob¢ naslednych krocich.

Fe’* + RH — RH-Fe&**
RH-Fe** + ¢ — RH-Fe**
RH-Fe** + 0, — RH-Fe*"-0-0

RH-Fe*-0-0 + ¢ — Fe*" + ROH + H,0O

Cytochromy P450 eukaryotickych  bun&k, jak mikrozomélni, tak
mitochondriadlni, vyuzivaji NADPH jako donor elektroni pro pribéh
monooxygenacnich reakci. Rozdil je u bakteridlnich CYP450, kdy vétSina z nich ma
zajistén prisun elektroni z NADH. Elektronovy pienos z NADPH a CYP450 byl poprvé
analyzovan v roce 1966, se syst¢émem mitochondridlnich steroidi a hydroxylaci P450.
Dvé rozpustné slozky, protein adrenodoxin a flavoprotein vazany na NADPH,
katalyzuji ptfenos elektronti z NADPH do mitochondridlniho CYP450. Mikrozomalni
systém P450 se sklada ze dvou komponent vazanych na membranu, cytochrom P450
a NADPH-cytochrom P450 reduktdza, jejiz pivodni nazev byl trochu jiny,
a to NADPH-cytochrom c reduktidza. Do skupiny velice zajimavych cytochromi P450
patti CYP450 z Fusarium oxysporum, ktery katalyzuje redukci oxidu dusnatého pomoci
NADH, bez ucasti jakékoliv NADH véazané P450 reduktazy. Zda se, Ze tento cytochrom
je schopen pfijmout elektrony pifimo z NADH. [7]

Vazba substratu na cytochrom P450 v malé mife méni jeho optické absorpéni
spektrum, coz je nejsnadnéji zjistitelné pomoci cCerveného nebo modrého posunu
Soretova vrcholu oxidované formy. Tato substratem indukovana spektralni zména byla
objevena v roce 1965 studiem mikrozomalniho CYP450 kiiry nadledvin. Okysli¢ena
forma redukovaného P450 byla poprvé predvedena v roce 1971. Na zdkladé téchto
poznatkli a dalSiho pozorovani byl poté navrzen cyklicky reakéni mechanismus pro
oxida¢ni reakce katalyzované cytochromem P450. S malymi upravami je tento

mechanismus stdle adekvatni, pozaduje do CYP450 piisun dvou elektroni, jeden
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po druhém, ve dvou riiznych krocich cyklu oxidacni reakce. Prvni elektron je dodan
do substraitem véazan¢ho oxidovaného P450 kredukci hemového Zeleza. Funkce
druhého elektronu je aktivovat molekulu O, vazanou na hem, pomoci St€peni vazby
0-0. Jeden atom kysliku je redukovan na H,O a druhy je zaveden do molekuly
substratu. Urcita ¢ast oxidovaného P450 uvoliuje vazanou molekulu kysliku, ve formé
superoxidového aniontu, jako vedlejsi produkt oxidacni reakce. [7]

Substraty pro reakce katalyzované CYP450 jsou ve vétsing piipadt hydrofobni
slouceniny. N¢které cytochromy, jako je CYP2E1, mtzou vsak také oxidovat hydrofilni
substraty. Velka wvnitini kapsa molekuly CYP450, je obklopena hydrofobnimi
aminokyselinovymi zbytky a mlze pojmout rizné¢ velké hydrofobni molekuly, které
se vazou do vazebného mista substratu. Topologii vdzané molekuly substratu, vzhledem
k aktivovanému atomu kysliku na hemu, urc¢uje misto oxidace. Struktura vazebného
mista substratu je analyzovana pomoci rentgenové krystalografie. Tato analyza
objasiiuje jemné struktury vazebného mista pro substrat, a je vyuzivana pro navrhovani

novych CYP450 s pozadovanymi specifitami substratu. [7]

1.5 Mechanismus monooxygenazové reakce

Cytochromy P450 jsou diky své neobvyklé schopnosti umoziovat vysoce regio-
a stereo-selektivni oxidacni reakce nejvice univerzalnimi pfirodnimi katalyzatory.
Katalyzuji oxida¢ni reakce rozsahle komplexnich, n¢kdy i relativné inertnich molekul,
jako jsou alkany, MK, steroidy a lé¢iva. Tyto plsobivé chemické reakce provadéji
s vyuzitim sofistikovaného katalyzacniho mechanismu, jehoZ schéma je znazornéno
v obr. 3. Stru¢né feceno, substrat se navaze na hexakoordinovany zelezity stav s nizkou
rotaci, zvany jako klidovy stav. Tato vazba vytésni molekulu vody nachazejici
se na Sestém vazebném misté a zméeni rotaci do pentakoordinovaného stavu s vysokou
rotaci. Zelezitd vazana forma vykazuje pozitivngjsi redukéni potencial, coz ma
za nasledek mnohem snazsi redukci na Zeleznaty stav. Vazba O, na Zeleznaty stav vede
k tvorbé relativn¢  stabilniho Zelezit¢tho superoxo meziproduktu. Nasledna
jednoelektronovd redukce komplexu CYP450 vytvaii nukleofilni Zelezity peroxo
meziprodukt (Fe-O-O"). Elektrony jsou do P450 dodany reduktazou, ktera katalyzuje
oxidaci bud NADPH nebo NADH s néslednym dodanim elektroni z reduktazy
obsahujici flavin. Tento meziprodukt je typicky brzkym rozpadem, z diivodu rychlého

pfidani protonu k distalnimu atomu kysliku, k vyrobé dalSiho meziproduktu
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hydroperoxidu Zzelezitého (Fe-O-O-H). Pfidani druhého protonu ke koncovému atomu
kysliku zahdji §tépeni heterolytickych O-O vazeb, a vede k tvorbé vysoce reaktivniho
ferrylového radikalu m-kationtu hemu a H,O. Atom kysliku je pfendSen na substrat
prostiednictvim mechanismu odskoku kysliku. Dochazi k tvorbé monoxygenovaného

produktu a obnoveni zelezitého klidového stavu. [10, 11]
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Obrazek 3 - Reak¢ni schéma CYP450 [12]

Po celd desetileti bylo jednim zhlavnich cild vyzkumu CYP450 prave
pochopeni zdkladniho reak¢niho mechanismu kazdého enzymatického kroku reakce.
Snaha byla identifikovat a charakterizovat silné oxida¢ni meziprodukty tohoto
katalytického cyklu. Také je tfeba poznamenat, Ze existuje celd fada neproduktivnich
stranek reakce, oznaCovanych jako odpojeni. Toto odpojeni vede ke snizeni obratu
substratu, véetné autooxidace kyslikového komplexu, dale k disociaci peroxidového
nebo hydroperoxidového aniontu, nazyvané ,,peroxidovy zkrat* a redukci ferrylového
meziproduktu na vodu. Tyto vedlejsi reakce jsou velmi Casto vyuzivany k testovani
funkcnosti vlastnosti daného cytochromu. Mohou byt vSak vyuzity 1 ke generovéani,
zachyceni a studii nestabilnich meziproduktli, s vyuzitim alternativnich oxidovadel
napt. umeélych oxidacnich Ccinidel. Spektroskopické metody mohou poskytnout

mnohostranné a podrobné informace o kazdém enzymatickém kroku pro rGzné
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CYP450. Vazba substratu obvykle vede ke zméné ligaéniho stavu hemového Zeleza
a nasledné jeho spinového stavu, ktery mize byt monitorovan UV-VIS absorp¢ni
spektroskopii a elektronovou spinélni resonanci. Totéz plati pro vazbu inhibitoru, pokud
jsou pozorovany zmény v téchto spektrech. Redukce hemového Zeleza ze zelezitého
na Zzeleznaty stav, vede k charakteristickym zménam spekter, stejné tak i vazba
na kyslik. Pfi danych podminkach experimentu nebyla vSak pozorovédna tvorba peroxo-
a hydroperoxo-zelezitych meziproduktl, a je zde vyzadovano specidlni metody
kryopasce. Tato fakta ilustruji velkou hodnotu spektroskopickych metod
pro poskytovani podrobnych informaci o jednotlivych zékladnich krocich cyklu
CYP450. [11, 13]

1.6 Funkce

-----

z téchto funkci predstavuje metabolismus xenobiotik, jako ochranna uloha degradace
a podpora solubilizace pfi pfipravé na vyluCovani. Druha role mé uplatnéni pfi
biosyntéze kritickych signdlnich molekul, jakozto nepostradatelnych soucdsti pro
kontrolu vyvoje a homeostazy. Tyto funkce jsou v lidském organismu zabezpecCeny
prostiednictvim syntézy steroidnich hormont, vitaminti rozpustnych v tucich,
a v neposledni fadé pfeménou nenasycenych mastnych kyselin na biologicky aktivni
molekuly. Srovnatelné funkce plni CYP450 i u rostlin a hmyzu. Rostliny se vyznacuji
neobvykle vysokym poctem genti P450, kdy ditvodem je jejich sesilni povaha. Rostliny
se brani rozpadu herbicidii prostfednictvim katalyzy syntézy velkého mnozstvi
sekundarnich metabolitl a obrannych molekul, napt. hydroxamovych kyselin. [3]
Cytochromy P450 jsou hlavni enzymy podilejici se na metabolismu léCiv.
Jednim z hlavnich problému pii vyvoji 1éCiv je jejich biologicka dostupnost a bézné
se tedy pocatecni studie mikrozomalni stability zabyvaji prvotni predpovédi, zda bude
vétSina léciva rapidné eliminovana pfi prvnim prichodu organismem. Dal§im feSenym
problémem jsou vedlejsi ucinky 1€kd, proto jsou jednotlivé davky presné definovany.
Pokud ma vSak jedinec inherentni, napt. geneticky nedostatek urcitého CYP450 nebo
je konkrétni enzym inhibovan jinym 1é¢ivem, dochazi pak ve vétSing ptipada k vzniku
toxicity, zptsobené hromadénim piislusSného léciva v organismu. Za hlavni pficinu
nezadoucich uc¢inkd 1€kt jsou povazovany lékové interakce. Tyto jevy jsou casto

popisovany a chapany v kontextu s lidskymi enzymy CYP450. Dobrym piikladem pro
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tuto problematiku je metabolismus terfenadinu, ktery je zobrazen na obr. 4.
Za normalnich okolnosti je terfenadin velmi rychle oxidovan CYP3A4 a hlavni
metabolit fexofenadin je zodpovédny za farmakologickou aktivitu. V ptipadé
jednotlivelt uzivajicich 1€ky inhibujici CYP3A4, jako jsou erytromyciny, dochazi
k nahromadéni terfenadinu v plazmatické a srdec¢ni tkani. V mensi mife miZze byt
inhibice zplisobena i nékterymi slozkami potravy. [14]

Dalsim ptikladem toxicity 1€¢iva je antikoagulac¢ni warfarin, ktery ma relativné
uzké terapeutické okno. Nizka davka warfarinu vede ke sraZeni a pfili§ vysoka naopak
muze zpusobovat vznik krvaceni. Pro 1écbu potiebnou ucinnou davku lze pro kazdého
jednotlivee individualné upravit. Bylo prokazano, ze uc¢innd davka 1é¢iva je ovlivnéna

polymorfismy, které piisobi na katalytickou aktivitu CYP2C9 v kodujici oblasti. [14]
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Obrazek 4 - Oxidace terfenadinu CYP3A4 [15]
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2 Izoformy CYP450

Kazdy clovek je jiny a dnes jiz vime, jak velkou roli v odpovédi organismu
na lék hraje dédi¢nost a polymorfismus. Polymorfismus genu kédujici metabolické
pochody enzymii ma vyznamnou ulohu. Obecné¢ jsou definovany jako genetické rozdily
vyskytujici se mezi jednotlivci v incidenci do 1 %. Pro geneticky polymorfismus jsou
velmi podstatné genové mutace. Mezi jednotlivymi pfirozenymi variacemi v populaci
je tfeba rozliSovat mezi vzidcnymi mutacemi zpusobujicimi onemocnéni
a polymorfismy, které¢ se nachazi u vice jak 1 % populace. V ptipadé CYP450 je zndmo
mnoho mutaci, které zpusobuji onemocnéni, napi. CYPIBI1, CYP17, CYP19, CYP21
a CYP27B1. Tito zéastupci se lisi od polymorfismii, které mohou ovliviiovat
metabolismus 1é¢iv a nachylnost k nemocem, aniz by piimo zptisobovali nemoc. Rozdil
se nachazi v Cetnosti, kdy mutace vyvolavajici onemocnéni jsou velmi vzacné. Nékteré
vzacné polymorfismy je velmi t€Zké popsat, dokud nebudou vySetteny stovky riznych
chromozomti. Podkladem polymorfismii muze byt zdména, chybéni nebo vsunuti
jednoho ¢i vice nukleotidl, duplikace a amplifikace genomu. [16, 17]

Kone¢ny ucinek v metabolismu 1éku zdvisi na mnozstvi enzymd, které
se na pfeméné léku podili. Cytochromy P450 maji obecné Sirokou substratovou
specifitu, coz znamen4, ze na metabolismu jednoho jediného 1éku se miize podilet hned
nekolik 1izoforem CYP450. V ptipadé, kdy je metabolismus 1€ku zavisly pouze na jediné
izoformé, miiZze vést geneticky polymorfismus k vyznamné zméné G¢inku tohoto 1éku.
Naopak tam, kde se na metabolismu Iéku podili celd fada izoforem CYP450, mize
v ptipad¢ chybéni jedné izoformy prevzit jeji ulohu izoforma druhd. Neni vSak

pravidlem, Ze alternativni metabolickéd draha nahradi ptivodni v plném rozsahu. [16, 17]

2.1 CYP1A

Zastupci podrodiny CYPIA, cytochromy 1Al a 1A2, se vyznamné podili
na biotransformaci xenobiotik. Jsou to zejména xenobiotika bézné se vyskytujici
v potravinach a latkdch Skodlivych pro prostiedi. Tyto izoenzymy se Ucastni aktivace
nékolika zastupcti prekarcinogentl, mezi které se fadi napt. aromatické ¢i heterocyklické
aminy, polyaromatické hydrouhlovodiky a mykotoxiny. Sdili spolu 75 % identickych
AMK a velmi podobnou genovou organizaci. Jedna z odliSnosti mezi t€émito zastupci
je jejich vyskyt, CYP1A1 se vyskytuje pfevazné extrahepatalné, naopak CYP1A2 piimo

v jatrech. I kdyZ maji mnoho spolecnych induktorli, jsou zaznamendvany vyrazné
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rozdily mezi jejich transkripénimi regulatory. Ackoli byly studie regula¢niho
mechanismu genu CYP1A2 zpomaleny z divodu nedostatku kultiva¢nich bunéénych
linii vhodnych pro expresi, bylo zjiSténo, ze bunécné linie vyjadiuji katalytickou
aktivitu z transfektovaného chimérického genu CYP1A2. Tento expresni systém oteviel
cestu k pfistupu k molekuldrnimu mechanismu transkripéni regulaci CYP1A2
a mechanismu spolecnych s CYP1A1. Zdélo se, ze zptsob indukce katalytické aktivity
v transfektovanych bunkach vérné napodobuje zplsob endogenni v CYPIAL.
V prechodném expresnim systému byla analyzovana regula¢ni aktivita sekvence genu
CYP1A1, zavedenim riiznych vnéjsich a vnitinich deleci. Bylo zjisténo, ze nejméné dvé
regulacni sekvence deoxyribonukleové kyseliny (DNA) jsou odpovédné za vysokou
urovenl indukovatelné exprese genu v reakci na induktory. Jedna z nich dostala nazev
xenobioticky responzivni prvek a funguje jako indukovatelny zesilova¢ v reakci
na induktor, avSak nejevi Zadnou reakci na glukokortikoidovy hormon. Druha
je zapojena do konstitutivniho vyjadfeni genu a pojmenovana jako bazalni transkripcni
prvek. Tento prvek je nezbytny pro transkripci genu ve zkumavce. [18]

Obecné se cytochromy P450 nachazeji v endoplazmatickém retikulu a vyzaduji
pritomnost koenzymu NADPH reduktazy, ktery katalyzuje reakci dvou elektronti pro
jejich enzymatickou aktivitu. Brzké vyzkumy vsak prokézaly, ze kromé vyskytu v ER je
jejich lokalizace 1 v mitochondriich jaterni tkané, jako je to v pfipadé CYPIAI.
Nasledné studie vSak odhalily, Ze se tento izoenzym nachdzi vER
a mitochondriich v zavislosti na stavu tkanég, v€ku Zivocicha a induktorové preduprave.
Postupem cCasu bylo nalezeno nékolik mutaci CYP1AI1, které odpovidaji patnacti
riznym alelickym variantam, kdy jsou jednotlivé varianty znaceny napi. CYP1A1*2B,
CYPIA1*2C. Konvenéni teorie tykajici se uC€inkli polymorfismii naznacuji,
ze jednotlivé varianty ovliviluji funkce enzymu prostiednictvim zmény hladiny exprese
genu nebo mediatorové ribonukleové kyseliny (mRNA). [19]

Neékolik vyzkumil naznacilo, Ze CYP1A2 byla hlavni izoforma exprimovana
v jatrech dospélych, zatimco CYP1A1 byl exprimovan na velmi nizkych urovnich nebo
chybél uplné. CYP1A2 podporoval metabolismus Siroké Skaly 1é¢iv a chemikalii,
vcetné fenacetinu a kofeinu. CYP1Al se podilel zejména na biotransformaci latek
zneciSt'yjicich zivotni prostfedi a karcinogent, jejichZ ptikladem je napi. benzopyren.
Data ze shromézdénych vzorkli dospélych jedinci potvrdila fakt, ze se CYPIAI1
nevyskytuje v jaternich mikrozomech. Enzymatické aktivity podporované proteiny

CYPIA byly také zkoumany. Tyto vyzkumy naznacily, ze CYP1A2 exprimovany
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v jatrech U¢inn€ dealkyluje methoxyresorufin. Naopak ethoxyresorufin byl vhodnym
substratem pro CYP1A1, ktery byl pii dealkylaci etherti aktivnéjsi nez CYP1A2. Studie
ontogeneze proteini CYP1A v perinatalnim obdobi v lidskych jatrech potvrdily,
ze CYP1A2 chybél ve fetalnich jaternich mikrozomech. Dale byl sotva detekovatelny
v ¢asnych novorozeneckych mikrozomech a snadno viditelny u kojencii ve véku 1 az 3
mésict. Ontogenni profil aktivit demethylazy a deethylazy v jaternich mikrozomech
je paralelni s vyvojem proteinu a potvrdil, ze CYP1A2 se vyvinul pozdé¢ji béhem
novorozeneckého obdobi. Za pouziti stejnych vzorkli bylo prokdzéno, ze vétSina
cytochromit P450 chybéla ve fetdlnich jatrech a prudce vzrostla béhem nékolika hodin
nebo dnli po narozeni, bez ohledu na gestaéni vék po porodu. Z téchto zastupcii
se CYP1A2 vyvinul jako posledni a mohl byt tedy pod kontrolou zatim nezndmého
specifického prvku. Jeden z disledkidi pro opozdéni ontogeneze CYP1A2 béhem
novorozeneckého obdobi mize byt posun z jedné biotransformacni drahy do druhé.
V ptipadé, ze se jedna o metabolismus imipraminu, exprese lidskych cytochromti P450
umoznila dospét k zavéru, Ze hydroxylace imipraminu byla katalyzovana polymorfnim
CYP2D6, zatimco jeho demethylace byla podporovana jak CYPIA2, tak CYP3A4,
jak mizeme vidét na obr. 5. CYP1A2 byl vSak podle pfislusnych afinit a rychlosti
ucinnéj$im katalyzatorem nez CYP3A4, a to az 10x. Postupné zvySovani proteinti
béhem prvniho mésice, respektive prvniho trimestru, vedlo ke zvySeni demethylace, coz

melo za nasledek rovnovahu mezi biotransformaénimi cestami v dospélosti. [20]
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Obrazek 5 - Metabolismus imipraminu [21]

Izoforma CYP1AI1 byla a stale je studovana zejména v souvislosti s rakovinou.
V dnes$ni dobé¢ je jiz akceptovano, ze velké procento rakovin je vyvolano ptirodnimi
chemickymi slou€eninami z naseho prostfedi. Karcinogenni rizika od expozice
exogennimi chemickymi karcinogeny zavisi nejen na jejich pfirozené povaze, mnoZstvi
davky, ale také na vnitini individuélni citlivosti na karcinogeny. Mezi tyto citlivosti
se fadi zejména metabolickd aktivace, ktera muze byt dana geneticky. VétSina
chemickych karcinogenti vyzaduje metabolickou aktivaci enzymy, mezi néz se fadi
pravé CYPIAIl. Ackoliv mlze byt brano vUvahu mnoho faktorG nachylnosti
k rakoving, genetickd variabilita metabolické aktivace karcinogenu je spojovana hned
s nékolika predispozicemi rakoviny. Cetné studie vSak spojuji kolorektalni karcinom
s koufenim cigaret a rakovinu tlustého stfeva s konzumaci potravin, které potencialné
obsahuji polycyklické aromatické uhlovodiky. Pravé u téchto latek byla pozorovana
zvySend metabolicka aktivita pro mutace CYPIA1. Pomoci polymerdzové tetézové
reakce (PCR), byla hodnocena frekvence polymorfismu CYP1AIl. Piipadové studie
byly zaméfeny na zkoumani, zda polymorfismy opravdu souvisi se zvySenym rizikem

kolorektalniho karcinomu. [22, 23]
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Je ztejmé, Ze pokud by byla bezprostiedné dokazana spojitost mezi genetickymi
polymorfismy a vyskytem rakoviny zptisobené cigaretami, byly by tyto informace velmi
uzitetné pii predpovidani individualniho rizika rakoviny. AvSak obecné jsou dikazy
tykajici se asociace genetickych polymorfismi CYP1A1l s vyskytem rakoviny
protichtidné. Nékteré vyzkumy dospély k zavéru, ze pritomnost polymorfnich variant
CYPI1A1 vede ke zvySené nachylnosti na rakovinu, zatimco jiné neuvedly zadny vztah
mezi témito stavy. Prestoze vys$i procento experimentalnich vysledkti ukazuje
na pozitivni asociaci je za potiebi dalSich vyzkuma, aby byly tyto nalezy uspésné

extrapolovany na lidskou populaci. [24]

2.2 CYP2E

Cytochromy P450 jsou zodpovédné za metabolismus vétSiny xenobiotik a jsou
nezbytné pro ucinné vylouceni cizich chemikalii z téla. Paradoxné tyto enzymy také
metabolicky aktivuji biologicky inertni slouceniny na elektrofilni derivaty, které mohou
zpusobit toxicitu, bunéénou smrt a nékdy 1 bunéénou transformaci vedouci k rakoviné.
K nejzndméjsim z podrodiny CYP2E se tadi izoforma CYP2EI, ktera je povaZovana
za hlavni jaterni cytochrom P450. CYP2EI] je lokalizovan zejména v endoplazmatickém
retikulu, nicméné byl registrovan i v mitochondriich. Tato izoforma je zndma predevSim
pro svoji U€ast na metabolismu ethanolu, prostiednictvim vicestupniovych oxida¢nich
reakci. Bylo charakterizovano mnoho reakci katalyzovanych CYP2El a stanoveny
konstanty Michaelise-Mentenové. Nekteré reakce byly dale studovany za pouziti
1zotopove substituce substratu. Jednou z téchto reakci je CYP2EI katalyzovana oxidace
ethanolu na acetaldehyd. Laboratofe naznacily, Ze kineticky ucinek izotopu vodiku
muze byt vysvétlen uvoliovanim produktu omezujici rychlost a podstatné nevratnym
krokem rozbiti C-H vazby. Jak bylo jiz dfive analyzovano, acetaldehyd generovany
oxidaci ethanolu slouzi jako substrat pro CYP2EI1 a je oxidovan na kyselinu octovou.
Acetaldehyd je oxidovéan s hodnotou kcat/Kys alesponi o 1 fad vyssi neZ ethanol. Je zde
vSak mnoho kinetickych podobnosti a casovy priubéh reakce byl charakterizovan
zpozdénim pii tvorbé kyseliny octové. Na druhou stranu vSak bylo zjisténo, ze ani
ethanol, acetaldehyd ani kyselina octova nemaji vysokou afinitu k CYP2EI1, a proto
musi byt krok urcujici rychlost reakce stanoven jinak nez pomoci samotného
uvolnéného produktu. Celkova reakce tedy neni fizena afinitou ke kterémukoliv

z ligandi, ale rychlosti jednotlivych enzymatickych krokl. Skute¢nd chemické rychlost
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reakce je tlumena rychlosti krok katalyzacniho mechanismu. Aktivitu CYP2E1
lze ucinné regulovat na nékolika tUrovnich. Zasadni zmény v aktivit¢ CYP2EI
zpusobuje dieta a hladovéni, coz naznacuje jeho dulezitou roli pfi oxidaci endogennich
substratl. [25, 26]

Indukce CYP2E1 ethanolem, ktera je zobrazena na obr. 6 je jednou z centralnich
cest, kterymi ethanol generuje stav oxidacniho stresu v hepatocytech. Je dilezité
si uvédomit, ze aktivace kysliku CYP450, nezbytna pro katalytickou funkci enzymu,
muze vést k nadprodukci reaktivnich forem kysliku (ROS). Oxidacni stres je vysledkem
nariistu intracelularnich prooxidanti, jakou jsou H,O,, hydroxidovy radikal nebo radikal
superoxidového aniontu. Vysoké intracelularni hladiny ROS mohou vést k poskozeni
mitochondrii, modifikacim DNA, zvySené produkci cytokinii a dokonce i k bunécéné
smrti. U clovéka mohou vyvoldvat zavazné patologické stavy, mezi néz se fadi
Alzheimerova choroba, ateroskler6za, rakovina, cukrovka, revmatoidni artritida nebo
ruzné neurologické poruchy. Mimo jiné je oxidacni stres také povazovan za jednu
z pfi¢in starnuti. Oxidacni stres nebo toxicita vyvoland ROS odrdzi rovnovdhu mezi
rychlosti produkce ROS a rychlosti odstranéni ROS. Zatimco piebytek ROS mize
zpusobit toxicitu, makrofagy a neutrofily obsahujici NADPH oxidazu produkuji ROS
ke zniceni cizich organismu. Kromé toho jsou ROS v nizkych koncentracich, zejména
H,0,, diilezit¢ v mechanismu pfenosu signalu v builkich, a proto se tcastni bunécné
fyziologie a metabolismu. [27]
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Obrazek 6 - Indukce CYP2EI ethanolem [28§]
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Chronickd konzumace alkoholu miize vést k cirhdze a smrti jaternich bunék.
Predpoklada se, ze poskozeni jater vyvolané alkoholem je ve skutecnosti zplisobeno
oxidacnim stresem, ktery je dasledkem konzumace alkoholu. Oxidac¢ni stres vyvolany
ethanolem muze byt experimentdlné omezen podavanim antioxidant, vcetné
prekurzord glutathionu. Naopak pfitomnost alkoholdehydrogenazy oxidacni stres
znacén¢ zvySuje. CYP2E1 metabolizuje kromé ethanolu také celou fadu chemickych
latek s nizkou relativni molekulovou hmotnosti na meziprodukty, které se mohou samy
vazat na bunéné¢ makromolekuly jako je DNA a zpisobovat poSkozeni bunck,
hepatitidu a cirhozu. Jiz je zndmo, Ze metabolismus CYP2E1 a jeho substrati vede
ke zvySeni ROS, zajimavé vSak je, ze exprese CYP2El mize generovat ROS
1 pfes absenci substratu. Tento jev je zpiisoben aktivitou NADPH oxiddzy, ktera
je nezéavisla na exogennich xenobiotickych substratech. [29]

Prestoze bylo v minulosti provedeno n¢kolik studii, které potvrzuji Ucast
CYP2E1 na poskozeni jater vyvolané alkoholem, najdou se i takové, jejichz data
potvrzuji myslenku, Ze CYP2EI hraje v tomto pifipadé jen opravdu malou roli. Aby byl
tento spor vyteSen, byly provadény dalsi testy na mysich. U mysi, kterym byl podavan
enteralni ethanol, se vyvinula stejnd mira steatézy, mirny zanét a nekréza. Krome téchto
nalezli nebyly nalezeny zadné dalsi rozdily v tvorbé volnych radikali mezi CYP2E1
jednotlivych mys$i. Tyto Udaje jsou tedy v souladu s hypotézou, Ze oxidacni stres
z CYP2EI nehraje Zadnou nebo jen malou roli v mechanismech ¢asného poskozeni jater
vyvolaného alkoholem. Faktorem k zahdjeni Casného poSkozeni jater vyvolané¢ho
alkoholem tedy mtize byt indukce dalSich izoforem CYP450. [30]

Je znamo, Ze zelezo podnécuje toxicitu ethanolu a je katalyzatorem produkce
silnych oxidantl, které interaguji s makromolekulami bun¢k a zplsobuji bunécnou
toxicitu. Byly provedeny experimenty, které se pokusily spojit CYP2EI, Zelezo
a oxidacni stres jako potencidlni mechanismus, kterym Zelezo zvysilo toxicitu ethanolu.
Ptidanim Zelezitého nitrilotriacetatu k buikkdm exprimujicim CYP2EI se snizila jejich
Zivotaschopnost, zatimco u pouzitych kontrolnich bun¢k, které CYP2E1 neexprimuji
byl pozorovéan jen maly uc¢inek. Toxicita v buitkdch byla vyrazné sniZzena po vyc€erpani
glutathionu, a bylo ji zcela zabranéno pomoci vitaminu E. Tyto vysledky naznacuji,
ze zvySena tvorba reaktivnich forem kysliku v bunkdch exprimujicich CYP2EI
v pfitomnosti Zeleza vede ke zvySené peroxidaci lipidi. Tento stav ma za nasledek

ztratu Zivotaschopnosti bunck a poskozeni mitochondrii. [31]
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Cytochrom P450 vykonava svoji funkci tfemi katalytickymi enzymatickymi
reakcemi. Prvni aktivita enzymu je aktivita jakozto monooxygenaza, kdy dochazi
k aktivaci molekularniho kysliku elektrony z NADPH pomoci NADPH reduktazy
a vlozeni jednoho atomu molekularniho kysliku do substratu. Nasleduje druha
katalyticka aktivita, bézné oznaCovana jako aktivita oxidazy, ta zahrnuje pfenos
elektronit z CYP450 na molekularni kyslik za vzniku radikélového superoxidového
aniontu a peroxidu vodiku. Treti katalyticka aktivita CYP450, znamé jako aktivita
reduktdzy zahrnuje pfimy pfenos elektronti na redukovatelné substraty za anaerobnich
podminek. Tyto déje probihaji nejen v jatrech a ledvindch, ale v mensi mife i v mozku.
V mozku jsou cytochromy P450 pfitomny v mnoha kompartmentech subcelularnich
membran, véetné plazmatické membrany, endoplazmatického retikula, Golgiho aparétu,
lysozomil, peroxizomu a mitochondrii. Oblasti mozku se 1i$i hustotou, slozenim
a bunéénym typem, a jak se tedy dalo ocekavat lokalizace CYP450 v mozku
je heterogenni a jeho hladiny se lisi dle jednotlivych oblasti. Mezi nejvyznamng;jsi
enzymy zde patii mimo CYP1B1, CYP2D6, CYP2J2, CYP46Al také CYP2EI.
CYP450 se Gcastni v mozku metabolismu riiznych sloucenin, jako jsou antidepresiva,
antipsychotika, ethanol, nikotin, pesticidy, MK, steroidy a neurotransmitery.
Xenobiotické transformace v mozku se ucastni podrodiny CYP 1A, 2B nebo také 3A.
Vysoka exprese CYP2E1 byla zaznamenéana zejména v mitochondriich mozku potkana,
kde nejvyssi katalytickou aktivitu proteinu CYP2E1 vykazuji €ichové laloky. Studie
mozkl potkanti popisuji konstitutivni expresi CYP2E1 v pyramidovych neuronech
frontalni kary, kortikalnich astrocytech a polymorfni bunécné vrstvé v hipokampu.
Exprese CYP2E1 v lidském mozku byla detekovana ve vSech zkoumanych oblastech
mozku, zejména v neuronech klry, mozecku a hipokampu. V mozku opic se exprese
vyznamn¢ podobd distribuci CYP2E1 u nekufdki anealkoholikdi, coz naznacuje
vyznamné rozdily v expresi mezi mozky hlodavcti aprimati. Ve vsech piipadech
je pritomnost CYP2E1 v rznych oblastech specificky zavisla na buiikach. Tato zjisténi
podporuji skutecnost, ze rizné potieby mozku zdvisi na buiice a oblasti, a poukazuji
na zranitelnost nebo ucinnost metabolismu v rtiznych oblastech viaci CYP2EL.
Schopnost exprese, katalytické aktivity CYP2EI, dale schopnost metabolizovat a byt
indukovan chemickymi latkami mezi které se fadi ethanol a aceton tedy dokazuje,

ze CYP2EI hraje velmi dilezitou roli v metabolismu savci. [32, 33]
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2.3 CYP3A

Stejné jako vSechny sav¢i enzymy P450, je 1 CYP3A4 membranovy protein,
jehoz strukturu mizeme vidét na obr. 7. Prvni vyzkumy vedly ke stanoveni struktury
membrany zkracenim jediné N-koncové transmembranové Sroubovice a manipulaci
s rozpustnosti druhé povrchové oblasti vazajici membranu. Teprve nedavno védci
uvedli prvni struktury enzymu CYP3A4 metabolizujiciho 1éky. CYP3A4 si zachovava
obecnou tercidlni strukturu slozenou z n¢kolika prvki B-listu a mnoha Sroubovic, které
jsou oznaceny pismeny A — L. V porovnani se strukturami rodiny CYP2 je struktura
CYP3A4 rozsifena o dalsi Sroubovici umisténou na N-konci. Vyznam této nové
Sroubovice neni zatim zcela zndm. Kromé toho se enzymy CYP3A4 lisi od rodiny
CYP2 i v dalSich oblastech zahrnujici helixy B — C a helixy F — G. Tyto helixy jsou
pojmenovany podle abecedy, pomoci konvence pocinaje od N-konce. Rozdily v téchto
oblastech naznacuji jejich strukturalni rozmanitost a flexibilitu. Mezi nejzajimavéjsi
rysy struktur CYP3A4 se fadi celkova velikost a tvar dutiny aktivniho mista, ktera
sousedi s hemovym Zelezem. Tvar aktivniho mista je mimo jiné také zdsadni pro
interpretaci funkce CYP3A4. Objem aktivniho mista je dulezity, protoze je znamo,
ze CYP3A4 metabolizuje hned nékolik velkych substrati véetné bromokryptinu,
erytromycinu a cyklosporinu. Ac¢koli byly uvadény velmi rozdilné objemy pro dutinu
aktivniho mista, nové analyzy naznacuji, Ze se jedna spiSe o projev riaznych
vypoctovych strategii a meznich hodnot, nez o vyznamné rozdily mezi strukturami.
Studie prokazuji, Ze objem aktivniho mista je schopen sekvestrovat molekuly, které jsou
aspon tak velké jako erytromycin. Pokud je aktivni misto vyznamné véEtsi neZ substrat,
muze byt jedind molekula substratu schopna piedpokladat bud produktivni, nebo
neproduktivni orientaci. Vazba dal§i molekuly substrdtu mulze podporovat
metabolismus stabilizaci prvni molekuly substratu v produktivni orientaci. Kromé toho
CYP3A4 také vykazuje heterotropni kooperativu, coZ naznacuje, Ze se v aktivnim misté
muiiZe vazat vic neZ jeden druh ligandu. Udaje o homotropni a heterotropni kooperativé
spole¢né naznacuji, Ze aktivni misto CYP3A4 by tedy mohlo byt schopné vazat az tfi

molekuly substratu soucasné¢. [34]

29



helix F' helix G'

missing

COOCH

Obrazek 7 - Struktura CYP3A4 bez ligandt [34]

CYP3A je nejhojnéji exprimovanou podrodinou cytochromu v lidskych jatrech.
O této podrodiné je obecn¢ zndmo, ze se skladd ze dvou hlavnich forem, CYP3A4
a CYP3AS. V jatrech plodu se pak jedna navic i o CYP3A7. Typ CYP3AS je pfitomen
v jatrech pouze u asi 20 % dospélych jedinct. Provedeni nového neinvazivniho testu
lidského jaterniho glukokortikoidu indukovaného CYP3A naznacuje hned nékolik
moznosti. Za prvé, heterogenita souvisejici s pohlavim ve funkci indukovaného
lidského CYP3A pretrvava béhem normalniho starnuti. Za druhé, aktivita CYP3A muze
klesat ujedincti s obezitou, a za tfeti, celkova aktivita CYP3A je stabilni b&hem
fyziologického starnuti. Jaterni CYP3A katalyzuji oxidaci klinicky dulezitych 1ékt
véetné erytromycinu, nifedipinu, cyklosporinu, chinidinu a klotrimazolu. Bylo
prokdzano, ze dechovy test erytromycinu neinvazivné profiluje aktivitu hlavniho
zastupce rodiny jaternich CYP3A. U zen byla tato aktivita vyrazné vyssi nez u muzi.
Kromé mozného ovlivnéni aktivity souvisejici s vékem a pohlavim, nedavné studie
provadéné na potkanech odhalily zmény aktivity specifickych izoforem cytochromu
P450 se zménami stravy a hmotnosti. Strava s vysokym obsahem cholesterolu
u testovacich subjekti zvySila mnozstvi a aktivitu CYP3A. V neddvné studii
u hypertonikti bylo zjisténo, ze aktivita lidského jaterniho CYP3A, ziskana pomoci

erytromycinového dechového testu, klesa se zvySujicim se % idedlni t€lesné hmotnosti.

30



Vzhledem k tomu, Ze celkovy télesny tuk s vékem u lidi roste, budou jist¢ dalsi studie
zkoumat interakci idedlni télesné hmotnosti s aktivitou jaternitho CYP3A. [35, 36]

Zastupci rodiny CYP3A se ftadi mezi enzymy, které metabolizuji
epipodofilotoxiny. Tyto latky se vyskytuji u leukémii. Vyzkumy naznacuji, Ze jedinci
s genotypem CYP3A4-W jsou vystaveni zvySenému riziku leukémie souvisejici
s 1écbou. Dale pak metabolismus epipodofilotoxinu prostfednictvim CYP3A4 muze
prispivat k sekundarnimu riziku rakoviny. Genotyp CYP3A4-W v jist¢ mife zvySuje
produkci reaktivnich meziprodukti potencidln€é poskozujicich DNA. Dalsi dulezitou
vlastnost ma CYP3A4 piitomny v enterocytech tenkého stfeva, ten muze katalyzovat
podstatnou ¢ast metabolismu nékterych oralné€ podavanych 1ékti. Nedavna data odhaluji,
ze PGP (P-glykoprotein) pfitomny v enterocytech omezuje biologickou dostupnost
mnoha stejnych 1€kt, které interaguji s enzymy CYP3A. Nové existuje né€kolik
potencialnich mechanismt, diky nimz by funkce PGP a CYP3A4 mohly byt pouze
dopliikové. Za prvé, PGP miize omezit absorpci 1éku v proximalnim tenkém stfevé
a posunout ji do distalnéjSich, mén¢ katalyticky Gc¢innéjSich segmenti, které obsahuji
niz8§i mnozstvi CYP3A4. Za druhé PGP mize prodlouzit dobu absorpce. To by
prodlouzilo dobu expozice 1éCiva, a tim i rozsah metabolismu CYP3A4. Nakonec miize
PGP prednostné odstranit z enterocytll primarni metabolity 1é¢iv, které jsou samy o sob&
substraty pro CYP3A4. Tento d¢j by mél za nasledek omezeni inhibice produktu a vedl
by k usnadnéni primérniho metabolismu katalyzovaného CYP3A4. [37, 38]

Rodina enzymti CYP3A piedstavuje nejvyznamnéj$i enzymy metabolizujici
1é¢iva. Odhaduje se, ze CYP3A metabolizuje mezi 50 % a 70 % vSech aktudlné
podavanych 1éciv. Vzhledem k tomu, ze se CYP3A4 ucastni metabolismu vétSiny 1é€iv,
je tteba upozornit, na 1ékové interakce, které mohou vést k velmi nezadoucim u¢inkiim.
Mezi 1éCiva, ktera se vyznacuji velkym potencidlem k Iékovym interakcim, patfi napf.
erytromycin, itrakonazol, ketokonazol nebo také nifedipin. V dneSni dobé je jiz
prokédzéno, Ze pfirozen¢ se vyskytujici dopliky stravy mohou modulovat jaterni
a entrocytarni aktivitu CYP. Snad nejlépe doloZend a klinicky relevantni lékova
interakce je pozorovana u grapefruitového dzusu. Soucasnd konzumace grapefruitové
Stavy spolu s fadou 1écebnych latek, které podléhaji prvnimu prichodu intestinalnim
metabolismem, vedla k vy$§im plazmatickym hladindm s naslednymi nepfiznivymi
ucinky. Grapefruitovy dzus Gc¢inkuje prostfednictvim inhibice intestindlniho CYP3A4,

ktery reguluje presystémovy metabolismus. Ackoli muize jaterni biotransformace
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vyznamné prispét k systémové eliminaci 1é¢iva, kombinace jaterniho a stievniho
metabolismu 1é¢iv miize zplisobit vyznamnou presystémovou ztratu 1éciva. [39, 40]

Podle nedavnych epidemiologickych zprav znacné procento populace uziva
behem svého zivota bezplatnou a alternativni medicinu. Pacienti s HIV nebo rakovinou
¢asto konzumuji rostlinné produkty jako je tfezalka teckovana pro antidepresivni ucinky
v kombinaci s 1éky na ptedpis. Takovéto samostatné podavané rostlinné produkty spolu
s predepsanymi 1éky zvySuji obavy z terapeutické aktivity kvili moznym Ilékovym
interakcim. PGP a CYP3A4 spolu tvoii vysoce U¢innou bariéru pro mnoho peroralné
podavanych l1éciv. Klinické zpravy a studie naznacuji, ze mnoho IéCivych latek
a rostlinnych ucinnych latek se fadi mezi substraty pravé pro PGP nebo CYP3A4.
Predbézné studie, které pfimo zkoumaly interakce mezi tfezalkou teckovanou a CYP,
naznacuji, Ze mize modulovat zejména izoformu CYP3A4. Nekolik vyzkuma dokonce
prokéazalo, ze surovy extrakt této rostliny inhibuje u¢inky CYP3A4. Mezi slozky
primarn¢ zodpoveédné za tyto inhibi¢ni interakce patii hyperfotin, hypericin a kvercetin.
Protoze makrolidova antibiotika a azolova antimykotika spolu s mnoha rostlinnymi
latkami patii mezi substraty stejného CYP3A4, mohou tyto slouc¢eniny ovliviiovat oralni
biologickou dostupnost terapeutickych latek indikovanych pti 1é¢bé imunosuprese,
HIV, rakoviny a dal$ich oportunnich infekci. V zavislosti na mechanismech bylinnych
interakci s terapeutickymi latkami by tyto latky mohly sniZovat hladinu 1éku proti HIV
v krvi, coZ by mohlo vést k vzniku rezistence. Jako dulezité faktory rezistence na léky
byly pfijaty farmakokinetické mechanismy. [40, 41]

PtestoZe mnoho klinickych studii uvadi indukéni Gcinky tfezalky na CYP3A4,
najdou se 1 takové, které tyto zavéry nepotvrzuji. Tyto zpravy jsou v souladu s dalsi
neddvnou studii, popisujici metabolické interakce CYP3A4. Studie uvadi, Ze ¢tyfdenni
lécba extraktem tfezalky a jejich slozek, hypericinu, a hyperforinu, u mysi nevedla
k Zadné indukci CYP3A4. Naproti tomu, byl inhibi¢ni ucinek tfezalky hlaSen v bunkach
transfektovanych CYP. V souladu s timto pozorovanim se uvadi, ze kvercetin, jehoz
molekularni struktura je znazornéna na obr. 8, ktery je jednou ztfi hlavnich slozek
trezalky teckované, ma hlavni inhibi¢ni G¢inek na CYP3A4. I pfes znacné mnoZstvi

vyzkumd, tento rozpor zatim neni vytesen. [40]
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Obrazek 8 - Molekularni struktura kvercetinu [42]

24 CYP4

CYP4 je jednou z nejstarSich rodin cytochromi P450, kterd se vyvinula asi pred
1,25 miliardami let, t€sn¢ po vzniku gend pro biosyntézu steroidii. Tato rodina uzce
souvisi s enzymy metabolizujicimi cholesterol a spole¢né se mohli podilet na udrzovani
integrity membrany u casnych eukaryot. Rodina enzymi CYP4 obsahuje vice jak 11
podrodin, kdy jednotlivé izoenzymy vykazuji jak konstitutivni, tak indukovatelnou
expresi. Mezi podrodiny nachézejici se u lidi se fadi pouze 6 podrodin, a to CYP4A, B,
F, V, X a Z. Rodina CYP4 byla identifikovana v roce 1987, kdy byl poprvé izolovan,
klonovan a sekvenovan CYP4Al. Aminokyselinovd sekvence byla ve srovnani
s ostatnimi zastupci CYP450 homologni méné jak 36 %, proto byla oznacena jako
prvni ¢len nové rodiny. Presny pocet Cleni v této rodin€ neni znadm, protoze se stale
identifikuji novi ¢lenové. Enzym CYP4A1, nejrozsahleji studovany ¢len rodiny CYP4,
je konstitutivné exprimovan v jatrech a ledvinach. Podrodina CYP4B ma doposud
pouze jediného zéastupce nachazejiciho se v lidskych tkénich. CYP4B1 je exprimovan
tkanoveé a druhové specifickym zpisobem. U kréalika je exprimovan v plicich a jatrech
a je v jatrech indukovan fenobarbitonem. U kiecka je konstitutivné exprimovan také
v plicich a jatrech, ale neni indukovan. U lidi byl enzym CYP4B1 identifikovan
klonovanim DNA plic, ale nebyl detekovan v jatrech. [43, 44]

Rodina CYP4 hraje hlavni roli v metabolismu MK, ve vétSin¢ piipada
prostiednictvim oxidace MK a nésledné katalyzy v mitochondriich za vzniku bunécné

energie. Protoze CYP4 katalyzuje metabolismus na kysliku zavislych organickych
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molekul, vyzaduji tyto procesy dodani dvou elektroni k hemoproteinu. CYP4B
metabolizuje MK s kratkymi fetézci, zatimco CYP4A a CYP4V metabolizuji MK
se stiredné dlouhymi fetézci a CYP4F katalyzuje MK s dlouhymi fetézci. Snizeni
hladiny exprese rodiny CYP4 bylo spojeno s akumulaci tukii v tkdnich, jako jsou jatra.
Snizené hladiny proteini CYP4 proto snizuji kapacitu pro odstraniovani tukl z tkéani.
Nékolik studii uvadi, ze u kardiovaskularnich onemocnéni jsou nadmérné exprimovany
CYP4A a CYP4F. V metabolismu 1é¢iv se dulezitost role CYP4 zda oproti rodindm
CYPI, 2 a 3 mensi, avSak enzymy CYP4 se i presto nepiimo podileji na metabolismu
Iéki a na Iékovych interakcich. Napiiklad CYP4F2 a CYP4F11 se podileji
na metabolismu vitaminu K, coz usnadiuje jeho detekci a eliminaci. Mnozstvi aktivniho
vitaminu K je dilezit¢ pro udrzovani davkovani warfarinu, protoZze je silné
metabolizovan CYP2C9, to vede k zavéru, ze na udrzovani davky warfarinu se neptimo
podileji enzymy CYP4. Izoformy CYP4 vykazuji katalytickou aktivitu vi¢i riznym MK
a jejich metabolity maji potencial pusobit jako ligandy nebo aktivatory jadernych
receptord. Prostfednictvim metabolismu zanétlivych molekul se enzymy CYP4 ucastni
zanétu. Metabolizuji zanétlivé medidtory, jako jsou leukotrieny. V makrofazich
zanétlivych bunék byl poprvé identifikovan CYP4V2 a jeho genova exprese byla
snizena po selektivni 1é¢bé. V zévislosti na klinické situaci lze aktivitu w-hydrolazy

spojenou s CYP4 povazovat za potencidlni 1ékovy cil pro sniZzeni zanétlivé odpovédi,
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3 Xenobiotika

Xenobiotika neboli organismu cizorodé slouceniny, jsou definovana jako
chemikalie, jimZ je organismus vystaven, a ktera se v organismu bézné¢ nevyskytuji.
Ptipadné se v téle vyskytuji jen ve velmi malych koncentracich a bézné jsou z téla
vyluCovéna ven. Bez metabolismu by mnoho xenobiotik dosdhlo pro organismus
toxickych koncentraci. Ve vétSiné piipadi se jedna o lipofilni latky, které jsou
biotransformaci pfeménény na latky hydrofilni povahy. Metabolicka aktivita vyzaduje
k tomuto d&ji energii, kofaktory a enzymy. Enzymy metabolizujici xenobiotika lze
rozdélit na enzymy faze I, fdze Il a transportni enzymy. Metabolismem xenobiotik

a jejich osudem v organismu se zabyva xenobiochemie a toxikologie. [48]

3.1 Metabolismus

Podnét ke studiu metabolismu xenobiotik zacal, kdyz se zjistilo, Ze mnoho
organickych slou€enin syntetizovanych c¢lovékem je v prostiedi perzistentnich.
Z pocatku byla tato myslenka neocekavana, protoze se mélo za to, Ze mikroorganismy
jsou neomylné, tedy schopné oxidovat jakoukoliv latku, ktera je teoreticky schopna
oxidace za ptredpokladu, ze jsou piiznivé podminky prostfedi. V prvni fadé se zacal
zkoumat vztah mezi metabolismem xenobiotik, jejich toxicitou a roli CYP450 v této
problematice. Metabolismus xenobiotik miize byt ovliviiovan celou fadou faktord,
vcetné stravy. Nutri¢ni nedostatky obecné zpusobuji snizeni rychlosti xenobiotického
metabolismu. V urcitych piipadech, jako je nedostatek thiaminii a mirny nedostatek
riboflavinu, vSak byly pozorovany zvySené rychlosti metabolismu. Je zndmo,
ze specifické Ziviny mohou mit riizné ucinky na rizné formy CYP450, a tak mohou
ovliviovat i metabolismus xenobiotik. [49, 50]

Ackoliv se faze I metabolismu xenobiotik u¢astni nékolik enzymovych systémi,
nejpozoruhodnéjsi cesta v tomto schématu je monooxygenace katalyzovana CYP450.
CYP detoxikuji nebo bioaktivuji obrovské mnozstvi xenobiotickych chemikalii.
Priklady toxickych latek metabolizovanych timto systémem zahrnuji nikotin,
acetaminofen, benzen a polyaromatické uhlovodiky. Biotransformace faze Il je Casto
katalyzovéna enzymy transferaz, které¢ provadéji konjugacni reakce. Mezi tato reakéni
schémata patfi glukuronidace, sulfatace, methylace, acetylace, konjugace
s glutathionem a konjugace s AMK. Produkty konjugacni faze II jsou typicky

hydrofilné;$i nez matefské slouceniny, a proto se obvykle snadnéji vylucuji. Mezi tyto
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specifické rodiny enzymul metabolizujici xenobiotika faze II patii napt. sulfotransferazy,
acetyltransferdzy a glukuronosyltransferazy. Zvlast¢ dulezité¢ je, ze glukuronosyl-
transferazy provadéji glukuoronidaéni reakce hlavné s elektronové bohatymi
nukleofilnimi heteroatomy, jako jsou O, N nebo S, pfitomnymi v alifatickych
alkoholech a fenolech. Tento mikrozomalni systém je hlavnim hra¢em v metabolismu
faze 11, a je znamy svou vysokou metabolickou kapacitou, ale relativné nizkou afinitou
ke xenobiotickym substratim.  Biotransformace faze III je nové vytvofenym
deskriptorem, ktery oznacuje aktivni membranové transportéry. Ty funguji prevazné pro
dopravu 1€kii a jinych xenobiotik pfes bunééné membrany. PGP, jehoz strukturu
muzeme vidét na obr. 9, byl pocatkem toho, co se v dneSni dob& oznacuje jako rodina
transportérii 1ék. Tato oblast vyzkumu si rychle ziskala pozornost, protoze bylo
zjiSténo, Ze PGP a nasledné i dal$i membranové transportéry funguji v rezistenci
rakovinnych bun¢k na chemoterapeutika, coz je fenotyp oznacovany jako fenotyp
rezistence na vice 1éka. Disledky tohoto fenotypu mtizou byt zdvazné, protoze se mize
postupem casu u bunck vyvinout rezistence nejen vici selektivnimu ¢inidlu, ale také
zktizena rezistence vuci Sirokému spektru strukturné a funkéné odliSnych antibiotik
a alkaloidt. Dalsi toxikologické vyzkumy urcité povedou k zajimavym a dilezitym
zaveéram s ohledem na dalsi charakterizaci biotransformacni funkce faze Il a definovani
role v xenobiotické toxicité. Zejména vyzkumy tykajici se transkripéni regulacni
kontroly téchto dulezitych systéml v cilovych organech, jako jsou jatra, ledviny
a centralni nervovy systém, jsou teprve v poc¢atecnich stadiich a budou pravdépodobné

predstavovat zaméfeni intenzivniho vyzkumu do budoucna. [51, 52]
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Obecné se uznava, ze primarni biotransformacni reakce metabolismu faze I
a faze Il chemicky modifikuji rizné endogenni a exogenni substraty na ve vod¢ vice
rozpustné meziprodukty nebo produkty, které pak mohou byt snadnéji odstranény. Tyto
drahy méni specifické substraty pridanim kysliku nebo odstranénim elektronu, coz vede
k meziproduktim a produktim, které jsou v podstaté vice oxidovany nez matefska
sloucenina. Napftiklad pfidani hydroxylové skupiny cytochromem P450 je béznym
pocatecnim krokem v metabolismu riiznych sloucenin, coz vede k hydroxylovym
meziproduktim. Tyto meziprodukty jsou nasledné substraty pro naslednou oxidaci
riznymi oxidoreduktdzami, jako je alkoholdehydrogeniza a aldehyddehydrogendza
(ALDH). Nadrodina ALDH je velmi velkd a zahrnuje spoustu izoforem objevenych
teprve nedavno. Pfitomnost izoforem ALDH v riznych tkdnich a subcelularnich
frakcich naznacuje, Ze hraji velmi dualezitou roli v metabolismu endogennich
a exogennich aldehydovych substrati. Endogenni aldehydy se tvoii béhem metabolismu
AMK, sacharidd, lipidd, biogennich amidid, vitamind a steroidi. Biotransformace
velkého poctu 1éciv generuje aldehydy. Aldehydy jsou vysoce reaktivni elektrofilni
sloudeniny, které interaguji s thiolovymi skupinami a aminoskupinami. Uginky
zprostiedkované aldehydem se lisi od fyziologicky logickych a terapeutickych po
cytotoxické, genotoxické a mutagenni nebo karcinogenni. V tomto pohledu ALDH
ucinné oxiduji a ve vétSin€ pripadd také detoxikuji vyznamné mnoZstvi chemicky
rozmanitych aldehydd. Vyznam ALDH v detoxikac¢nich cestach je ziejmy
z polymorfismu lidskych ALDH, které jsou ve vétSin€ pripadi spojeny se zménénym
metabolismem léCiva. [54, 55]

Mozek, zejména lidsky, je jednim znejslozitéjSich organid, funkcné
1 anatomicky. Vykazuje velké mnoZstvi rozmanitosti, a to jak s ohledem na jeho
anatomické oblasti, tak i na jeho bunééné prvky. Mozek je vysoce citlivy na poskozeni
toxickymi slouceninami, kvuli omezené regeneracni schopnosti neurond, hlavniho
bunééného typu podilejiciho se na neurotransmisi a dalSich specializovanych funkcich
mozku. Charakteristické rysy kapilarnich endotelidlnich bun¢k obklopujicich mozkové
cévy zajistuji ochranu mozku tim, Ze brani vstupu cirkulujicich molekul. AvsSak
xenobiotika, kterd maji lihovy charakter, mohou difundovat endotelovymi bunkami
mozkovych kapilar a vstupovat do neurondlnich bunc¢k. Metabolismus xenobiotik
v mozku muiize vést k mistni farmakologické modulaci v misté plisobeni a miize vést
k proménlivé odpovedi na 1éCiva. Je znamo, Ze rychlost metabolismu 1é¢iv v populaci

se 1181 od jedince k jedinci, proto by mohl metabolismus vyskytujici se v misté plisobeni
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vést k obrovskym rozdilim v lékové odpovédi, jak je <casto pozorovano
u psychiatrickych pacientll. Pokud je tedy 1é¢ivo samo o sob¢ aktivni slozkou, mohl by
rychlej$i metabolismus 1é¢iva v mozku vést k rychlejsi ztraté¢ farmakologického uc¢inku.
Vzhledem k tomu, ze vedlejsi ucinky 1é¢iv obvykle souvisi s rychlosti metabolismu,
lze rozsah vedlejsich ucinkli pozorovanych u pacientli potencidlné piipsat k rozdilim
v jejich schopnosti metabolizovat 1é¢iva v misté piisobeni. Potencialni role mozkovych
CYP450 ve farmakologické modulaci 1é¢iv piisobicich na centrdlni nervovy systém
(CNS) a bioaktivaci xenobiotik v CNS jsou zfejmé. Znalosti mozkovych CYP450,
zejména lidskych mozkovych enzymii, jejich regulace a lokalizace, jsou vSak stale
ponékud skromné. Heterogenita a komplexita CNS piedstavuji vyzvu, protoze vice
forem CYP450 je distribuovano a regulovano odlisn€, v odlisnych oblastech mozku.
Porozuméni metabolismu 1éki v mozku je proto zasadni pro vyvoj jak novych léku,
tak lepsich terapeutickych strategii pro jiz existujici 1éky. K hodnoceni lékovych
interakci, vyvoji novych 1éka a lepsSimu pochopeni metabolickych cest xenobiotik tak

1 nadale zistava nejprednéjsi vyzkum CYP450. [56, 57]

3.2 Prostup organismem

Do organismu se lé¢ivo miuize dostat n¢kolika zplsoby podani v zavislosti
na rozsahu a rychlosti absorpce. V ojedinélych ptipadech miiZze zpiisob podani vyvolat
odliSnou farmakodynamickou odezvu a zménit charakter wU€inku kvantitativné,
ale 1 kvalitativné. Jednotlivé aplika¢ni cesty délime na systémové a lokdlni. Mezi
zékladni systémové zplusoby podani se fadi perordlni, perrektilni, orélni, injekéni
aplikace do nebo mimo vaskularni systém, inhala¢ni podani, transdermdlni, intranazalni,
intravagindlni a intrauterinni. Pfi lokalnim podani napf. na k0Zi nebo mukoézni
membrany, je absorpce nezadouci a neocCekavad se systémovy ucCinek. Prostup
biologickymi membranami je ovlivnén jejich hydrofobnimi vlastnostmi, které
zapricinuji, Zze vétSina ve vod¢ rozpustnych latek membranami nepronika. Ostatni latky
maji pfes biologické membrany dva zpiisoby prostupu zobrazené na obr. 10. Prvni
je pasivni difuze, ktera probihd ve sméru koncentracniho gradientu bez spotieby
energie. Hnaci silou je koncentraéni rozdil volné neionizované formy léciva na obou
stranach membrany. LécCivo se do bunky miize dostat jednim ze dvou zplsobtl, bud’
prostou (volnou) difuzi nebo facilitovanou (usnadnénou) difuzi. Difuzi pronikaji pies
membranu léciva lipofilni povahy nebo 1é¢iva s malou molekulovou hmotnosti. Druhym

zpusobem je transport aktivni a jedna se o transport zprosttedkovany nosicem. Lécivo
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je ptes biologickou membranu transportovano proti sméru koncentracniho gradientu
za soucasné spotieby energie. Podminkou pro zajisténi aktivniho transportu jsou
integralni membranové proteiny. Mezi tyto proteiny patii napt. peptidové transportéry,
transportéry organickych aniontl a transportéry organickych kationti. Energie potiebna
pro zajisténi aktivniho transportu se ziskavd zejména Stépenim adenosintrifosfatu
na adenosindifosfat a fosfat. Dalsi zplisoby ziskani energie pro aktivni transport jsou
energeticky vyhodné oxidacné-redukéni reakce, pfima konverze svételné energie,
kdy svételné kvantum je absorbovano integralni bilkovinou, a nakonec umoznéni
pasivniho transportu jedné Castice, piicemz se vyuzije ¢ast ziskané energie pro transport

aktivni. [58, 59]
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Obrazek 10 - Transport pies biologickou membranu [60]

3.3 Adaptace a eliminace

Zijici mikroorganismy se mohou pfizpiisobit pfitomnosti xenobiotik hned
nckolika zplsoby. Prvni moznost je plsobeni ndhodné mutace, kterd muize zvysit
odolnost vici jinak toxickému xenobiotiku. Druhd moznost je, Ze mutace mohou také
mimo jiné zvySit mikrobialni schopnost degradovat xenobiotika. A konecné tieti
moznost zahrnuje schopnost organismu ziskdvat geny kodujici katabolické enzymy
od ostatnich ¢lendi v prostfedi. Byla studovéna fada mechanismi, které vysvétluji,
jak probihd ziskéani cizich genii. Tento d¢j obvykle zahrnuje plazmidy, transpozony,
integrony nebo fagy jako prostiedek pro cizi geneticky material. Jednim z prvnich
pozorovani adaptace na antropogenni slouceniny byl objev Sifeni genli rezistence

na antibiotika, nyni vSak existuji nepfimé diikazy o adaptaci mnoha sloucenin. Pravé
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lé¢iva, jako antibiotika, jsou jednim z hlavnich divodli vySetfovani metabolismu
xenobiotik. Pii podavani terapeutickych 1€ki se Casto dava piednost oralnimu podéani
pied jinymi moznostmi, zejména kvuli pohodli a minimalni invazivnosti. Slou¢eniny
podané oraln¢ Celi fad¢ prekazek, kdyz postupuji do mista téla, pro které jsou urceny,
a kde je jejich pozadovany ucinek. Nekteré z faktori, které ptispivaji k uréeni optimalni
cesty podani, zahrnuji chemickou stabilitu, rozpustnost, absorpci, toxicitu a potencial
metabolismu pfed dosazenim pozadované lokace v téle. I kdyz se k charakterizaci
rozmanitosti a funkci stfevni mikrofléry zacala pozornost vénovat teprve nedavno,
jejich zapojeni do metabolismu 1é¢iv je znamo jiz po celd desetileti. Je tfeba
poznamenat, ze studie, kde se pouzivaji antimikrobialni latky, ¢asto nezohlednuje piimy
dopad téchto latek na hostitele, jako je tomu v piipadé€ inhibice PGP zprosttedkovaného
odtokem digoxinu a jeho metaboliti. U lé¢iv, ktera jsou schopnd dosahnout distalniho
tenkého stfeva nebo tlustého stieva, ma bohata biochemickd rozmanitost stfevniho
mikrobiomu potencial pfimo ovlivnit trajektorii slouCeniny. K nejcastéj$im reakcim
probihajicim v jatrech pfi metabolismu 1é¢iv patii oxida¢ni a konjugacni reakce.
Ve sttevech jsou to pak pfevazné reakce redukéni a hydrolyzni. [61]

Metabolismus xenobiotik v té€le na polarni, hydrofilni metabolity je dulezitym
predpokladem pro detoxikaci a eliminaci xenobiotik z téla. Mezi eliminacni orgény
sehravajici hlavni roli pfi exkreci xenobiotik se fadi ledviny, jatra a stfevo. Vylucovani
na Urovni ledvin se dé€li na tfi hlavni faze. Prvni rendlni clearance uréena glomerularni
filtraci, druhd v proximalnim tubulu aktivni sekreci prostfednictvim transportniho
systému, a nakonec tfeti pasivni resorpci v tubulech. Jatra vyuzivaji pro exkreci 1éciv
aktivni transport nebo prostou difuzi na zédklad€¢ koncentra¢niho gradientu. Eliminace
jatry je ovlivnéna fadou faktorl, mezi které patii napf. pritok krve jatry nebo mnoZzstvi
a funkce hepatocytid. Na jaterni exkreci navazuje exkrece stfevni pomoci Zlucovych
kyselin. [62]

Pfirozena spolecenstvi mikroorganismti maji uzasnou fyziologickou vsestrannost
a katabolicky potencidl pro rozklad enormniho poctu organickych molekul. Témét
kazdy ptirodni produkt, bez ohledu na jeho molekulovou hmotnost nebo strukturni
slozitost, je snadno degradovan jednim nebo jinym mikrobidlnim druhem v urcitém
prosttedi. Tato vSemocnost mikroorganismli se vztahuje 1 na vétSinu syntetickych
sloucenin, které jsou piivadény do pfirozenych metabolickych cykla. Neékteré
substituenty a zejména jejich akumulace, jako jsou halogenové, sulfo-, azo- nebo

nitroskupiny, proptjcuji slouceniné xenobioticky charakter. Navic charakter téchto
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substituentl pritahujici elektrony generuje nedostatek elektronti, a tim ¢ini slouceniny
mén¢ nachylné k oxidacnimu katabolismu. V disledku toho mé& mnoho z téchto
chemikalii tendenci pfetrvdvat i za anaerobnich podminek. Biologického rozkladu
xenobiotickych latek 1ze dosahnout, kdyz se katabolické aktivity pfitomné ve smiSenych
mikrobidlnich komunitdch vzajemné doplnuji. Syntrofické interakce tedy mohou vést
k tplné mineralizaci i komplexnich xenobiotickych sloucenin. Mineralizace xenobiotik
jedinym organismem lIze dosdhnout vyuzitim pfirozeného nebo indukovaného prenosu
genti ke konstrukci hybridnich degrada¢nich cest. Protoze katabolické enzymy jsou
viceméné specifické, mohou ptlisobit na vice nez na jejich pfirozeny substrat.
To wvysvétluje, pro¢ vétSina xenobiotik podléha ndhodnému metabolismu
(kometabolismu). Za normalnich okolnosti poc¢atecni katabolicky enzym nebo sekvence
enzymi pfeméni chemickou latku na organicky produkt, ktery se dale metabolizuje.
Pro kometabolicky aktivni organismus je tedy proces neproduktivni, protoze neni
spojen s usporou energie. Protoze pocate¢ni oxidace mono- nebo dioxygenazami
vyzaduje redukéni ekvivalenty nebo ztratu aktivniho proteinu inaktivaci sebevrazdou,
muze byt kometabolismus dokonce kontraproduktivni. Kometabolicka transformace
xenobiotické slouceniny casto generuje reaktivni metabolity, jako jsou epoxidy,
dihydrodioly, aromatické dioly, aromatické aminy nebo produkty, které jsou snadnéji

oxidovany nez piivodni sloucenina. [63, 64]

3.4 Pocitacovy systém pro predikci metabolismu

Predikce metabolického osudu xenobiotik je fascinujici a komplexni problém
a stavajici doména znalosti je obrovska. Pii hodnoceni je dileZité zohlednit mnoho
faktorii. Je nutné posoudit, zda se latka mize dostat do enzymatickych systému
odpovédnych za jeji biotransformaci. Naptiklad v pfipad¢ ordlné¢ podavanych 1é¢iv
je tfeba vzit v tvahu intestinalni absorpci, transport do jater, rozpustnost ve vodé
a renalni clearance. Existuje mnoho vypocetnich pfistupi k hodnoceni téchto
farmakokinetickych parametri. Mimo jiné existuji i vypocetni piistupy, které se zamérti
na ty systémy, které hodnoti biotransformacni potencial xenobiotickych latek. Zasadni
vyznam zde pochopitelné ma porozumeéni interakce enzym-substrat. Stale vétSi vyznam
v nasem chépani xenobiotické transformace vSak maji takové faktory, jako je indukce
a inhibice enzyml, mechanismy Iékovych interakci a aktivita PGP. Rychla

biotransformace hlavniho substratu vede k vysoké wvnitini clearance této latky,
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coz ma za nasledek, ze biologicka dostupnost bude nizk4 a G¢inné klinické davky budou
reaktivnich meziproduktii, které mohou potencialné vést k expresi toxickych ucinkd,
obvykle reakci s bunéénymi nebo plazmatickymi makromolekulami. V¢asny screening
potencidlu biotransformace muize pomoci pii vyvoji metabolicky stabilnich,
netoxickych hlavnich substratd. [65]

Bylo provedeno mnoho recenzi o pouziti analyzy kvantitativnich vztahi mezi
strukturou a aktivitou (QSAR) v xenobiotickém metabolismu. Velkd ¢ast vyzkumu
v této oblasti byla zaméfena na studium potencidlnich substrati, inhibitor a induktort
ruznych izoenzymt CYP450, které koreluji takové faktory jako hydrofobni a sterické
parametry ve tfidach substratl. Vlastni metabolicka stabilita byla modelovdna pomoci
analyzy hlavnich komponent na velkych podnikovych databdzich. Byly vytvotfeny
modely homologie sav¢ich CYP zahrnujici znalosti struktur CYP prokaryot. Vztah
nalezti experimentl s dokovanim substratii v téchto modelech pomohl rozsifit znalosti
klasického QSAR ve vyzkumu xenobiotického metabolismu. Techniky, jako
je komparativni analyza molekuldrniho pole a modelovani farmakoford substratu,
umoznily interpretaci a porozumeéni aktivnim mistim enzymu, i kdyz neni k dispozici
krystalova struktura nebo model homologie. Dulezité je, ze tyto vypocetni techniky jsou
pouze doplikovymi metodami k tradi€énimu testovani. Pocitacové systémy pro predikci
metabolismu xenobiotik obecné spadaji do dvou kategorii. Zaprvé systémy modelovani
enzymi zalozené na teoretickych a mechanistickych uvahach. Zadruhé empiricky
zalozené expertni systémy, které se spolé¢haji na expertni pravidla jako zéklad svych
predpovédi. Ackoli nejde o piisné expertni systémy, je k dispozici 1 tfeti kategorie

a to klasicka databéze reakci. [65, 66]
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Zavér

Pro mnoho védcii z fad biochemikli a toxikologl je nejzajimavéjsi vyhlidkou
ve vyzkumu CYP450 pochopeni vztahu mezi strukturou a funkci tak univerzalniho
katalyzatoru, jako je CYP450. Vezmeme-li v uvahu soucasnou intenzitu provadéni
vyzkumu v oblasti CYP450, mizeme bezpecné piedpokladat, Ze pokroky v této oblasti
povedou k vyfeSeni doposud neobjasnénych zakouti problematiky CYP450 a toxicité
vyvolané xenobiotickymi latkami.

Jiz je prokédzano, ze v této toxicité hraji vyznamnou roli enzymy metabolizujici
xenobiotika, mezi které se fadi pravé CYP450. CYP450 predstavuji nezbytnou soucast
obrannych mechanisml organismu, a bez jejich pfitomnosti by organismus nebyl
schopen odolat toxicité xenobiotik. Dllezitym podnétem, kterym se jist¢ budou zabyvat

budouci vyzkumy tedy i nadale ziistava metabolismu 1€Civ a jejich interakce.
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