Prednaska ¢. 9
Transport, toxikokinetika a degradace
polutantu



Polutanty v zivotnim prostredi a
jejich transport

* jednim ze zakladnich rysu, ktery odliSuje environmentalni
toxikologii a klasicke toxikologickeé obory je to, ze pri
posuzovani kontaminace prostredi a toxicity
polutanti je nutné zvazovat jejich stabilitu a transport
v zivotnim prostredi;

* po uvolneni chemikalie do prostredi dochazi velmi Casto
ke zmeénam struktury, i interakcim s dalsimi slozkami
ovzdusi, vody nebo pulidy, coz mulize zasadné ovlivnit
toxické ucinky dané chemikalie;



Polutanty v zivotnim prostredi a
jejich transport

Zakladni otazky:

« jake parentalni slouceniny a produkty jejich
degradace jsou pritomné ve vyznamném mnozstvi v ZP?

 jak jsou distribuovany — rozpustené ve vodnem
prostredi, navazané na pevné castice Ci v plynneé fazi?

* Jaka je perzistence parentalni slouceniny a jejich
produktd?

 jaka je biodostupnost?

« dochazi k biokoncentraci, bioobohacovani Ci
bioakumulaci?



Bioakumulace

zvysovani koncentrace latky v organismu vzhledem Kk jeji
koncentraci v zivotnim prostredi;

chemicke latky jsou akumulovany organismy primo z
prostredi nebo z kontaminovanée potravy;

Bioakumulace = Prijem z prostredi + Prijem potravou —
Vylucovani,

zavisi na celé fadeé faktoru — druh a zpusob Zivota
organismu, druh potravy, hydrofobicita latek, doba

kontaktu organismu napfr. se sedimentem, vlastnosti
matyrice, ze které dana latka prechazi do organismui;



Biokoncentrace

« zvysSovani koncentrace latky v organismu vzhledem K jeji
koncentraci v zivotnim prostredi;

« chemicke latky jsou akumulovany organismy pouze pfimo
z prostredi, bez vlivu potravy;

» schopnost biokoncentrace je vyrazne zavisla na
rozpustnosti dané latky ve vodé — rozdelovaci koeficient
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Biomagnifikace
(bioobohacovani)

« primy dusledek biokoncentrace a bioakumulace;

« vede k narustu koncentrace polutantu (pfipadné produktu
jejich degradace) s prichodem dvéma a vice urovnénmi
trofického retezce;

v zavislosti na vysi trofické urovné narusta koncentrace
skodlivych latek v organismech, a to predevsim ve
vrcholovych konzumentech;



Biomagnifikace
(bioobohacovani)

akumulace PCB v oblasti velkych jezer

Herring Gull Eggs

Zdroj: http.//www.epa.gov/glinpo/atlas/images



Detoxikace

proces odstrafiovani toxikantu z organismu;

biotransformace na latky Iépe rozpustné ve vode,
konjugace a vylouceni z organismui;

vyvazani toxickych latek na proteiny, ktere je inaktivuji —
metalothioneiny, fytochelatiny, ale !'ltransportni proteiny!!;

nebezpecCi bioaktivace — napr. metabolicka aktivace
polycyklickych aromatickych uhlovodiku;

vs. detoxikace v prostredi — degradace
kontaminantu;



Transport polutantu

« od mista vzniku nebo uvolnéni do ZP prostfedi mohou byt
polutanty/toxikanty transportovany prostrednictvim
povrchovych vod, podzemnimi vodami nebo ovzdusim;

 transport zahrnuje proudéni (latka se pohybuje stejnou
rychlosti jako medium), difuzi a disperzi;
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Transport polutantu na dlouhé
vzdalenosti

* long-range atmosperic transport (LRAT);

« toxikanty mohou byt transportovany v atmosfére v plynné
forme, rozpusténe ve vode, nebo adsorbované na
aerosoly a pevne castice;

» Castice asociované s vodou nebo pevnymi casticemi
mohou byt potom tzv. mokrou depozici (wet deposition) —
snih, dést, mlha nebo suchou depozici (dry deposition) -
predevsim v blizkosti emisnich zdroju — prach, popilek
apod. preneseny zpet na zemsky povrch — kontaminace
vody (sedimenty, rozpustné latky) nebo pudy;



Semivolatilni organicke
slouceniny (SVOC)

PCB, polycyklické aromatické uhlovodiky, ftalaty,
organochlorované pesticidy;

v zavislosti na teploté se uvolnuji do atmosfery —
predevsim v tropickém a mirneém pasmui;

v polarnich oblastech k jejich kondenzaci a depozici —
akumulace SVOC ve vysokych zemépisnych sirkach —
tzv. globalni destilace, (nebo ve vyssSich nadmorskych
vyskach);

globalni frakcionace — v zavislosti na fyz.-chem.

vlastnostech — bod varu — migruji ruizné SVOC ruzné
daleko;



Semivolatilni organicke
slouceniny (SVOC) v Arktidée

http://www.amap.no/




Biotransport

« Zzivé organismy mohou toxikanty nejen degradovat
prostrednictvim biotransformacénich procesu, ale také
transportovat;

« tyka se to zejména mene volatilnich slouCenin, které
nejsou transportovany globalnim atmosféerickym
transportem;

« specialni pfipad — biovektorovy transport (zivé organismy
prenaseji a deponuji toxické chemikalie na cilovém miste)
— pfiklad migrace pacifickych lososu;



Perzistence

definovana jako doba po kterou dana chemikalie setrvava
v daneém environmentalnim kompartmentu;

VySSi perzistence zvysuje pravdepodobnost prodlouzeneé
expozice a zvysene toxicity;

perzistentni chemikalie se sice mohou prostrednictvim
transportu pfesouvat, ale setrvavaji v ZP;

hlavni mechanismy odstranovani toxikantl — abioticka a
bioticka degradace;



Kritéria pro perzistentni, bioakumulujici a
toxicke chemikalie
SU:
» polocas rozkladu — ve vodé > 60 dnu, v pudé > 180 dnd,
v ovzdusi > 2 dny;

* bioakumulace — BCF > 5000;

« data toxikologickych nebo ekotoxikologickych studii
naznaduji moznost podkozeni lidského zdravi nebo ZP;



Bioticka vs. abioticka degradace

« Obé vyznamne snizuji perzistenci toxikantu;

* rychlost biotické degradace je vyssi;

* enzymatické reakce (mikroorganismy) vs. fotolyza,
chemicke reakce;

« bioticka degradace zahrnuje reakce — oxidace, redukce,
hydrolyza, dealkylace, dehalogenace, stepeni
aromatickych kruhu;

- abioticka degradace zahrnuje — oxidace, redukce,
fotolyza, hydrolyza, dealkylace, dehalogenace, Stépeni
aromatickych kruhu;

- obé mohou vést ke vzniku vice toxickych produktu —
pr. fototoxickeé (UV) produkty polycyklickych aromatickych
uhlovodiku vs. genotoxické produkty jejich metabolismu;



Bioticka vs. abioticka degradace
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Bioticka vs. abioticka degradace
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Mikrobialni degradace

aerobni vs. anaerobni biodegradace,;

velka pozornost — moznost bioremediace bez narocnych
technologickych operaci;

alifatické a aromatické uhlovodiky, polyhalogenovanée
slouceniny, heterocyklické slouceniny apod.;

organické polutanty mohou byt degradovany jako soucCast
energetickeho metabolismu nebo jako kometabolity;

vice typu bakterii obvykle kooperuje — jediny
mikroorganismus neni odpovedny za degradaci urcitée
chemicke latky — komplikovany proces;

dulezitym krokem u halogenovanych sloucenin je
predevsim odstraneni Cl a Br skupin;



Glysiological and \
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W.G. Landis a kol., 2011, Introduction to Environmental Toxicology



Proniknuti toxicke latky do organismu

Rostliny:

e primarni misto proniknuti
atmosférickych polutantu - pruduchy;

e zavisi na rfadeé faktoru, zahrnujicich
orientaci a morfologii listu, otevienost
pruduchu — obsah CO, v listu, svétlo,
vihkost, teplota, hladina drasliku
apod.;

* rozsah poskozeni take zavisi na
prechodu polutantu z plynné do
kapalné faze;

« z pudy — koreny, pfijem rozpusténych
toxikantu;




Proniknuti toxicke latky do organismu

Zivocichové:

tfi primarni cesty — pokozkou (vlasové vacky, potni a
mazoveé zlazy), dychacim traktem nebo GIT;

vylouCeni z organismu — moc, stolice a vydechovany
vzduch;

transport krvi, organove-specificka akumulace;
hlavni mista akumulace — jatra, plice, ledviny, kosti a
tukova tkan:;

metabolismus a exkrece;



Metabolismus a detoxikace polutantu

3 faze metabolismu cizorodych latek:

1. faze biotransformace — konverze — oxidace, redukce,
hydrolyza, hydratace a izomerace,

« 2. faze biotransformace — konjugacni reakce —
glukuronidace, sulfonace, metylace, acetylace, konjugace
s glutathionem, konjugace s aminokyselinami;

« 3. faze biotransformace — vyloucCeni konjugovanych
metabolitu z bunky — ABC transportéry a dalSi transportni
proteiny;

Prehled: L. Skalova a kol., Metabolismus [€Civ a jinych xenobiotik, Karolinum,
Praha, 2011



1. faze biotransformace
I O

Oxidace: 1) (1

hydroxylace — bézna biotransformacni reakce (alifaticke,
aromatické uhlovodiky) — snizuje se lipofilita toxikantu,
vzniklé hydroxyderivaty podléhaji dalsim konverznim
nebo konjugacnim reakcim;
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1. faze biotransformace

Redukce:

* z hlediska mnozstvi metabolizovanych latek meéene
vyznamne, ale predstavuji hlavni cestu pro detoxikaci
nekterych specifickych skupin latek;

« napr. redukce nitrosloucenin a azosloucenin;

6 H*
R-NO, R-NH, + 4H,0

2h

« redukce N-oxidu a S-oxidu; R-

. _ [
R R-N-R° + H,0

O=~Z-3

* redukce karbonylovych slou€enin a chinonu;

2 H*
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O OH




1. faze biotransformace

Hydrolyza:
« estery, epoxidy, amidy, hydrazidy a karbamaty;

* nekteré hydrolasy (napr. epoxidhydrolasa) jsou schopné
katalyzovat i hydrataci (tj. adici vody);

* hydrolyze mohou podlehat i nekteré konjugaty xenobiotik;

NINGSS




Enzymy 1. faze biotransformace

cytochromy P450;
flavinové monooxygenasy;
peroxidasy;
alkoholdehydrogenasy;
aldehyd dehydrogenasy;

aldo-keto reduktasy;
dehydrogenasy s kratkym retézcem (napfr.

karbonylreduktasy);

hydrolasy — zvl. roli epoxidhydrolasa;



2. faze biotransformace

Konjugacni reakce:

* nejvyznamnejsi pro — konjugace s UDP-glukuronovou
skupinou, glutathionem a sulfonace (s 3'-fosfoadenosin-
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L. Skalova a kol., Metabolismus IéCiv a jinych xenobiotik, Karolinum, Praha, 2011



2. faze biotransformace

Konjugacni reakce:

* nejvyznamnejsi pro — konjugace s UDP-glukuronovou

skupinou, glutathionem a sulfonace (s 3'-

fosfoadenosin-5'-fosfosulfatem);

PP

Sulfotransferasy

L. Skalova a kol., Metabolismus IéCiv a jinych xenobiotik, Karolinum, Praha, 2011




2. faze biotransformace

Konjugacni reakce:
 acetylace — cytosolové N-acetyltransferasy;
 Dbioaktivace heterocyklickych aminu — silné genotoxiny;

R-NH, R—H
R-NH—NH, g R—H—H /
SN
R'@ E " | p />_NH2
: £ @ N~ N
3 H
= R—@L _ 2-amino-1-methyl-6-fenylimidazo[4,5-b]pyridin
R_©\NHOH ¥ O (PhIP) g g [ lpy

L. Skalova a kol., Metabolismus IéCiv a jinych
xenobiotik, Karolinum, Praha, 2011



Enzymy 2. faze biotransformace

UDP-glukuronosyltransferasy;
gluthathion-S-transferasy — cytosolové, mikrosomaini;
sulfotransferasy;

N-acetyltransferasy;

methyltransferasy;



Transport polutantu a jejich metabolitu

nékdy oznacCovan jako 3. faze biotransformace;

hlavni roli hraji specifické transportni proteiny —
prenasece;

ABC transportery (z angl. ATP-binding cassette) — BRCP,
MDR1/P-gp, MRP proteiny;

SLC proteiny - prenasece hygrofilnich latek (angl. solute

A AP
W ADP+R
@ ~or

O EEEEEEREEY

.........................
AAIA AN

ATP hydrolysis
B release - N—¥

Dong et al., 2005, Science 308: 1023-1028.



Modulace exprese/aktivity
biotransformacnich enzymu toxikanty

fada polutantu, podobné jako latky pfirodniho puvodu,
muze modulovat svuj vlastni metabolismus prostfednictvim
aktivace specifickych bunécnych receptoru;

rodina jadernych receptoru;
aktivace Ah receptoru;

struktura polutantu urCuje jeho aktivitu vuci receptoru — i
pribuzné polutanty mohou aktivovat ruzné receptory v
zavislosti na specifické strukture;



Modulace exprese/aktivity
biotransformacnich enzymu toxikanty

Brain & CNS:
LIGAND Breast: ERc, ERB, AhR
- Homane ERo, ERB,
- EDC pesticide AhR, PXR, 6
- Phytoestrogen _— . PPARY Cardiovascular system:
- Plasicisers ERo, ERB, AhR
- Daugs PPARa, PPARY
Liver:
ERa, ERB, AhR,
PXR, LXR, FXR,
CAR, PPARq, B, ¥
/ Adrenals:
GR, ERa, ERB; AR; CAR
KEY —_— . - o, ERB
R = receplor: E:“ Kidneys:
p Ovaries: ERp
PxR HRE ER )
AR ER % Gastrointestinal tract:
CAR P PXR, ERB, PPARY
AhR Uterus:
hsp = heat shock ERa, ERD, FXR, ABR Urogenital tract:
protein and co-factors ERA,ERP
‘chaperone complex’ EFFECTS: =increase i Bone:
. ERa, ER
HRE = hormone response - alteration  ER®-ERB
mm TCS(CS:
ERq, ERP, CAR, AR

Prostate: AR, ERB,
PPARx

Jacobs et al., J. Steroid Biochem. Mol. Biol. 2003, 84: 117—-132



Modulace exprese/aktivity
biotransformacnich enzymu toxikanty

Table 3 | XME receptors that regulate XMEs and/or XRTs

XME receptor Ligands XMEs up- or downregulated XRTs up- or downregulated
AHR Dioxin, coplanar PAHs, coplanar CYP1,CYP2A, CYP2C*, CYP251* NQO1, ?
PHAHSs, benzoflavones ALDH3A1, GSTA1, UGT1A6/7
CAR Phenaobarbital, TCPOBOP, CYP2B, ALDH, esterase, FMO, ABCC2
colupulone, androstanes methyltransferase, GST, SULT, UGT1A6
FXR Bile acids CYP7A1,CYP8B1 ABCB11
HNF-1c. Bile acids UGT1A7,GSTA2,UGT1A1, UGT2B17 SLC21A6
HNF3a,B,y Epidermal growth factor, fushi CYP2C,CYP3A,CYP7A1 SLC21A10
tarazu factor-1at, LPS
HNF4o. Long-chain fatty acyl-coA CYP2D6 Proteins involved in glucose transport
thioesters, chenodeoxycholic acid and metabolism
LXRa,p Oxysterols CYP7A1 ABCA1,ABCD2,ABCG1,ABCG4,
ABCG5,ABCG8
PPARc. Fibrates, fatty acids CYP4A1,CYP4A3 ABCC3,ABCC4, proteins involved in
glucose transport and metabolism
PPARS Fatty acids, carboprostacyclin ? ?
PPARY Fatty acids, eicosanoids, CYP4B1 ?
thiazolidinediones
PXR (SXR) Pregnenolone 160-carbonitrile, CYP1,CYP2A,CYP2B,CYP2C,CYP3A,CYP4F, ABCB1,ABCC2
rifampicin, LCA carboxylesterase, MAO, CAT, FMOs, GSTs,
UGTs, SULTST2A
RARet,B.y Retinoic acids CYP26A1 ?
RXRa,B.y 9-cis-retinoic acid ? ?
VDR 1a,25-dihydroxy-vit D, CYP24A1,CYP27B1 ?

Further details of xenobiotic-metabolizing enzymes (XMEs) receptors that requlate XMEs and/or xenobiotic-related transporters (XRTs) can be found in several
excellent reports®™B#1% *Only one (or very few) members of the CYP2A and CYP2C subfamilies are upregulated by the aryl hydrocarbon receptor (AHR). All the
gene products in this table are given their official names according to the HUGO gene nomenclature homepage. ‘7" denotes that XMEs and XRTs are expected to be
regulated by this XME receptor, but that none have been identified to date. CAR, constitutive androstane recepror; FXR, farnesoid X receptor; HNFs, hepatocyte
nuclear factors; LCA, the toxic bile acid lithocholic acid; LPS, lipopolysaccharide; LXRs, liver X receptors; PAHs, polycyclic aromatic hydrocarbons; PHAHs,
polyhalogenated aromatic hydrocarbons; PPARs, peroxisome proliferator-activated receptors; PXR, pregnane X receptor; RARs, retinoic acid receptors; RXRs,
retinoid X receptors; TCPOBOF, 1,4-bis[2-(3,5-dichloropyridyloxy)lbenzene; VDR, vitamin D, receptor.

Nebert et Dalton, 2006, Nat. Rev. Cancer




Pribuzné toxikanty mohou aktivovat ruzné
typy jadernych receptoru

« koplanarni vs. nekoplanarni (nedioxinové PCB);

PCB77 PCB99

Cl Cl Cl Cl
. . ' . aktivace AhR vs. aktivace CAR a PXR
a cl Cl Cl
Cl
PCB138 PCB153
PCB180 PCB194

Cl Cl Cl Cl Cl qa Cl
L-|c| (_l(l
Cl Cl ¢l X1

Al-Salman et Plant, Toxicol. Appl. Pharmacol. 2012, 263: 7—-13



Faktory modulujici toxicitu

prunik toxikantu do organismui;

perzistence a tkanove specificka distribuce;
schopnost indukovat vlastni metabolismus;
bioaktivace vs. detoxikace;



