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SAZETAK

Jetra je najveéi i najslozeniji organ u ljudskom tijelu. Nalazi se u gornjem desnom dijelu trbusne
Supljine. Jetra je organ sa velikim brojem vitalno vaznih funkcija, te ima ulogu u detoksikaciji
organizma. Ljudi su svakodnevno izlozeni razli¢itim ksenobioticima, a nalaze se u zraku, tlu,
vodi, biljkama i zivotinjama. Pojam ksenobiotik podrazumijeva svaku tvar koja je ,,strana“
tijelu. Ksenobiotici su prisutni i u hrani koju svakodnevno konzumiramo u obliku konzervansa.
Konzervansi usporavaju biolosku i kemijsku razgradnju hrane te tako produzuju rok trajanja.
Detoksikacija je proces u kojim se ksenobiotici u organizmu metaboliziraju, te u konacnici
izluuju iz organizma. U tom procesu klju¢nu ulogu ima jetra. Osnovni princip detoksikacije
ukljucuje reakcije prvog reda i reakcije drugog reda, koje se odvijaju u parenhimu jetre. U
reakcije prvog reda pripadaju procesi oksidacije, redukcije i hidrolize. Veéinu reakcija prvog
reda katalizira enzimski monooksigenazni sustav citokrom P-450. U reakcije drugog reda
pripada proces konjugacije, a to je proces u kojem se molekula strana tijelu spaja s endogenim
molekulama, s ciljem stjecanja topljivosti u vodi, §to naposljetku omogucuje ucinkovitije
izlu¢ivanje iz organizma. Enzimi reakcija drugog reda kataliziraju dodavanje funkcionalnih

skupina kao $to su acetat, sulfat ili glukuronat na metabolite ksenobiotika.

Kljuéne rije¢i: Jetra, ksenobiotici, detoksikacija



SUMMARY

The liver is the largest and most complex organ in the human body. It is located in the upper
right part of the abdominal cavity. The liver is an organ with a number of vitally important
functions and it plays a role in the detoxification of the organism. Everyday, humans are
exposed to various xenobiotics which are found in the air, soil, water, plants and animals. The
term xenobiotic means any substance that is "foreign™ to the body. Xenobiotics are also present
in the food we consume every day in the form of preservatives. Preservatives slow down the
biological and chemical decomposition of food and thus extend its shelf life. Detoxification is
a process in which xenobiotics are metabolized in an organism and ultimately excreted from it.
The liver plays a key role in this process. The basic principle of detoxification includes
Phase | and Phase Il reactions which take place in the liver parenchyma. Oxidation, reduction
and hydrolysis processes belong to the Phase | reactions. Most Phase | reactions are catalyzed
by the cytochrome P-450 enzyme monooxygenase system. Phase Il reactions include the
conjugation process which is a process in where a molecule foreign to the body combines with
endogenous molecules with the aim of acquiring solubility in water, which ultimately enables
more efficient excretion from the body. Phase Il reaction enzymes catalyze the addition of

functional groups such as acetate, sulfate, or glucuronate to xenobiotic metabolites.

Key words: Liver, xenobiotics, detoxification
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1.UVvOD

Jetra je najvecéi i najsloZeniji organ u ljudskom tijelu. Nalazi se u gornjem desnom dijelu trbusne
Supljine, a zu¢nim vodovima povezana je sa zu¢nim mjehurom u kojem se pohranjuje zuc
sintetizirana u jetrenom tkivu. Jetra je organ sa velikim brojem vitalno vaznih funkcija (1,2).
Jetra je ukljucena u metabolicke aktivnosti, skladiStenje hranjivih tvari i detoksikaciju. Uloge
jetre u organizmu su: 1.filtracija i pohranjivanje krvi, 2.metabolizam ugljikohidrata, masti,
bjelancevina, hormona i stranih kemijskih tvari, 3.stvaranje zuc¢i, 4.pohranjivanje vitamina
(A,D.E 1 B12) 1 Zeljeza, S.sinteza bjelancevina krvne plazme, medu kojima su ¢imbenici
zgrusavanja krvi (2). Detoksikacija je metabolicki proces kojim se endogene i egzogene
toksi¢ne tvari inaktiviraju 1 uklanjaju iz organizma. Velika ve¢ina detoksikacijskih procesa
odnosi se na metabolizam tvari koji se u organizam unose iz okolisa, a budu¢i da su ,,strane*
zivom organizmu, c¢esto se oznaCavaju objedinjenim nazivom ksenobiotici. Proces
detoksikacije ukljucuje mobilizaciju, biotransformaciju i eliminaciju otrovnih tvari egzogenog
i endogenog podrijetla. Najces¢i ksenobiotici koje razgraduje jetra su lijekovi, droge, alkohol i

razli¢iti otrovi (3).
1.1 HistoloSka grada jetre

Jetra zauzima oko 1,5 kg ukupne tjelesne mase ¢ovjeka. Glavna funkcionalna jedinica jetre je
jetreni reznji¢. Jetreni reznjici cilindri¢na su oblika duzine nekoliko milimetara i promjera 0,8
do 2 milimetra. Ukupni broj pojedina¢nih reznji¢a u ljudskom organizmu iznosi od 50.000 do
100.000. Reznji¢i se nalaze oko centralne vene te se sastoje od gredica hepatocita. Gredice se
sastoje od dva niza hepatocita izmedu kojih se nalaze zu¢ni kanali¢i. Zuéni kanaliéi ulijevaju
se u zuc¢ne kanale koji se nalaze u vezivnim pregradama te tako razdvajaju susjedne jetrene
reznjice. U pregradama se nalaze male portalne venule, koje krv dobivaju iz probavnog sustava
putem portalnih vena. 1z venula krv otje¢e u plosnate, razgranate jetrene sinuse koji leze izmedu
jetrenih gredica, a iz njih u centralnu venu. Osim hepatocita, koji su nositelji metabolickih
funkcija jetre, u jetri se nalaze i takozvane ,,neparenhimske‘ stanice, od kojih su najvaznije
endotelne i Kupfferove stanice. Kupfferove stanice jos se nazivaju retikuloendotelne stanice jer
imaju ulogu u fagocitiranju bakterija i drugih stranih tvari koje krvlju dospijevaju u jetrene
sinuse. Neposredno ispod endotelnog sloja, izmedu jetrenih i endotelnih stanica nalaze se uski
prostori nazvani Disseovi prostori. Disseovi prostori spojeni su s limfnim zilama u pregradama
izmedu reznjica, te se njima viSak izvanstani¢ne tekuéine iz tog prostora uklanja limfnim
sustavom. Endotel ima velike pore te se zbog toga tvari iz plazme slobodno gibaju u Disseove

prostore (2).
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Slika 1. Prikaz temeljne grade jetrenog reznji¢a. Preuzeto: John E. Hall.Guyton i Hall,

udzbenik medicinska fiziologija. 13. izd; Zagreb: Medicinska naklada; 2017., str 882
1.2 Protok krvi kroz jetru

U sredistu jetrenog reznji¢a nalazi se centralna vena iz koje krv protjeée u jetrene vene, te iz
njih idu u donju Suplju venu. Hepatociti su kontinuirano izloZene portalnoj venskoj krvi. Krv iz
probavnog sustava portalnom venom ulazi u male portalne venule koje se nalaze u pregradama
izmedu jetrenih reznjica, te potom otjece u plosnate i razgranate jetrene sinuse koji se nalaze
izmedu gredica hepatocita. 1z jetrenih sinusa krv odlazi u centralnu venu. Jetrene arteriole koje
se nalaze u pregradama izmedu reznji¢a opskrbljuju pregradna tkiva arterijskom krvlju. Zbog
opisanog ustroja protoka krvi hepatociti su izlozeni svim tvarima koje se apsorbiraju u
probavnom sustavu. Protok krvi kroz jetru iznimno je velik i iznosi ukupno oko 1.350 mL/min.
Svake minute u jetrene sinuse utjece oko 1,050 mL krvi iz portalne vene i oko 300 ml krvi iz
jetrene arterije. Ukupno to iznosi oko 27% sréanog minutnog volumena u mirovanju. Zbog
male razlika u tlakovima koja iznosi 1,2 kPa izmedu portalne i jetrene vene otpor protjecanju
krvi kroz jetrene sinuse u normalnim uvjetima vrlo je malen. Krvne zile jetre mogu pohranit
znatno veliku koli¢inu krvi jer je mikrozilje jetre vrlo popustljivo i rastegljivo, te zbog toga
moze primiti veliki dodatni volumen krvi, uz neznatno povisenje tlaka. Koli¢ina krvi koja se

normalno nalazi u jetri je 450 ml, ali tijekom povisenja tlaka u desnom atriju, zbog sporijeg



otjecanja venske krvi (kongestija) jetra moze dodatno zadrzat od 0,5 do 1 | krvi. Tako jetra
predstavlja veliki venski organ koji se moze prosiriti i zadrzati velike koli¢ine krvi prilikom

zatajivanja srca sa zastojem krvi u perifernoj cirkulaciji (2).
2. METABOLICKE FUNKCIJE JETRE

Jetra kao organ ima mnoge funkcije koje su vazne u odrzavanju homeostaze ljudskog
organizma. Kao sredi$nji metabolicki organ odgovorna je za odrzavanje normalne razine
glukoze u krvi, iskoriStavanje i preradbu masti i aminokiselina, metabolizam amonijaka,
biotransformaciju ksenobiotika, endogenih metaboliti¢kih nusprodukata metabolizma te za
sintezu zu¢i. Ovi mnogi procesi zahtijevaju niz puteva i enzimskih reakcija koje se odvijaju

istovremeno (4).
2.1 Metabolizam ugljikohidrata

Jetra prima glukozu, masne kiseline i aminokiseline koje su apsorbirane u krvotoku preko
cirkulacije portalne vene. Energetski metabolizam jetre strogo je kontroliran. Identificirani su
visestruki hranjivi, hormonalni i neuronski signali za regulaciju metabolizma glukoze. Glukoza
u hepatocite ulazi pomocu proteinskog prijenosnika GLUT 2 koji je neovisan o inzulinu. Po
ulasku u hepatocit, gukokinaza u hepatocitima fosforilira glukozu u glukoza-6-fosfat (G6P), sto
dovodi do smanjenja intracelularnih koncentracija glukoze i time dodatno povecava unos
glukoze. Glukoza-6-fosfat se ne moze transportirati transporterima glukoze, pa se zadrzava
unutar hepatocita. U stanjima kada ukupna koli¢ina glukoze nije potrebna za stvaranje energije,
glukoza-6-fosfat djeluje kao prekursor za sintezu glikogena. Kada se glukoza koristi za
namicaje energije procesom glikolize prelazi u piruvat. Piruvat prelazi u mitohondrije i potpuno
se oksidira kako bi se stvorio ATP kroz ciklus limunske kiseline i oksidativne fosforilacije.
Glukoza-6-fosfat moze se metabolizirati i alternativnim putem pentozofosfatnog sustava u
svrhu stvaranja NADPH. NADPH je potreban za lipogenezu i biosintezu drugih bioaktivnih
molekula. U stanjima potrebe za stvaranjem energije iz raspolozive glukoze, glukoza-6-fosfat
se transportira u endoplazmatski retikulum (ER) i defosforilira pomoc¢u enzima glukoza-6-
fosfataze kako bi se oslobodila glukoza. Tijekom kratkotrajnih razdoblja gladovanja, jetra
proizvodi i oslobada glukozu glikogenolizom. Pri dugotrajnom gladovanju pohranjeni glikogen
se iscrpljuje, a hepatociti sintetiziraju glukozu glukoneogenezom pomocu laktata, piruvata,
glicerola 1 aminokiselina. Ovi glukoneogeni supstrati se ili stvaraju u jetri ili se isporucuju u
jetru kroz cirkulaciju iz ekstrahepaticnog tkiva. Glukoneogenezu reguliraju glukoneogeni

enzimi koji se razlikuju od enzima glikolize, glukoneogeneza je suprotan proces glikolizi.



Enzimi glukoneogeneze regulirani su ili posttranslacijskim modifikacijama ili alostericnom
regulacijom. Ovisno o tome da li djeluju glukagon, adrenalin ili inzulin odvija se glikoliza ili
glukoneogeneza. Tijekom djelovanja glukagona i adrenalina odvijat ¢e se glukoneogeneza, a
tijekom djelovanja inzulina odvijat ¢e se glikoliza. Tako jetra odrzava normalnu koncentraciju

glukoze u krv i pohranjeni glikogen (5).
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Slika 2. Prikaz metabolizma glukoze.

Preuzeto:https://www.ncbi.nIm.nih.gov/pmc/articles/PMC4050641/
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Slika 3 . Regulacija metabolizma glukoze, masni kiselina inzulinom(A) i glukagonom (B).

Preuzeto: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4050641/

2.2 Metabolizam masti

Jetra ima srediSnju ulogu u sintezi masnih kiselina i cirkulaciji lipida pomoc¢u sinteze
lipoproteina. Masne kiseline su najcesce i najvazniji oblici energije podrijeklom iz masti, a
triacilgliceroli (trigliceridi) su najvazniji priuvni oblici masti, nastali esterifikacijom masnih
kiselina i trovalentnog alkohola glicerola. Masne kiseline mogu potjecati iz Cetiri izvora: de
novo sinteza, citoplazmatske zalihe triacilglicerola, masne Kkiseline oslobodene iz
triacilglicerola u sklopu ostatnih lipoproteina koje izravno preuzima jetra, te i ne esterificirane
masne kiseline iz plazme. Sadrzaj triacilglicerola u hepatocitima ovisi 0 aktivnosti stani¢nih
molekula koje olakSavaju unos masnih kiselina u jetru, razini de novo sinteze masnih kiselina,
esterifikaciji te oksidaciji jetrenih masnih kiselina te otpustanje triacilglicerola iz jetre u sklopu
lipoproteina. Trenuta¢na razina slobodnih masnih Kiselina regulira ukupni intezitet
metabolizma lipida, tako S§to masne kiseline vezu nuklearne receptore koji moduliraju
transkripciju gena uklju¢enih u metabolizam masti (6). f-oksidacija je proces oksidacije masnih

kiselina u mitohondrijima tijekom kojeg nastaju velike koli¢ine ATP-a. U tom procesu dolazi

5



do odcjepljenja jedinica acetil-CoA s acilnih lanaca. Acetil -CoA se oksidira u ciklusu limunske

kiseline, $to omogucuje stvaranje velike koli¢ine ATP-a procesom oksidativne fosforilacije .

Slika 4. Prikaz B-oksidacije masnih kiselina. Preuzeto: Robert K.Murray, David A.Bender,
Kathleen M.Botham, Peter J.Kennedly, Victor W. Rodwell i P.Anthony Weil. Harperova
ilustrirana biokemija. 28 izd; Zagreb ,Medicinska naklada ; 2011., str.185

Jetra olak3ava probavu i apsorpciju lipida proizvodnjom zugi. Zu¢ sadrzi zuéne soli, kolesterol,
fosfolipide, elektrolite i vodu. Kolesterol je prete¢a drugih steroida u tijelu poput
kortikosteroida, spolnih hormona, Zu¢nih kiselina i vitamina D. Ima strukturnu uloga u
stani¢nim membranama i lipoproteinskim Eesticama. Sintetizira se u potpunosti iz acetil Co-A,
a sinteza endogenog kolesterola inhibira se unosom vecih koli¢ina kolesterola iz hrane. Visak
kolesterola izlu¢uje se iz jetre u zu¢ kao kolesterol ili kao Zuéne soli. Zuéne soli se apsorbiraju

portalnom cirkulacijom te se vracaju u jetru enterohepaticnom cirkulacijom (6).



2.3 Metabolizam bjelancevina

Bjelancevine u ljudskom organizmu sastoje se od dvadeset razli¢itih aminokiselina. Izmedu
aminokiselina bilo istih ili razliCitih stvara se peptidna veza te nastaju dugacki lanci
bjelanevina. Aminokiseline su krajnji proizvod razgradnje i apsorpcije bjelanevina u
probavnom sustavu. Jetra ima funkciju u deaminaciji aminokiselina. Deaminacija je proces u
kojem se uklanja aminoskupina iz aminokiselina te amino skupinu prima a-keto Kiselina (2).
Keto kiseline su organski spojevi koji sadrze karboksilnu i keto skupinu pripojene na lanac
ugljikovih atoma. One su biokemijske preteCe za biosintezu aminokiselina, ali i primarni
produkt njihove deaminacije. L-aminokiselinske deaminaze i L-aminokiselinske oksidaze
enzimi su koji sadrze flavin kojim kataliziraju oksidativnu deaminaciju aminokiselina pri cemu
nastaju odgovarajuce a-keto kiseline i amonijak (7). Uz amonijak koji tako nastaje u jetri,
amonijak stvaraju i crijevne bakterije u debelom crijevu. Amonijak nastao u crijevu, apsorbira
se u portalni krvotok te dospijeva u jetru, gdje se zajedno sa lokalno stvorenim amonijakom
pretvara u ureju (karbamid). Ureja je glavni krajnji produkt katabolizma dusika u ljudi, a
njenom sintezom sprecava se toksi¢an u¢inak amonijaka. Sinteza ureje ciklicki je proces, te se

dio sinteze odvija u mitohondriju a dio u citosolu (6). Jetra otpusta sintetiziranu ureju u

cirkulaciju, a potom se ureja izlu¢uje iz organizma putem bubrega.




Slika 5. Reakcije i meduprodukti u biosintezi ureje. Preuzeto ; Robert K.Murray, David
A.Bender, Kathleen M.Botham, Peter J.Kennedly, Victor W. Rodwell i P.Anthony Weil.
Harperova ilustrirana biokemija. 28 izd; Zagreb ,Medicinska naklada ; 2011., str.244

Jetra stvara sve bjelan¢evine plazme, 0sim gama-globulina. Dnevno moze proizvesti od 15 do
50 grama plazmatskih bjelancevina. Tijekom gubitka plazmatskih bjelancevina zbog ne
hepati¢nih uzroka, jetra moze povecati ukupnu masu kako bi pojatanom sintezom bjelancevina

nadoknadila njihov manjak (2).
2.4 Ostale metaboli¢ke funkcije jetre

Jetra pohranjuje vitamine A, B i D te tako smanjuje moguénost nastanka hipovitaminoze i
avitaminoze ako je dnevni unos tih tvari manji od trenutnih potreba. Takoder pohranjuje Zeljezo
u obliku feritina jer hepatociti sadrZe velike koli¢ine bjelancevine apoferitina koja reverzibilno
veze zeljezo, te pri nedostatku Zeljeza dolazi do otpustanja zeljeza iz jetre u cirkulaciju. Jetra
stvara faktore potrebne za zgruSavanje krvi. Koagulacijski ¢imbenici koji se stvaraju u jetri su
fibrinogen, protrombin, proakcelerin 1 faktor VII. Za metaboli¢ke procese u jetri pri kojima se
stvaraju neke od ovih tvari, posebice protrombin i faktori VII, IX ,X, nuzan je vitamin K. Pri
nedostatku vitamina K koncentracija tih sastojaka krvi toliko se smanji da je zgrusavanje krvi

gotovo nemoguce (2).
3.KSENOBIOTICI

Pojam ksenobiotik podrazumijeva svaku tvar koja je ,,strana“ tijelu. Ljudi su svakodnevno
izloZeni razliCitim ksenobioticima, a nalaze se u zraku, tlu, vodi, biljkama i zivotinjama.
Tehnoloski napredak u 20. stolje¢u doveo je do razvoja mnogih spojeva koji se koriste za
poboljsanje svakodnevnog Zivota kao $to su: antibiotici, pesticidi, bojila i aditivi koji se ne
moraju nuzno prirodno pojaviti u okolisu ili ¢ije su prirodne koncentracije znac¢ajno razlicite od
onih uzrokovanih antropogenim djelovanjem. Ksenobiotici su klasificirani kao pesticidi,
farmaceutski spojevi, proizvodi za osobnu njegu, nedopustene droge, industrijski proizvodi i
nuklearni otpad. Pesticidi kao §to su herbicidi, fungicidi i rodenticidi, Stetni su za zivotinje kao
i za ljude, uzrokujuéi rak, iritaciju pluca ili neuroloske poremecaje (6,8). Ksenobiotici su
prisutni u hrani koju svakodnevno konzumiramo u obliku konzervansa. Konzervansi

usporavaju biolosku 1 kemijsku razgradnju hrane te tako produzuju rok trajanja (9).
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Slika 6. Prikaz ksenobiotskih spojeva. Preuzeto; Tea Stefanac, Dijana Grgas, i Tibela Landeka
Dragicevi¢. Xenobiotics—Division and Methods of Detection. [Internet]
21.8.2021,[citiran0:23.05.2022];Dostupno:
https://www.ncbi.nIm.nih.gov/pmc/articles/PMC8628977/

Mnogi ksenobiotici potencijalno su $tetni za ljudski organizam zbog njihove fizikalno-kemijske
strukture. Ksenobiotici su uglavnom molekule male molekularne mase, ionizirane molekule,
topljive u vodi, lipofilne su, polarne i hlapljive, zbog ¢ega ih je tesko identificirati, kvantificirati

i ukloniti iz organizma ljudi (6,8).
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Slika 7. Prikaz strukture odredenih ksenobiotika. Preuzeto; Tea Stefanac, Dijana Grgas, i
Tibela Landeka Dragicevi¢. Xenobiotics—Division and Methods of Detection. [Internet]
21.8.2021,[citiran0:21.05.2022];Dostupno:
https://www.ncbi.nIm.nih.gov/pmc/articles/PMC8628977/

Slika 7 prikazuje Cetiri skupine ksenobiotika. Prva skupina su konzervansi u koje ubrajamo
metilparaben koji po kemijske strukturi pripada esterima i bronidox koji po kemijskoj strukturi
pripada eterima. Druga skupina prikazuje spojeve koji sudjeluju u proizvodnji plasti¢nih
proizvoda (plastifikatori). Tu imamo predstavnike bisfenol-A koji nastaje povezivanjem dvije
molekule fenola i jedne molekule acetona. Drugi predstavnik u ovoj skupini je bis(2-etilheksil)-
ftalat koji pripada skupini estera. Treca skupina prikazuje spojeve koji se koriste u proizvodnji
proizvoda za osobnu njegu. Predstavnici ove skupine su tonalid ili 1-(3,5,5,6,8,8-heksametil-
6,7-dihidronaftalen-2-il) etanol i galaksolid. Cetvrta skupina prikazuje boje i pigmente, a
predstavnici su 3,3 diklorbenzen i 4,4 dimetil (2-klorobenzenamin) (8). Ulazak ksenobiotika u
organizam moguc¢ je preko koze, sluznica oka, diSnog i probavnog sustava. Moze nastati lokalni
ucinak ili se tvar apsorbira i nastaje sustavna toksicnost koja se ocituje oStecenjem udaljenih

stanica, tkiva ili organa. Put izloZenosti moze biti subkutani, intramuskularni, intravenski i
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peritonealni. Apsorpcija ksenobiotika u organizam najcesce se odvija pasivnom difuzijom, no
uz nju postoji jo$ nekoliko nadina unosa tvari, a to su: olakSanom difuzijom, aktivnim
transportom i endocitozom. Podjela prema izlozenosti toksi¢noj tvari moze biti akutna,
subakutna (kratkotrajna opetovana) i kroni¢na. Akutna toksi¢nost obi¢no se utvrduje u

pokusima sa zZivotinjama i izrazava se srednjom smrtonosnom dozom za odredeni put unosa

(12).

Izlozenost Mijesto Ucinak Tvar
akutna lokalna korozija koze metilamin
ozljeda pluca klorovodik
sustavna bubrezno ostecenje Ziva
neurotransmisija antikolinesteraze
mije$ana ozljeda pluéa i methemoglobinemija  dusikovi oksidi
kratkotrajna opetovana lokalna senzibilizacija koze etilendiamin
senzibilizacija plu¢a toluen-diizocijanat
ulceracija nosnog septa kromati
sustavna neurotoksicnost akrilamid
ostecenije jetre arsen
mijeSana nadrazaj diSnoga trakta i piridin
neuropsihijatrijski poremecaj
kroni¢na lokalna bronhitis sumporni dioksid
angiosarkom jetre vinil-klorid
sustavna leukemija benzen
mijesana emfizem i oste¢enje bubrega kadmij
pneumonitis i neurotoksi¢nost mangan

Slika 8. Prikaz podijele ksenobiotika prema izloZenosti, prema mogué¢em mjestu djelovanja i

kona¢nom ucinku u organizmu. Preuzeto : Stjepan Gamulin, Matko Marusi¢, Zdenko Kovac,

udzbenik Patofiziologija. 8 izd; Zagreb; Medincinska naknada

4. DETOKSIKACIISKA ULOGA JETRE

Detoksikacija je proces u kojim se ksenobiotici u organizmu metaboliziraju, te u konaénici
izluCuju iz organizma. U tom procesu kljuénu ulogu ima jetra (10). U hepatocitima postoji
najmanje 30 razli¢itih skupina enzima koji kataliziraju reakcije metabolizma ksenobiotika (6).
Osnovni princip detoksikacije ukljucuje reakcije prvog reda i reakcije drugog reda, koje se
odvijaju u parenhimu jetre. U reakcije prvog reda pripadaju procesi oksidacije, redukcije i
hidrolize, kojima se odredena tvar pri prolasku kroz jetru bioloski inaktivira, no u pojedinim
Reakcije drugog reda predstavljaju kemijsko spajanje prethodno metabolizirane strane tvari sa

spojem normalno prisutnim u organizmu, najéeS¢e sa glukoronskom kiselinom, sulfatom,
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metilnom skupinom ili taurinom. Konjugacija je proces u kojem se otrov spaja s nekim drugim
spojem da postane manje toksic¢an. Ovi procesi sluze da se otrov u metabolizmu promijeni u
manje toksican spoj od svog mati¢nog spoja, te da tvari postanu topljive u vodi i tako se izlu¢uje
iz organizma putem mokracée (11). Polarne molekule su topljive u vodi te se izluCuju putem
mokrace 1 zuci, te ne pokazuju sklonost nakupljanja u tijelu. S druge pak strane, nepolarne su
molekule lipofilne. Zbog ¢ega s lako¢om prolaze kroz stani¢ne membrane i ulaze u masno tkivo,
pa pokazuju sklonost nakupljanju u tijelu. Obrana organizma od nakupljanja lipofilnih
molekula je biotransformacija tih molekula pomocu reakcija drugog reda, ¢ime se povecava

polarnost, odnosno smanjuje lipofilnost molekula (12).

l. stupnja Il. stupnja
oksidacija aromatski sulfatacija
alifatski
heterociklicni glukuronidacija
alicikli¢ni konjugacija s glutationom
N-hidroksilacija acetilacija
dealkilacija konjugacija s
aminokiselinama
redukcija azo metilacija
nitro
hidroliza estera, amida,
hidrazida
dehalogenacija

Slika 9. Prikaz reakcija 1 i 2 reda u procesu biotransformacije ksenobiotika. Preuzeto :
Stjepan Gamulin, Matko Marusi¢, Zdenko Kova¢, udzbenik Patofiziologija.8 izd; Zg.;

Medicinska naknada

4.1 Reakcije | reda

U reakcije prvog reda pripadaju oksidacija, redukcija i hidroliza. Oksidaciju vecine stranih tvari
u organizmu kataliziraju enzimi monooksigenaze koji se nalaze u glatkom endoplazmatskom
retikulumu, a jo§ su poznati pod imenom mikrosomalni enzimi. Drugi enzimi ukljuceni u
oksidaciju ksenobiotika nalaze se u drugim organelima kao $to su mitohondriji i citosol.
Aminoksidaze su smjestene u mitohondrijima, a ksantin oksidaza, alkoholna dehidrogenaza u
citosolu. U oksidaciju stranih tvari mogu biti ukljuceni sustav prostaglandin sintetaza i razne

druge peroksidaze. Mikrosomalne oksidacije mogu se podijeliti na aromatsku hidroksilaciju;
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alifatsku hidroksilaciju; aliciklicku hidroksilaciju; heterociklicku hidroksilaciju; N-, S- i O-
dealkilaciju; N-oksidaciju; N-hidroksilaciju; S-oksidaciju; odsumporavanje; deaminaciju; i
dehalogeniranje. Oksidacije koje ne pripadaju mikrosomskim oksidacijama mogu se podijeliti
na oksidaciju amina, oksidaciju alkohola i aldehida, dehalogenaciju, oksidaciju purina i
aromatizaciju. Enzimi odgovorni za redukciju mogu se nalaziti i u frakciji mikrosoma i u
frakciji citosolnih enzima. Reduktaze prisutne u bakterijskoj mikroflori gastrointestinalnog
trakta takoder mogu imati vaznu ulogu u metabolizmu ksenobiotika. Postoji niz razli¢itih
reduktaza, koje mogu katalizirati redukciju azo i nitro spojeva. Azo-reduktaze i nitro-reduktaze
crijevnih bakterija, citokrom P-450 i citokrom P-450 NADPH reduktaza u jetri i drugim tkivima
mogu ukloniti nitro i azo skupine u uvjetima niske koncentracije kisika. Redukciju nitro skupina
takoder mogu katalizirati mikrosomalne reduktaze 1 crijevni bakterijski enzimi. Redukcija
prolazi kroz nekoliko faza kako bi se dobio potpuno reducirani primarni amin. Meduprodukti

su nitrozobenzen i fenilhidroksilamin, koji su takoder reducirani u mikrosomskom sustavu (11).

NH,
NHQ—‘<<;\/\- N=N 4@ SO,NH;

Prontosil l
l NO, NH,
NH:‘\/ a /)\\
/ \ 7\ | g, ndyl g |
NH, M-NH, + NH, SO,NH; S -
\:/ —
Nitrobenzene Aniline

Sulphanilamide
(A) ¢ (B)

Slika 10. Prikaz redukcije amina kroz nekoliko koraka. (A) Redukcija azo skupine u
prontosilu i (B) redukcija nitro skupine u nitrobenzenu. Preuzeto: John Timbrell, author.
Informa Healthcare, editor. Informa Healthcare USA, Inc.: Principles of biochemical
toxicology, editors, and publishers [Internet]. Fourth edition. Includes bibliographical
references and index [azurirano 2008.; citirano 2009.] Dostupno:

www.informahealthcare.com
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Slika 11. Prikaz reakcije oksidacije u kojoj iz hipoksantina nastaje mokra¢na kiselina pomoc¢u
koje se izlu¢uju amonijevi ioni iz organizma. Preuzeto: John Timbrell, author. Informa
Healthcare, editor. Informa Healthcare USA, Inc.: Principles of biochemical toxicology,

editors, and publishers [Internet]. Fourth edition. Includes bibliographical references and

index [azurirano 2008.; citirano 2009.] Dostupno: www.informahealthcare.com

Esteri, amidi, hidrazidi i karbamati mogu se metabolizirati hidrolizom. Enzimi, koji kataliziraju
ove hidroliticke reakcije, karboksilesteraze i amidaze, najée$ée se nalaze u citosolu, ali mogu
biti i mikrosomalne esteraze i amidaze, te se neke nalaze i u plazmi. Razli¢iti enzimi imaju
razli¢ite specifi¢nosti za supstrat, ali karboksilesteraze imaju amidazno djelovanje, a amidaze
esterazno djelovanje. Dvije razli¢ite aktivnosti stoga mogu biti dio iste ukupne aktivnosti.

Peptidaze kao §to je tripsin su takoder vazni hidroliti¢ki enzimi (11).
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Slika 12. Prikaz reakcija hidrolize. (A) Hidroliza estera prokaina. (B) Hidroliza amida
prokainamida. Preuzeto: John Timbrell, author. Informa Healthcare, editor. Informa
Healthcare USA, Inc.: Principles of biochemical toxicology, editors, and publishers [Internet].
Fourth edition. Includes bibliographical references and index [aZurirano 2008.; citirano 2009.]

Dostupno: www.informahealthcare.com

4.1.1 Sustav enzima citokrom P450

Vedinu reakcija prvog reda katalizira monooksigenazni enzimski sustav citokrom P-450 (11).
CYP (citokrom P450) je skupina hemoproteina koji se sastoje od 400 do 500 aminokiselina po
sekvenci i jedne prosteticke skupine hema u aktivnom mjestu. Postoje 104 jedinstvene strukture
CYP-a koje su pohranjene u Banci podataka o proteinima (PDB, prema engl. protein dana
bank). Svi enzimi sustava citokrom P450 u svojoj strukturi sadrze hem sa atomom Zeljeza u
aktivnom enzimskom mjestu. Zajednicke karakteristike tercijarne strukture svih enzima iz ovog
enzimskog sustava su prisustvo 12 a-uzvojnica (oznacenih slovima A-L) te Cetiri B-nabrane
ploce. Strukture CYP-a prikazane su naslici 13., te su neki kljucni strukturni elementi prikazani

na primjeru enzima CYP101 (17).

CYP2C9 CYP3A4
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Slika 13. Prikaz strukture enzima citokroma P450. Preuzeto; Mingzhe Zhao, Jingsong Ma,
Mo Li, Yingtian Zhang, Bixuan Jiang, Xianglong Zhao, Cong Huai, Lu Shen, Na Zhang, Lin
He i Shengying Qin: Cytochrome P450 Enzymes and Drug Metabolism in Humans. [Internet]

26.11.2021[citiran0:19.7.2022]; Dostupno na: https://www.mdpi.com/1422-
0067/22/23/12808

Posebna strukturna karakteristika citokroma P450 je mogucénost prilagodbe supstratima
razli¢itih molekularnih veli¢ina i oblika. Veli¢ine i oblici supstrata za enzime citokroma P450
vrlo su razli¢iti. Supstrati ulaze u aktivno enzimsko mjesto u blizini sekundarnin F i G
uzvojnica, Sto je glavna ulazna tocka za supstrate u mnogim enzimima citokroma P450.
Strukturne razlike regija F i G uzvojnice u CYP su odgovorne za specifi¢nost prema pojedinom

supstratu.

Enzimski sustav citokrom P450 je smjesten u glatkom endoplazmatskom retikulumu stanice.
Enzimi ovog sustava prvotno su izolirani iz takozvane mikrosomalne frakcije stanica, koja je
artefakt sastavljen od fragmenata endoplazmatskog retikuluma nastalin  prilikom
homogenizacije stanica 1 frakcioniranja diferencijalnim ultracentrifugiranjem. Takve
mikrosomalne vezikule su fragmenti endoplazmatskog retikuluma u kojem se zadrzava vecina
enzimske aktivnosti. Stoga se enzimski sustav citokrom P450 izvorno nazivao sustav
mikrosomalnih enzima, odnosno mikrosomalni enzimi, no taj se naziv u novije vrijeme sve vise
napusta. Endoplazmatski retikulum je sastavljen od uvijene mreze kanala i stoga ima veliku
povrsinu. Osim citokroma P-450 i metabolizma stranih spojeva, endoplazmatski retikulum ima
mnoge druge enzime i funkcije. To ukljucuje sintezu proteina i triacilglicerida, te druge aspekte
metabolizma lipida i masnih kiselina. Specifiéni enzimi prisutni na endoplazmatskom
retikulumu ukljucuju kolesterol esterazu, azo reduktazu, glukuronozil transferazu, NADPH
citokrom P-450 reduktazu , NADH citokrom b5 reduktazu i citokrom b5. Monooksigenaza koja
sadrzi FAD takoder se nalazi u endoplazmatskom retikulumu. Sustav monooksigenaze
citokroma P-450 je skup izoenzima, od kojih svi posjeduju protoporfirin IX sa atomom zeljeza
kao prosteti¢ku skupinu. Enzim je vezan na membranu unutar endoplazmatskog retikuluma.
Citokromi P-450 usko su povezani s drugim vitalnim sustavom enzima sustavom NADPH
citokrom P-450 reduktaze. Ovaj enzim je flavoprotein, koji sadrzi FAD i FMN u omjeru 1:1.
Enzim prenosi dva elektrona na citokrome P-450, no pojedina¢no. Postoji vezno mjesto za
NADPH citokrom P-450 reduktazu i citokrom b5 te nekoliko mjesta za vezanje supstrata.
Segment koji veze hem ukljucuje cisteilni ostatak, uobicajen za citokrome P-450 u mnogim

vrstama. Fosfolipidi su takoder potrebni u kompleksu enzima za cjelovitost cjelokupnog
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kompleksa i meduodnos izmedu citokroma P-450 i reduktaze. Pojedina¢ne komponente mogu
se odvojiti, a rekonstitucija tin komponenti rezultira funkcionalnim enzimom. Kataliti¢ki ciklus
u reakcijama biotransformacije ukljucuje najmanje Cetiri razli¢ita koraka: 1. dodatak supstrata
enzimu, 2. donacija elektrona, 3. dodavanje kisika i preuredenje, 4. donacija drugog elektrona
I gubitak vode. Citokromi P-450 mogu se na¢i u drugim organelama isto kao u glatkom
endoplazmatskom retikulumu ukljuujué¢i grubi endoplazmatski retikulum 1 jezgrinu
membranu. U nadbubreznoj zlijezdi se takoder nalazi u mitohondrijima, iako su ovdje
adrenodoksin i adrenodoksin reduktaza dodatni specifi¢ni enzimi u cjelokupnom sustavu, koji
u nadbubreznoj zlijezdi sluzi za sintezu adrenalnih steroida. Iako jetra ima najvecu
koncentraciju ovih enzima, citokromi P-450 prisutni su skoro u svim tkivima. Sustav citokroma
P-450 izuzetno je mocan enzimski sustav jer se sastoji od mnogi izoenzima ili izoformi, a
kodiran je velikom obitelji gena koja je izraZzena u mnogim tipovima stanica i prisutna u mnogo
razli¢itih vrsta. Do sada je klonirano vise od 300 cDNA molekula ovih gena, a za genske
produkte pokazano je da kataliziraju vise od 60 razli¢itih grupa kemijskih reakcija. Ovako
veliki broj enzimskih izoformi objasnjava mnostvo razli¢itih kataliziranih reakcija i supstrata
koji mogu biti metabolizirani sustavom citokrom P-450. Pojedini izoenzimi se mogu razdvojiti
kromatografskim i elektroforetskim tehnikama, a sekvence pripadnih odsje¢aka DNA odrediti
sekvencioniranjem. Izrazenost pojedinog izoenzima moze varirati s obzirom na vrstu stanica i
tkiva unutar organizma. Nadalje, udjeli izoenzima u odredenom tkivu mogu se mijenjati kao
odgovor na prisustvo pojedinog supstrata. Razli¢iti izoenzimi su kodirani razli¢itim genima, a

nomenklatura koja se trenutno koristi prikazana je u tablici broj 1(11).

Tablica 1. Prikaz izoenzima enzimskog sustava citokrom P-450. Preuzeto: John Timbrell,
author. Informa Healthcare, editor. Informa Healthcare USA, Inc.: Principles of biochemical
toxicology, editors, and publishers [Internet]. Fourth edition. Includes bibliographical

references and index [azurirano 2008.; citirano 2009.] Dostupno: www.informahealthcare.com
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Isozyme Substrate examples Reactions

CYP1A1 benzo[a]pyrene hydroxylation
7-ethoxyresorufin O-de-ethylation
CYP1A2 acetylaminofluorene N-hydroxylation
Phenacetin O-de-ethylation
CYP2A1 testosterone 7-n-hydroxylation
CYP2A2 testosterone 15-u-hydroxylation
CYP2A3
CYP2B1 hexobarbital hydroxylation
7-pentoxyresorufin O-de-ethylation
CYP2B2 7-pentoxyresorufin O-de-ethylation
7,12-dimethylbenzanthracene 12-methyl hydroxylation
CYP2C S-mephenytoin hydroxylation
CYP2D debrisoquine alicyclic hydroxylation
CYP2E1 p-nitrophenol hydroxylation
Aniline hydroxylation
CYP3A ethylmorphine N-demethylation
aminopyrine N-demethylation
CYP4A1 lauric acid ¢-hydroxylation
lauric acid @-1-hydroxylation

Izoenzimi sustava citokrom P-450 su grupirani u obitelji temelju primarne sekvence
aminokiselina. Postoje Cetiri glavne obitelji gena vazne u metabolizmu ksenobiotika: CYP1,
CYP2iCYP3iCYP4. Osim klju¢ne uloge u metabolizmu ksenobiotika, pripadnici ovih obitelji
ukljuceni su 1 u metabolizam lipida. Ovi izoenzimi prvenstveno su prisutni i u hepatocitima.
Unutar ovih obitelji postoje ¢etiri podobitelj CYP1A, CYP3A, CYP4A, osim CYP2, koja ima
pet podobitelji A, B, C, D i E. Cetiri obitelji CYP17, CYP19, CYP20 i CYP22 kodiraju za P-
450 koji su ukljuceni u biosintezu steroida i nalaze se uglavnom u ekstrahepaticnim tkivima.
Mitohondrijski P-450 je CYP11. Ljudi imaju najmanje 40 razliitih enzima citokroma P-450
(12).

4.1.2 Polimorfizmi gena za enzime sustava citokrom P450

Postoje razlike u izraZzenosti i aktivnosti sustava enzima citokrom P450 medu pojedincima.
Razlog tomu je postojanje velikog broja polimorfizama CYP gena, odnosno veceg broja alela
za pojedini izoenzim, ¢ija ucestalost varira izmedu razli¢itih populacija. Najve¢i broj alelnih
varijanti opisan je za CYP2D6 (63 alela), CYP2B6 (28 alela) i CYP2A6 (22 alela). CYP2DG6 je
najcesca varijabilna izoforma, koja je ukljuc¢ena u metabolizam gotovo 25% svih lijekova koji
se danas upotrebljavaju. Varijante gubitka funkcije i varijante povecanja funkcije dvije su
glavne vrste genetske varijacije u CYP genima. Dvije glavne skupine alela CYP gena su

varijante (aleli) koji dovode do gubitka ili slabljenja funkcije enzima, te varijante koje kodiraju

18



enzime sa pojacanom enzimskom aktivno$¢u. Varijante s gubitkom funkcije ¢esto utjecu na
izrazaj CYP gena, te mogu smanjiti eliminaciju pojedinog lijeka ili toksina u organizmu. S
druge strane, varijante sa pojaanom enzimskom aktivno$éu mogu vrlo brzo metabolizirati
lijekove u njihovih nosioca, zbog ¢ega pojedini lijekovi u takvih osoba postaju slabije u¢inkoviti
pri odredenoj dozi. S obzirom na to, postoje Cetiri osnovne vrste fenotipskog ocitovanja
varijanti CYP gena: spori metabolizatori (PM, prema engl. poor metabolizers), srednje brzi
metabolizatori (IM, prema engl. intermediate metabolizers), brzi metabolizatori (EM, prema
engl. extensive metabolizers) i ultrabrzi metabolizatori (UM, prema engl. ultra-rapid
metabolizers). PM obi¢no pate od viSe nuspojava pri normalnoj dozi lijeka, zbog potpune
delecije gena koja uzrokuje potpuni gubitak aktivnost enzima. IM su heterozigoti za specificne
varijante alela u kojih je prisutna delecija. EM imaju dva funkcionalno kompetentna alela. UM
s dva ili viSe aktivnih gena na istom alelu ¢esto uopée ne reagiraju na lijekove u normalnoj dozi
zbog izuzetno brzog metaboliziranja lijeka. Stoga odredivanje genetskih polimorfizama CYP
gena moze imati vaznu ulogu u optimizaciji lije¢enja lijekovima s obzirom na u¢inkovitost i
predvidanje nuspojava. Osim genskih polimorfizama, postoje i epigenetski mehanizmi koji
utjecu na aktivnost pojedinih izoformi CYP sustava. Epigenetski mehanizam predstavlja DNA
metilacija, koja moZe regulirati ekspresiju CYP gena modifikacijom promotorske regije gena.
Metilacija DNA moze utjecati na ekspresiju nekih CYP gena, posebno onih koji su ukljuceni u
metabolizam endogenih spojeva. Na metabolizam lijeka posredovanog CYP-om takoder mogu
utjecati pojedini unutarnji ¢imbenici (dob i prisustvo bolesti) te i vanjski (okoli$ni) ¢imbenici
(prehrana i pusSenje), kao i komedijacija pojedinim enzimskim supstratom (indukcija enzima
drugim supstratom ili kompetitivna inhibicija), a svi mogu biti vazni za predvidanje kako ¢e
pojedinac reagirati na lijek. Vecina lijekova koji djeluju na sredi$nji zivCani sustav
metaboliziraju se putem CYP-a, posebno obitelji CYP2. Izrazaj pojedini CYP-ova iz obitelji
CYP2 mijenja se starenjem. CYP2D6 cCesto je slabo izrazen pri rodenju, a njegov izrazaj
postupno raste s godinama dok ne dosegne najvise razine u dobi od 65 godina. CYP-ovi koji
metaboliziraju antitumorske lijekove mogu biti prekomjerno izrazeni u tumorskim stanicama,
zbog njihove ukljucenosti u fiziologiju i patologiju tumora, kao §to je npr. prekomjerni izrazaj
CYP2A6 u karcinomima jetre. Struktura CYP-ova ima brojna alostericka mjesta, na koja se
pojedine molekule mogu specifi¢no vezati, te time pojacati ili zakocCiti enzimsku aktivnost.
Indukcija enzimske aktivnosti je proces koji je ¢est medu enzimima sustava citokrom P450
ukljucenima u oksidaciju ksenobiotickih kemikalija. Postoji nekoliko glavnih sustava ukljuceni
u indukciju CYP. Inhibicija CYP opcenito je ¢esca od indukcije (tablica 2). CYP moze umanjiti

biotransformaciju ili klirens gotovo svih klini¢ki koristenih lijekova, uzrokujuc¢i povecanje
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razine lijeka u plazmi i povecavajuci vjerojatnost za nuspojave. Inhibicija CYP-a moze se
kategorizirati u dvije osnovne vrste: reverzibilna inhibicija 1 ireverzibilna inhibicija.
Reverzibilna inhibicija ukljucuje kompetitivnu inhibiciju, nekompetitivnu inhibiciju. Klju¢na
razlika izmedu kompetitivne inhibicije i nekompetitivne inhibicije je u tome $to u kompetitivnoj
inhibiciji, vezanje inhibitora za aktivno mjesto enzima sprjecava vezanje ciljnog supstrata za to
mjesto, dok u nekompetitivnoj inhibiciji inhibitor se veze samo na kompleks enzima i supstrata.
Ireverzibilna inhibicija je druga vrsta inhibicije CYP-a, u kojoj se inhibitor veze s enzimom
snaznom kovalentnom vezom i inhibira aktivnost enzima (17).

Tablica 2. Prikaz funkcija ljudskih CYP obitelji. Preuzeto : Mingzhe Zhao, Jingsong Ma, Mo
Li, Yingtian Zhang, Bixuan Jiang, Xianglong Zhao, Cong Huai, Lu Shen, Na Zhang, Lin He i
Shengying Qin: Cytochrome P450 Enzymes and Drug Metabolism in Humans. [Internet]
26.11.2021  [citirano:  19.7.2022]; Dostupno  na:  https://www.mdpi.com/1422-
0067/22/23/12808

CYP Family Primary Functions Subfamilies Genes
1 drug metabolism 3 3
drug /steroid
2 metabolism 13 16
3 drug metabolism 1 4
4 arach}dnmc ac1d_/ 5 12
fatty acid metabolism
_ thromboxane
5 1 1
synthase
steroid
y 7o-hydroxylase Z 2
bile acid biosynthesis;
8 . 2 2
prostacyclin synthase
11 steroid biosynthesis 2 3
steroid
7 7o-hydroxylase ! !
19 aromatase 1 1
function not
20 determined 1 !
21 steroid biosynthesis 1 1
vitamin D
2 deactivation ! !
2% retinoic acid 3 3
hydroxylase
77 b}le ac_ld blosyr_mthe_sls; 3 3
vitamin D3 activation
function not
39 determined 1 1
cholesterol
46 1 1
24-hydroxylase
51 lanosterol 1 1

14o-demethylase
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4.2 Reakcije 2 reda

U reakcije 2 reda pripada konjugacija. Reakcijama konjugacije ksenobioticima se dodaju
polarne skupine endogenih spojeva koji su u organizmu prisutni u velikoj koli¢ini. Reakcije 2
reda se brze odvijaju od reakcija 1 reda (11). Konjugati su polarne molekule, najéesée inaktivne,
koje se lako izlu¢uju zbog svoje topljivosti u vodi. Za stvaranje konjugata potrebni su specifiéni
prijenosni enzimi i visokoenergijski meduprodukti. Specificni prijenosni enzimi (transferaze)
mogu biti smjesteni u mikrosomima ili u citoplazmi. Najzastupljeniji je uridin 5™-difosfat-
glukuronoziltransferaze (UGT). Ovi mikrosomski enzimi kataliziraju spajanje aktivirane
endogene tvari s endogenim spojem poput bilirubina, krajnjeg produkta metabolizma hema ili
lijekovima. Devetnaest gena uridin 5 -difosfat-glukuronoziltransferaze kodira UGT-proteine
uklju¢ene u metabolizam lijekova 1 ksenobiotika. Poput UGT postoji 11 humanih
sulfotransferaza (SULT) koje kataliziraju sulfaciju supstrata rabe¢i 3 -fosfoadenozin 5*
fosfosulfat kao endogeni donor sulfata. U metabolizam ksenobiotika jo§ su ukljucene

citoplazmatske i mikrosomske glutation transferaze, leukotrieni i prostaglandini (13).

Slika 14. Biokemijski mehanizmi reakcija 2. reda, njihovi endogeni reaktanti i enzimi.

Preuzeto: Bertram G. Katzung, Temeljna i klinicka farmakologija. 14. izd; Zagreb:
Medicinska naklada ;2020
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4.2.1 Enzimi ukljuceni u reakcije 2 reda

Enzimi reakcije 2. reda kataliziraju dodavanje funkcionalni skupina kao §to su acetat, sulfat ili
glukuronat na molekule ksenobiotika prethodno podvrgnutih reakcijama 1. reda. Rezultirajuci
metaboliti ovih enzima ¢esto imaju znacajno veéu molekularnu tezinu od mati¢nih molekula uz
to $to su polarniji i hidrofilniji. Postoji nekoliko enzima: N-Acetiltransferaza, metiltransferaza,
sulfotransferaza, glukuronidaza. N-Acetiltransferaza citosolni enzim koji prenosi acetat iz acetil
CoA u primarne amine, sulfonamide i aromatske amine (14). Postoje reakcije katalizirane
razli¢itim izoformama metiltransferaza, koji su uglavnom citosolni enzimi, iako se neki nalaze
u endoplazmatskom retikulumu. Neki od ovih enzima vrlo su specifi¢ni za odredeni endogeni
spoj kao Sto je N-metiltransferaza, koja metilira histamin. Medutim, nespecificna N-
metiltransferaza postoji u plu¢ima i drugim tkivima, koja metilira vise razli¢itih endogenih
spojeva, kao i ksenobiotike koji sadrzavaju dusik u sklopu aromatskog prstena. Mikrosomalna
O-metiltransferaza takoder se nalazi u jetri sisavaca, a metilira fenole kao $to je paracetamol.
Metilacija je ukljuena i u odstranjivanje steroidnih hormona, pri ¢emu katehol-O-

metiltransferaza metilira 4-hidroksiestradiola i njegove derivate (8).
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Slika 15. Reakcije N-, O- i S-metilacije. Preuzeto: Tea Stefanac, Dijana Grgas, i Tibela
Landeka Dragicevi¢. Xenobiotics—Division and Methods of Detection. [Interent] 21.8.2021
[citirano: 21.05.2022]; Dostupno na:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articlessPMC8628977/

Enzimi iz skupine citosolnih sulfotransferaza (SULT) nalaze se u ljudskoj jetri, bubrezima,
crijevima i drugim tkivima. Ovi enzimi kataliziraju prijenos -SO3 skupine s 3'-fosfo-adenozil-
5'-fosfosulfata (PAPS) na nukleofilnu, hidroksilnu ili aminsku skupinu na molekulu
ksenobitika. Sulfotransferaze su stabilni kao dimeri, s visoko o¢uvanom domenom dimerizacije
u blizini C-kraja proteina. Istrazivanja kristalnih struktura ovih enzima pokazala su da njihove
molekule sadrze fleksibilna podru¢ja peptidnih petlji, od kojih se za jedno, smjesteno blizu
domene dimerizacije, smatra da tvori tzv. ,,vrata“ koja mijenjaju polozaj nakon §to se PAPS
veze na PAPS-vezno mjesto i tako omogucava pristup supstrata aktivnom mjestu enzima.
Takoder oksidacija i redukcija odredenih cisteinskih ostataka reverzibilno reguliraju vezanje
supstrata i PAPS ili PAP na enzim, moduliraju¢i tako sulfonaciju. Budu¢i da enzimi
sulfotransferaze imaju dva supstrata, ksenobiotik i PAPS, uobicajeno je za ove enzime govoriti
0 ,.prividnim*“ kinetickim konstantama koje ovise o0 koncentraciji ksenobiotika i PAPS-a.
Kinetika stvaranja proizvoda moze slijediti klasicnu Michaelis-Menten kinetiku, tipi¢no u
uskom rasponu koncentracija supstrata. U Sirokom rasponu koncentracija supstrata, uobicajeno

je promatrati djelomi¢nu ili potpunu inhibiciju supstrata sa sulfotransferaznim enzimima (15).

4.2.2 Stvaranje glukoronida
Stvaranje glukoronida je glavna reakcija konjugacije koja se javlja kod vecine vrsta s velikim
brojem supstrata, ukljucuju¢i i mnoge endogene tvari. Sastoji se od prijenosa glukuronske
kiseline u aktiviranom obliku uridin difosfata (UDPGA,; uridin difosfat glukuronska kiselina)
na hidroksilni, karboksilni, dusikov ,sumporov ili ugljikov atom. UDPGA nastaje u citosolu iz
glukoza-1-fosfata u reakciji koja se sastoji od dva koraka. Prvi korak dodavanje uridin difosfata,
a reakciju katalizira uridin difosfat glukoza pirofosforilaza, a drugi korak katalizira uridin
difosfat glukoza dehidrogenaza. Enzim koji katalizira reakciju konjugacije je UDP-
glukuronozil transferaza (UGT). Uridin difosfat glukuronozil transferaza postoji u vise oblika,

od kojih svaki ima razli¢ite specifi¢nosti za supstrata, iako se one mogu preklapati (8).
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Slika 16. Prikaz nastanka uridin difosfat glukuronske kiseline u dva koraka. Preuzeto: Tea
Stefanac, Dijana Grgas, i Tibela Landeka Dragi¢evié. Xenobiotics—Division and Methods of
Detection. [Interent] 21.8.2021 [citirano: 21.05.2022]; Dostupno na:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articlessPMC8628977/

......

bubrege i crijeva. Konjugacija s glukuronskom kiselinom ukljucuje reakcije nukleofilne
supstitucije. Konjugacija s hidroksilnim skupinama daje eter glukuronide, a s karboksilnim
kiselinama ester glukuronide. Amino skupine mogu se konjugirati izravno, kao u primjeru
anilina gdje konjugacijom nastaje anilin N-glukoronid. Ova reakcija takoder moze teé¢i preko
atoma kisika, kao $to je u primjeru N-hidroksiacetanilida gdje konjugacijom nastaje N-
hidroksiacetanilida glukoronid. lako je konjugacija glukuronida pri normalnim uvjetima
korisna, u nekim sluc¢ajevima stvaranje glukuronida moze biti uzrok toksi¢nosti. Primjer je N-
glukuronidna konjugacija aromatskog amina N-hidroksi-2-naftilamina, koji se potom izluc¢uje
urinom. Medutim u mokra¢nom mjehuru, zbog kiselosti mokrace spoj se spontano dekonjugira,
pri ¢emu nastaje vrlo reaktivni nitrenijev ion, koji reagira s DNK, a to stvara rizik za pojavu

karcinoma mokra¢nog mjehura (8).
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Slika 17. Glukuronidacija anilina i N-hidroksiacetanilid. Preuzeto : Tea Stefanac, Dijana
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Slika 18. Prikaz N-hidroksi glukuronidne konjugacije N-hidroksi-2-naftilamina i nastanak
reaktivnog nitrenijevog ion. Preuzeto: Tea Stefanac, Dijana Grgas, i Tibela Landeka
Dragicevi¢. Xenobiotics—Division and Methods of Detection. [Interent] 21.8.2021 [citirano:
21.05.2022]; Dostupno na : https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articless/PMC8628977/
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Glukuronidni konjugati se spontano disociraju na pripadne ione pri fizioloSkom pH. Time
postaju topljivi u vodi te se s toga mogu lako eliminirat iz organizma. Pored toga, oni su takoder
supstrati za transporter organskih aniona, koji je obilno izrazen na apikalnim membranama
hepatocita. Ovaj transporter konjugirane spojeve iz jetre izluCuje u zuc, $to je dodatni put za
izlu¢ivanje konjugiranih ksenobiotika. Kada dodu u tanko crijevo putem Zuci, takvi se konjugati
mogu cijepati djelovanjem enzima b-glukuronidaze kojeg stvaraju crijevne bakterije. Nastali
produkt moZe se reapsorbirati i transportirati natrag u jetru gdje se moze podvrgnuti daljnjem
metabolizmu. Takva enterohepati¢na recirkulacija moze dovesti do toksi¢nosti. U odredenim
reakcijama mogu se stvarati konjugati glukoze (glukozidi), a mehanizam je potpuno isti onome
koji sudjeluje u stvaranju glukuronida. Analozi purina i pirimidina mogu se konjugirati s

ribozom ili riboznim fosfatima kako bi nastali ribonukleotidi i ribonukleozidi (8).
4.3 Aktivacija ksenobiotika u jetri uz nastanak toksi¢nih spojeva

Postoje ksenobiotici koji se aktiviraju u jetri te postaju toksicni. Jedan od takvih ksenobiotika
je ugljikov tetraklorugljik (CCI4). CCH4 je bezbojna, bistra i hlapljiva tekuca tvar. Sastoji se od
atoma ugljika u srediStu na koji su vezana Cetiri atoma klora. CCI4 se Siroko koristio u
proizvodnji sredstava za ¢iSéenje, te u sredstvima za prskanje Zzitarica sve dok se nije otkrilo
njegovo toksicno djelovanje. Ulaz CCl4 u tijelo moguc¢ je kroz diSni sustav, gastrointestinalni
sustav te putem koze. Disni sustav je primarni nacin izlaganja, plu¢na apsorpcija CCl4
dospjelog u disni sustav je oko 60%. Stopa apsorpcije iz gastrointestinalnog trakta je brza i pod
velikim utjecajem prehrane (mast ili alkohol povec¢avaju apsorpciju CCl4 u crijeva). Nakon
izlaganja CCI4 Siri se u tijelu s najve¢om koncentracijom kroz jetru, mozak, bubrege, misice,
mast i krv. Prvi korak u obrani tkiva ili stanica od toksi¢nosti uzrokovane CCI4 je prijenos
jednog elektrona na C—Cl vezu pomocu citokroma P450. Ovo dovodi do stvaranja triklormetila
(«CCl13), koji je radikal i intermedijarni metabolit, te se brzo transformira u triklorometil
peroksilni radikal (¢OOCCI3) u prisutnosti kisika. Reaktivni slobodni radikali CCl4 iniciraju
peroksidaciju lipida. Lipidna peroksidacija je proces u kojem se odvijaju reakcije vezanja Kisika
s vi§e nezasi¢enim masnim kiselinama (PUFA) . Proizvodi peroksidacije lipida su vrlo reaktivni
1 pokazuju znacajne bioloSke ucinke koji, ovisno o njihovoj koncentraciji, uzrokuju selektivne
promjene u stani¢noj signalizaciji, proteinima i DNK oStec¢enjima, te citotoksi¢nosti. Proteini
lako stupaju u interakciju sa slobodnim radikalima zbog osjetljivosti aminokiselina koje imaju
pozitivan naboj u svojoj strukturi, a to su bazi¢ne aminokiseline. Proteini koji se sastoje od
aminokiselina cisteina, metionina i histidina osjetljivi su na oksidaciju hidroksilnog radikala.

Enzimi, gdje se te aminokiseline nalaze na pozicijama kriticnim za aktivnost enzima, pri
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interakciji sa slobodnim radikalima gube svoju enzimsku aktivnost. Osim slobodnih radikala
oksidacija proteina moze dovesti do promjena u trodimenzionalnoj strukturi proteina.
Reaktivne vrste kisika vazan su izvor osteCenja DNA koje uzrokuju kidanje niti i uklanjanja
nukleotida. Jetra je organ koji obavlja Sirok spektar funkcija, ukljucuju¢i biotransformaciju i
detoksikaciju endogenih i egzogenih Stetnih tvari. CCl4 pripada skupini hepatotoksina koji se
aktiviraju i postaju toksi¢ni nakon metaboliziranja u samoj jetri. CCI4 ulazi u hepatocite i stvara
slobodne radikale. Slobodni kisikovi radikali sudjeluju u lipidnoj peroksidaciji, $sto dovodi do
poremecaja jetreni struktura i oStecenja funkcije jetre. Razvojne faze osteenja jetre izazvane
CCl4 su: redukcija, dehalogenacija, pojaano vezanje radikala, inhibicija sinteze proteina,
nakupljanje masti, gubitak homeostaze kalcija, apoptoza i fibroza. CCl4 je vrlo hepatotoksican

i izaziva hepatocelularni karcinom, fibrozu i cirozu jetre (16).
5. METABOLIZAM ETANOLA

Etilni alkohol (etanol) najces¢i je ksenobiotik koji se unosi u organizam, a pokazuje niz
toksi¢nih u¢inaka. Nakon unosa kroz usta, etanol se apsorbira u krvotok kroz stijenku Zeluca i
crijeva. Jetra ima glavnu ulogu u metabolizmu etanola, zbog prisutnosti velikih koli¢ina enzima
vaznih za njegov metabolizam. U jetri se etanol metabolizira oksidativnim i neoksidativnim
putovima. Oksidativni put predstavlja glavni put metabolizma etanola i sastoji se od dva koraka.
U prvom koraku etanol se oksidira u acetaldehid pomoc¢u enzima alkohol dehidrogenaze
(ADH). ADH pretvara etanol u acetaldehid. Konzumacija etanola u velikim koli¢inama dovodi
do povecane ekspresije i aktivnost citokroma P450 2E1 (CYP2E1), ali ne i ADH. CYP2E1
takoder iz etanola stvara acetaldehid uz istodobnu proizvodnju velike koli¢ine reaktivnih
kisikovih radikala. Drugi korak u oksidativnom putu uklju¢uje brzu pretvorbu acetaldehida u
acetat pomocu aldehid dehidrogenaze (ALDH). U perifernim tkivima acetat se metabolizira u
uglji¢ni dioksid (CO2), masne kiseline (FA) i vodu (H20). Neoksidativni put odgovoran je za
manji dio metabolizma etanola. Mala koli¢ina etanola se neoksidativno konjugira u razne
endogene metabolite razli¢itim enzimima. Etanol konjugiran s glukuronskom kiselinom i
sulfatom stvara etil glukuronid (EtG) odnosno etil sulfat (EtS). Najpoznatiji toksi¢ni spoj koji
nastaje metabolizmom etanola je acetaldehid. Acetaldehid sve svrstava u genotoksi¢ne spojeve
buduci da uzrokuje tockaste mutacije DNA. Takoder acetaldehid se veze na razne proteine u
stanici i stvara hibridne molekule poznate kao adukti, koji narusavaju funkciju i strukturu jetre.
Ovi proteinski adukti pojacavaju ekspresiju CYP2E1 i pojac¢avaju oksidativni stres, Sto dodatno

pojacava etanolom posredovano ostecenje jetre (18).
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Slika 19. Prikaz oksidativnog i ne oksidativnog puta metabolizma etanola. Preuzeto: Jeongeun
Hyun, Jinsol Han, Chanbin Lee, Myunghee Yoon i Youngmi Jung: Pathophysiological
Aspects of Alcohol Metabolism in the Liver. [Interent] 27.5.2021 [citirano: 19.7.2022];

Dostupno na: https://www.ncbi.nIm.nih.gov/pmc/articles/PMC8197869/
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6. ZAKLJUCAK

Nakon apsorpcije iz probavnog sustava, vecina tvari prvotno dospijeva u jetru. Stoga u ovom
organu postoje brojne biokemijske reakcije kojima se potencijalno Stetne tvari inaktiviraju i
pretvaraju u metabolite pogodne za izluCivanje iz organizma. Ksenobiotici su anorganske tvari
koje su strane organizmu i u njemu se ne proizvode, no iz okoliSa mogu dospjeti u organizam.
U ksenobiotike spadaju razlic¢ite kemikalije i karcinogene tvari medu kojima su pesticidi i
insekticidi. Jetra je kljucna za procese detoksikacije organizma zahvaljuju¢i brojnim enzimima
u hepatocitima. Detoksikacijom se ksenobiotici transformiraju u manje reaktivne metabolite
koji se mogu eliminirati iz organizma putem bubrega ili crijeva. U procesu detoksikacije u jetri
razlikujemo dvije grupe biokemijskih reakcija, a to su reakcije prvog reda u kojima su strane
tvari bioloski inaktiviraju, te reakcije drugog reda u kojima se njihovi metaboliti konjugiraju s
endogenim tvarima ¢ime postaju topljivi u vodi. Reakcije prvog reda katalizira enzimski
monooksigenazni sustav citokrom P-450, koji je smjeSten u glatkom endoplazmatskom
retikulumu hepatocita. Reakcije drugog reda kataliziraju enzimi: N-Acetiltransferaza,

metiltransferaza, sulfotransferaza, glukuronidaza.
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