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Citokrom P450 i metabolizam
lijekova — znacenje i novosti
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A. Kovadiéa 1, 10000 Zagreb

UvOD

Hrana je izvor energije i gradevnih jedinica (ugljikohidrata, masti, bjelan¢evina)
te nutrijenata neophodnih za normalno funkcioniranje organizma (vitamini i mine-
rali). Prehranom se uz neophodne sastavnice unosi i niz tvari stranih organizmu —
ksenobiotika (gré. xenos — stran, bios — zivot). Evolucijski se razvio ¢itav niz enzimskih
sustava kojima je cilj te strane tvari prevesti (metabolizirati) u vodotopljiv oblik pogo-
dan za izlu¢ivanje. Dominantni enzimi u metabolizmu ksenobiotika, a time i lije-
kova, su citokromi P450*. Udio citokroma P450 u ukupnom metabolizmu lijekova
je 74 %, nakon ¢ega slijede uridin-difosfat-glukuronozil transferaze (UGT) s 15 %
(1). P450 enzimi su najznacajniji enzimi u reakcijama I faze (oksidacije i redukcije),
a UGT enzimi u reakcijama II faze (konjugacije). Visokom udjelu tih enzima u ukup-
nom metabolizmu pridonosi smjestaj na membranama endoplazmatskog retikuluma
pa tako produkt citokroma P450 postaje supstrat UGT-a.

Iz godine u godinu rastu spoznaje o metabolizmu, pa se tako i brojke o udjelu
pojedinih enzima u ukupnom metabolizmu mijenjaju. Rendi¢ i Guengerich (2015.)
su u nedavnoj studiji metaboli¢kih reakcija ksenobiotika zaklju¢ili da citokromi P450
sudjeluju u 95 % reakcija oksidacija i redukcija (slika 1.). Zanimljivo je da se udio
CYP3A potporodice smanjio (sa 46 % na 24 %), no i dalje P450 3A4 ostaje najzna-
¢ajniji P450 enzim s udjelom od 20 % (2).

U ovom je radu dan pregled reakcija kataliziranih najznacajnijim citokromima
P450, supstrata, inhibitora i induktora, s osvrtom na neuobicajene reakcije prouca-
vane tijekom posljednjeg desetlje¢a. Posebno su istaknuti marker supstrati koji se

* P450 je skraenica za citokrom P450.
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Slika 1. Udio citokroma P450 u reakcijama oksidacija i redukcija, temeljen na broju reakcija koje
kataliziraju pojedini enzimi (Skraéenice: P450 - citokrom P450, AKR - aldo-keto reduktaze,
FMO - flavinmonooksigenaze, MAQ — monoaminoksidaze} (2).

gotovo isklju¢ivo metaboliziraju djelovanjem jednog citokroma P450. Stoga je bio-
transformacija marker supstrata odraz metabolicke aktivnosti isklju¢ivo jednog, pro-
matranog enzima.

P450 1A2

Enzim P450 1A2 eksprimiran je primarno u jetri s udjelom od 6-12 % i viso-
kom varijabilnos¢u do 40 puta. Lista supstrata je ekstenzivna te ukljucuje klozapin,
ciklobenzaprin, duloksetin, luvoksamin, haloperidol, imipramin, meksiletin, nabu-
meton, naproksen, olanzapin, riluzol, takrin, teofilin, tizanidin, triamteren, zileuton,
zolmitriptan (3). Najéed¢e primjenjivani marker supstrati su kofein koji se N*-deme-
tilacijom prevodi u paraksantin i fenacetin koji O-deetilacijom prelazi u aktivni oblik
paracetamol (slika 2.). Endogeni supstrati ovog enzima su 17f-estradiol i estron koji
su podlozni hidroksilaciji na polozaju 2. P450 1A2 je ukljucen i u bioaktivaciju kan-
cerogena kao $to je aristolohi¢na kiselina, ¢ija se bioaktivacija povezuje s nefropati-
jama i urotelijalnim karcinomom (4).

Lijekovi inhibitori P450 1A2 obuhvadaju, izmedu ostalih, cimetidin, luoroki-
nolone, fluvoksamin i tiklopidin. U in vitro modelima se koriste i inhibitori furafilin
te a-naftoflavon.
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estradiola.

Pusenje inducira ekspresiju P450 1A2. Pojacana ekspresija ovog enzima pove-
zuje se s povecanim rizikom raka debelog crijeva, no pojacana ekspresija P450 1A2
praéenaje i pove¢anom aktivnos¢u N-acetiltransferaze (5). Primjer povezanosti aktiv-
nosti s toksi¢no$éu predstavlja fenacetin. Ukoliko je aktivnost P450 1A2 smanjena,
reakcija deacetilacije postaje dominantna $to rezultira nastankom kinonimina koji se
povezuju s pojavom methemoglobinemije (6).

P450 2A6

Citokrom P450 2AG6 eksprimiran je u jetri i podlozan je visokoj varijabilnosti
udjela u ukupnoj ekspresiji P450 (do 13 %) (7). Ovaj je enzim ukljuc¢en u oksidaciju
nikotina; prevodi nikotin u kotinin te katalizira hidroksilaciju nikotina na polozaju 2’
(slika 3.) (8). U osoba sa smanjenom aktivno$¢éu P450 2A6 smanjen je metabolizam
nikotina pa postoji manji rizik od nastanka karcinoma (9).

Marker reakcija ovog enzima je hidroksilacija kumarina na polozaju 7 (slika 3.),
a primjenjuje se i u in vivo dijagnostici (10). P450 2AG6 prevodi paraksantin (glavni
metabolit kofeina nastao djelovanjem P450 1A2) u 1,7-dimetilmokraénu kiselinu te
aktivira tegafur u 5-fluorouracil (slika 3.). Pilokarpin, bilirubin i metronidazol tako-
der predstavljaju supstrate P450 2AG.

Prirodni spojevi 8-metoksipsoralen i mentofuran te tuberkulostatik izonijazid

su o metabolizmu ovisni inaktivatori P450 2A6. Od prirodnih spojeva znacajan broj
flavonoida inhibira P450 2AG.

Toksi¢nost halotana povezuje se s nastankom slobodnih radikala djelovanjem
P450 2A6 $to za posljedicu ima peroksidaciju lipida (11). Ovaj je enzim takoder
ukljuéen u bioaktivaciju policiklickih aromatskih ugljikovodika i arilamina (12).
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Slika 3. Neke reakcije citokroma P450 2A6: hidroksilacija kumarina, oksidacija nikotina i dealkilacija
5-fluorouracila.

P450 2B6

Citokrom P450 2B6 eksprimiran je u jetri, a manjim dijelom i u plu¢ima (13).
Supstrati uklju¢uju artemizinin (slika 4.), bupropion, ciklofosfamid, efavirenz, ifosfa-
mid i metadon, s tim da bupropion predstavlja marker supstrat in vitro, a efavirenz in
vivo (14, 15). 17a-etinilestradiol je ireverzibilni inhibitor koji se veze za apoprotein
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Slika 4. Produkti biotransformacije artemizinina katalitiCkim djelovanjem P450 286 (18).
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P450 2A6, a duloksetin je reverzibilni i vremenski ovisan inhibitor P450 2A6 (16,
17). Lista ostalih inhibitora je takoder znacajna, a ukljucuje: tiotepu, tiklopidin, klo-

pidogrel, metadon, sibutramin, ritonavir i sok grejpa. Fenobarbiton, fenitoin i rifam-

pin induciraju ekspresiju P450 2B6 (3).

P450 2C8

Potporodica 2C intenzivno se proucavala i dozivjela je niz revizija, da bi se utvr-
dilo postojanje 4 enzima u ljudi: 2C8, 2C9, 2C18 i 2C19. P450 2C8 je izoliran iz
jetre, ali je prisutan i u bubrezima. Iako se smatra da je smje$ten na endoplazmatskom
retikulumu, znacajan dio se nalazi i u mitohondrijima. U ukupnom metabolizmu ne
sudjeluje kao P450 2C9 i 2C19, medutim neki od znacajnijih supstrata su: paklitak-
sel (slika 5.), torasemid, amodiakin, cerivastatin, repaglinid, montelukast, troglita-
zon, pioglitazon, roziglitazon, verapamil, imatinib i retinoi¢na kiselina (3, 19).

paklitaksel 6a-hidroksipaklitaksel”
Slika 5. Hidroksilacija paklitaksela djelovanjem citokroma P450 2C8.

Neki flavonoidi (naringenin, kaempferol, kvercetin) i a-naftoflavon su pokazali
inhibiciju metabolizma paklitaksela. Neki od inhibitora s klini¢ckom znacajnoséu su
gemfibrozil (ireverzibilna inhibicija alkilacijom hema), montelukast i nilotinib.

Inhibicija gemfibrozilom je zanimljiva jer prethodi reakcija glukuronidacije
(obrnuti redoslijed reakcija I. i I1. faze, slika 6.), a nastali slobodni radikali se kovalen-
tno vezu na hem (20, 21).

Cerivastatin je s trziSta povucen zbog pojave rabdomiolize koja se povezala s
genetskim varijacijama P450 2C8 i inhibicijom gemfibrozilom (22, 23).

P450 2C9

Citokrom P450 2C9 znacdajno sudjeluje u metabolizmu lijekova. Otkriven je
kao oksidaza heksobarbitala i tolbutamida, a smje$ten je u jetri te manjim dijelom u
tankom crijevu, aorti i koronarnim arterijama, $to upucuje na mogucu ukljuc¢enost u
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Slika 6. Ireverzibilna inhibicija citokroma P450 2C8 gemfibrozilom.

pojavu hipertenzije i drugih kardiovaskularnih bolesti. Supstrati su mu: diklofenak,
ibuprofen, piroksikam, tolbutamid, glipizid, losartan, irbesartan, celekoksib, fluvasta-
tin, naproksen, fenitoin, roziglitazon, sulfametoksazol, tamoksifen, tolbutamid, torse-
mid i varfarin. P450 2C9 je ukljucen i u epoksidaciju arahidonske i linoleinske kise-
line te hidroksilaciju rans-retinoi¢ne kiseline na polozaju 4 (slika 7.). Najznacajniji

Slika 7. Oksidacije lipofilnih supstancija {arahidonske i retinoi¢ne kiseline) djelovanjem P450 2C9.

752



M. Lozi¢, H. Rimac, M. Bojic:
Citokrom P450 i metabolizam tjekova - znacenje i novosti, Farmaceutski glasnik 72, 11/2016

marker aktivnosti P450 2C9 je tolbutamin (i in vivo i in vitro). Ovaj enzim katalizira
i hidroksilaciju oralnog kontraceptiva 17a-etinilestradiola na polozaju 2. Lijekovi
inhibitori su flukonazol, amiodaron i izonijazid. Sulfafenazol je kompetitivni inhibi-
tor, a tijenilinska kiselina ireverzibilni inaktivator. Smatra se da tijenilinska kiselina
S-oksidacijom daje reaktivni intermedijer s P450 2C9 stvarajudi neoantigen i uzroku-
juéi produkciju protutijela i posljedi¢no autoimunu reakeiju (24, 25). Genetski poli-
morfizam ovog enzima povezuje se s potrebom individualizacije terapije varfarinom
(26). Induktori ovog enzima su rifampin i sekobarbiton.

P450 2C19 ;

Citokrom P450 2C19 eksprimiran je u jetri, s relativno malim udjelom do 5 %.
Klasican primjer reakcije katalizirane ovim enzimom je 4’-hidroksilacija S-mefenito-
ina (slika 8.). P450 2C19 metabolizira i inhibitore protonske crpke (izuzetak je eso-
meprazol); primijeceno je da pacijenti s niskom aktivno$éu ovog enzima koji primje-
njuju omeprazol pokazuju bolji odgovor na terapiju ulkusa (27, 28). Hidroksilacija
R-varfarina na polozaju 8’ zna¢ajno pridonosi ukupnom metabolizmu lijeka i razlici
u individualnom odgovoru na terapiju (29). Zloglasni talidomid danas dozivljava
uskrsnude u istrazivanjima antitumorskog potencijala, a P450 2C19 katalizira 5 i

Slika 8. Reakcije katalizirane citokromom P450 2C19: hidroksilacija talidomida, hidroksilacija S-mefenitoina i
oksidacija klopidogrela.
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5’-hidroksilaciju talidomida (30). P450 2C19 katalizira oksidaciju steroida progeste-
rona (polozaj 21) i testosterona (polozaj 17). Jedan od najproucavanijih supstrata je
klopidogrel koji se aktivira djelovanjem P450 2C19 (31). Iako su rezultati klini¢kih
ispitivanja opre¢ni, smatra se da je genotipizacija u slu¢aju terapije klopidogrelom
opravdana (32). Ostali znacajniji supstrati su lanzoprazol, pantoprazol, rabeprazol,
diazepam, fenitoin, fenobarbiton, amitriptilin, klomipramin, ciklofosfamid, voriko-
nazol i escitalopram. Aktivnost ovog enzima inhibiraju esomeprazol, fluoksetin, flu-
voksamin, ketokonazol, lanzoprazol, omeprazol, tiklopidin, kanabinoidi i sok grejpa.
Takoder se smatra da rifampicin moze inducirati ekspresiju ovog enzima. Genetske
varijacije P450 2C19 su ucestale posebice u Azijata pa farmaceutske kompanije izbje-
gavaju razvoj supstrata ovog enzima.

P450 2D6

Citokrom P450 2DG6 je nakon 3A4 jedan od najznacajnijih enzima uklju¢enih
u metabolizam lijekova, iako mu je udio oko 5 % od ukupno eksprimiranih cito-
kroma P450. Osim u jetri znacajna koli¢ina se nalazi i u plu¢ima i mozgu. Premda je
P450 2DG6 izoliran iz mikrosoma (endoplazmatski retikulum), moze se nalaziti i na
membranama mitohondrija i te koristiti adrenodoksin kao izvor elektrona. Za razliku
od ostalih citokroma P450 2DG nije inducibilan.

Genetski polimorfizam P450 2DG je primijeéen na antihipertenzivu debri-
zokinu (slika 9.), a ako je ovaj enzim najzasluzniji za metabolizam ksenobiotika, pos-
ljedice genetskog polimorfizma megu biti i smrtne. Na taj je nacin primije¢ena kar-
diotoksi¢nost tamoksifena kod ultrabrzih metabolizatora (33), a u 2004. i smrt
novorodenceta zbog intoksikacije majke kodeinom (zbog P450 2DG katalizirane

O-demetilacije u morfin) (34).

Slika 9. Marker reakcije P450 2D6: O-demetilacija dekstrometorfana i hidroksilacija debrizokina.
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Zanimljivo je da dio populacije nema funkcionalnog P450 2D6 bez znacajnijih
posljedica $to upucuje na nepostojanje fizioloskog supstrata. Lijekovi supstrati P450
2D6 obuhvadaju S-metoprolol, propafenon, timolol, amitriptilin, klomipramin,
desipramin, imipramin, paroksetin, haloperidol, risperidon, tioridazin, aripiprazol,
kodein, dekstrometorfan, duloksetin, flekainid, meksiletin, ondansetron, tamoksifen
i venlafaksin.

Biljke su glavni izvor morfina, no ve¢ dugi niz godina poznato je da i sisavci pro-
duciraju opioide u subfarmakoloskim koncentracijama. Njihova uloga u organizmu
nije razja$njena, no Kramlinger i sur. su pokazali da i ljudi mogu sintetizirati morfin
(35). P450 2DG katalizira pretvorbu R-retikulina u salutaridin, tebaina u oripavin i
kodeina u morfin. Marker reakcija P450 2DG6 je O-demetilacija dekstrometorfana.

Marker inhibitor P450 2D6 je kinidin (zanimljivo je da sam kinidin nije sup-
strat ovog enzima), a inhibicija je reverzibilna i kompetitivna. Znacajniji inhibitori
P450 2D6 su bupropion, fluoksetin, paroksetin, kinidin, duloksetin, amiodaron,
cimetidin, klorfeniramin, doksepin, haloperidol, metadon, mibefradil i ritonavir.

P450 2E1

P450 2E1 je prvi put opisan kao mikrosomalna oksidaza etanola, iako sa skep-
som jer je etanol hidrofilna tvar, a citokromi P450 nacelno preferiraju hidrofobne
supstrate. Ovaj je enzim eksprimiran u jetri, plu¢ima, jednjaku, tankom crijevu,
mozgu, nazalnoj mukozi i gusteraci, a zanimljivo je da njegova ekspresija u jetri poci-
nje nekoliko sati nakon rodenja (36). In vitro marker aktivnosti P450 2E1 je 4-nitro-
fenol koji se prevodi u 4-nitrokatehol, a 7n vivo se primjenjuje klorzoksazon. P450
2E1 primarno katalizira biotransformacije malih molekula kao $to su benzen, kloro-
form, diklormetan, etilen dibromid i vinil-klorid. Maniji je broj lijekova kataliziran
djelovanjem P450 2E1, a lista supstrata obuhvaca enfluran, halotan, izofluran, metok-
sifluran, sevofluran, paracetamol, klorzoksazon, etanol, N, /N-dimetilformamid i teo-
filin (3). Etanol i izonijazid su i supstrati i induktori P450 2E1. Otapala koja su
supstrati P450 2E1 ujedno su i inhibitori ovog enzima. Znacajan broj spojeva sa
sumporom u strukturi, koji su izolirani iz povréa kao $to su ¢esnjak, luk i biljke iz
porodice Brassicaceae, inhibira P450 2E1. U¢inak je analogan dietilditiokarbamatu,
razgradnom produktu disulfirama (antabus).

P450 3A

Citokrom P450 3A potporodica katalizira biotransformaciju oko polovice lije-
kova koji se danas nalaze na trzi$tu, a najznacajniju ulogu ima enzim P450 3A4. Lista
supstrata P450 3A4 je ekstenzivna, a obuhvada klaritromicin, eritromicin, telitromi-
cin, kinidin, alprazolam, diazepam, midazolam, triazolam, ciklosporin, takrolimus, indi-
navir, ritonavir, sakvinavir, cisaprid, astemizol, klorfeniramin, amlodipin, diltiazem,
felodipin, nifedipin, nisoldipin, nitrendipin, verapamil, atorvastatin, lovastatin, simva-
statin, boceprevir, buspiron, imatinib, haloperidol, metadon, pimozid, kinin, sildenafil,

755



M. Lozié, H. Rimac, M. Boji¢
Citokrom P450 i metabolizam lijekova — znacenje i novosti, Farmaceutski glasnik 72, 11/2016

tamoksifen, telaprevir, trazodon i vinkristin (3). Marker reakcije citokroma P450 3A4
su oksidacija nifedipina, 6B-hidroksilacija testosterona i 1’-hidroksilacija midazo-
lama, a potonja se moze primjenjivati i in vivo.

Kao $to je i lista supstrata podugacka tako je i lista inhibitora zna¢ajna, a obu-
hvaéa indinavir, nelfinavir, ritonavir, klaritcromicin, itrakonazol, ketokonazol, nefazo-
don, eritromicin, verapamil, subokson, diltiazem, cimetidin, amiodaron, fluvoksa-
min, mibefradil i troleandomicin. Bergamotin i 6’,7’-dihidroksibergamotin iz soka
grejpa predstavljaju o mehanizmu ovisne inhibitore P450 3A4. U in vitro ispitiva-
njima inhibicija se najée$¢e postize dodatkom makrolidnih antibiotika (eritromicin,
troleandomicin) ili ketokonazola. Kontraceptivi koji sadrie acetilensku skupinu su
ireverzibilni inhibitori citokroma P450 3A4, ali se njihov u¢inak inhibicije ne smatra
zna¢ajnim jer se primjenjuju u malim dozama (37, 38). Ritonavir je jedan od najpo-
tentnijih inhibitora P450 3A4 i primjenjuje se u kombinacijama s drugim inhibito-
rima proteaze u anti-HIV terapiji s ciljem smanjenja njihove doze, a posljedi¢no i
njihovih nezeljenih uéinaka (39).

Najznacajniji induktori P450 3A4 su karbamazepin, fenobarbiton, fenitoin, pio-
glitazon, rifabutin, rifampin, gospina trava i troglitazon. Primjena preparata na bazi
gospine trave rezultirala je smanjenom djelotvornos¢u oralnih kontraceptiva i poslje-
di¢nim trudno¢ama. Razlog je indukcija pregnanskog X-receptora glukokortikoida
hipericinom i hiperforinom $to za posljedicu ima pojacanu ekspresiju P450 3A4.
Pojacana aktivnost P450 3A4 rezultira brzom eliminacijom 17a-etinilestradiola (40).

Tako citokrom P450 3A5 nema toliko znacajan udio u metabolizmu lijekova kao

P450 3A4, njegov znacaj nije nista manji jer je podlozan genetskom polimorfizmu i
)8 ) Ny JLjer ) g

postoji moguénost znacajnijih klini¢kih interakcija, $to se povezuje s lapatinibom
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Slika 10. Novopotvrdeni koraci u biosintezi morfina u sisavaca.
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(41). Iako se P450 3AS i 3A4 preklapaju u pogledu supstrata, s desetak puta ve¢om
katalitickom ucinkovito$¢u 3A4, i tu postoje iznimke. U sklopu istrazivanja biosin-
tetskog puta morfina u ljudi pokazano je da P450 3A5 katalizira O°-demetilaciju
tebaina sa 10 puta ve¢om katalitickom ucinkovito$¢u u odnosu na P450 3A4 (slika
10.). Razlog »¢ekanja« s opisom biosintetskog puta je nemoguénost izolacije medu-
produkta kodeinona i morfinona $to je rijeSeno primjenom morfinon reduktaze koja
prevodi ove supstrate u stabilni hidrokodon i hidromorfon (35).

P450 3A7 se smatra glavnim enzimom odgovornim za metabolizam ksenobio-
tika u jetri fetusa. P450 3A43 je karakteriziran prije desetak godina, a na primjeru
alprazolama je pokazano da ima veéi znacaj za metabolizam lijeka u mozgu nego

P450 3A4 (1).

Zakljucak

Citokromi P450 su neupitno najvazniji enzimi koji kataliziraju biotransforma-
cije lijekova. Sekvenciranjem ljudskog genoma je otkriveno da u ljudi postoji 57 cito-
krom P450 enzima. Spoznaje o njihovoj ulozi rastu na dnevnoj bazi pa je nedavno
utvrdeno da citokrom P450 2R1 predstavlja glavnu hidroksilazu vitamina D (slika
11.) (42-44). Podru¢je biokemije i enzimologije citokroma P450 ostaje atraktivno, s
mnogim otvorenim pitanjima na koja trebamo odgovoriti.

4/5\30495—{2

3 1
HOY 7 ‘ HO"

Slika 11. Hidroksilacija vitamina Ds.
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Cytochrome P450 in Drug Metabolism -
Significance and Latest Advancements

M. Lozi¢, H. Rimac, M. Boji¢

Abstract

Cytochrome P450 enzymes are the most important enzyme superfamily for
metabolism of xenobiotics. In the last few years, knowledge on metabolism of xeno-
biotics has grown exponentially. In this paper cytochrome P450 1A2, 2A6, 2C8,
2C9, 2C19, 2D6, 2E1, 3A4 and 3AS5 substrates, inhibitors and inductors are revi-
ewed with special focus on.marker reactions of individual P450s.
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