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11. Процеси на биоактивиране (I и II фаза 
на биотрансформацията) и детоксикация 
– механизми, значимост

Доц. д-р М. Мичева дм

11.1.

Роля на биотрансформацията в лекарствоРоля на биотрансформацията в лекарство--индуцираната индуцираната 
токсичносттоксичност

ЛекарствоЛекарство Стабилен метаболитСтабилен метаболит

Б И О А К Т И В И Р А Н Е

ТоксиченТоксичен ((РеактивенРеактивен)) МетаболитМетаболит

ДеактивиранеДеактивиране

ЕкскрецияЕкскреция

ТоксиченТоксичен ((РеактивенРеактивен) ) МетаболитМетаболит

Нарушава клетъчната функцияНарушава клетъчната функция

Взаимодейства
с макромолекулите

Ковалентно свързване с Ковалентно свързване с 
активния център на ензим или активния център на ензим или 

с други протеинис други протеини

Клетъчна смъртКлетъчна смърт, , Имунен отговорИмунен отговор, , КарциногенезаКарциногенеза

Токсичността настъпва, когато е нарушен балансътТоксичността настъпва, когато е нарушен балансът
между биоактивирането, детоксикацията имежду биоактивирането, детоксикацията и

защитните механизми на организмазащитните механизми на организма

Н е ж е л а н а  Л е к а р с т в е н а Р е а к ц и яН е ж е л а н а  Л е к а р с т в е н а Р е а к ц и я

11.2.
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Реактивни метаболити Реактивни метаболити -- характеристикахарактеристика
•• Продукти на ензимното биоактивиране на Продукти на ензимното биоактивиране на 
ксенобиотиците:ксенобиотиците:
–– в процеса могат да участват един или много в процеса могат да участват един или много 
ензимиензими

–– в резултат на реакции от:в резултат на реакции от:
II ФазаФаза ((окислениеокисление//редукцияредукция) ) 
IIII Фаза на метаболизмаФаза на метаболизма

•• НестабилниНестабилни
–– ПоПо--електрофилни са от майчината молекулаелектрофилни са от майчината молекула
–– С кратък животС кратък живот ((сексек –– минмин))
–– Могат да преминат в стабилни метаболитиМогат да преминат в стабилни метаболити
–– Трудно могат да бъдат определени директноТрудно могат да бъдат определени директно

11.3.

Реактивни метаболити могат да се образуват от 
различни функционални групи (в структурата на 
ксенобиотика):

- Феноли и хидроксифенил-съдържащи

Реактивни метаболити Реактивни метаболити –– характеристикахарактеристика

Феноли и хидроксифенил съдържащи 
вещества
- Фуран – след разцепване
- Алкени – образуват стабилни междинни 
епоксиди
- Глюкуронирането на карбоксилна група – ацил-
глюкурониди

• Типични представители
- Парацетамол, Карбамазепин, Диклофенак, 
Клозапин (невролептик-дибензодиазепиново 
производно), Халотан, Тетрахлорметан

11.4.
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1 Б1. Биоактивиране чрез 
реакции на I Фаза
(CYP-медиирани)

11.5.

КСЕНОБИОТИЦИ
СВОБОДНИ 
РАДИКАЛИ

ОКИСЛЕНИ 
РАДИКАЛИ

ЕЛЕКТРОФИЛНИ 
МЕТАБОЛИТИ

Р450 ЕНЗИМИ

РАДИКАЛИ

ПРЕКИСНО ОКИСЛЕНИЕ 
НА ЛИПИДИТЕ (ЛП)

ОСВОБОЖДАВАНЕ

МЕТАБОЛИТИ

КОВАЛЕНТНО 
СВЪРЗВАНЕ

КЛЕТЪЧНИ 
ЛЕЗИИ

МЕМБРАННИ 
УВРЕЖДАНИЯ

ОСВОБОЖДАВАНЕ 
НА АЛДЕХИДИ

ЛЕЗИИ
МЕМБРАННИ ПОМПИ

Са ХОМЕОСТАЗА

МИТОХОНДРИИ

ПРОТЕИНЕН СИНТЕЗ

11.6.
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Br Br
Съединение Реактивен метаболит Токсичен ефект

бромбензен Чернодробна
некроза

МЕТАБОЛИТНО БИОАКТИВИРАНЕ - I ФАЗА

C C
H

H

H

Cl
C C

H

H

H

Cl

O

NH2 NH OH

O

винилхлорид Рак на
черния дроб

Метхемоглобин

C
Cl

ClH
Cl

C
Cl

H
Cl

анилин

хлороформ

Метхемоглобин
емия

ЧД/бъбрек
некроза

11.7.

Образуване на свободни радикали

CCl4 CCl3
* + Cl-P-450, e-

4 3

CCl3
* + RH CHCl3 + R*

тетрахлорометан Трихлорметилов
радикал

хлороформ

11.8.
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O O O O

Реактивни междинни метаболити на афлатоксин

OO

O

OCH3
OO

O

O
OCH3

Афлатоксин B1 ЕпоксидАфлатоксин B1

11.9.

Парацетамол Парацетамол –– биоактивиране чрез реакции на биоактивиране чрез реакции на II Фаза Фаза 
((CYPCYP--медиирани)медиирани)

O

N
H

O

CH3R N
H

O

CH3

ДетоксикацияДетоксикация
UGTs, STsUGTs, STs ДетоксикацияДетоксикация

Основен Основен 
пътпът

HO

N
H

O

CH3

O

N O

CH3

HO
CH3

S
G

БиоактивиранеБиоактивиране
CYP2E1 (CYP2E1 (идуцира се от идуцира се от EtOHEtOH))

хинонхинон--иминимин Глутатионов адуктГлутатионов адукт

Глутатионова деплецияГлутатионова деплеция

Реакции с клетъчнитеРеакции с клетъчните

Минорен Минорен 
пътпът

•• ДозоДозо--зависимо образуване на реактивен метаболитзависимо образуване на реактивен метаболит
•• Хепатотоксичност се наблюдава във високи дозиХепатотоксичност се наблюдава във високи дози

(> 4 g/(> 4 g/на ден)на ден)
•• ОколоОколо 5% 5% от дозата се метаболизира до реактивен от дозата се метаболизира до реактивен 

хинониминхинонимин (CYP 2E1, 1A2, 3A4)(CYP 2E1, 1A2, 3A4)

протеинипротеини

11.10.
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Парацетамол - протеинови адукти

CYP2E
HS-Protein

 

HN
COCH 3 N

COCH 3

HS Protein

H2N-
Protein

OH O

HN
COCH 3 HN

COCH 3COCH 3NSProtein

S.D. Nelson, Drug Metab. Rev. 27: 147-177 (1995)
J.L. Holtzman, Drug Metab. Rev. 27: 277-297 (1995)

OH
S Protein

OH
NH Protein

O

11.11.

Клозапин Клозапин –– биоактивиране чрез реакции на биоактивиране чрез реакции на II
Фаза (Фаза (CYPCYP--медиирани)медиирани)

CYP450
N

N

N
CH3

Cl N
N

N
CH3

Cl Covalent binding to

•• Атипично антипсихотично лекарствено средствоАтипично антипсихотично лекарствено средство

Peroxidase
N
H N

proteins

Clozapine
Метаболизира до реактивниМетаболизира до реактивни

междинни метаболитимеждинни метаболити

Атипично антипсихотично лекарствено средствоАтипично антипсихотично лекарствено средство
•• Предизвиква агранулоцитоза при Предизвиква агранулоцитоза при 1% 1% от пациентитеот пациентите

–– Всички пациенти трябва периодично да изследват Всички пациенти трябва периодично да изследват 
количеството на кръвните клетки и поколичеството на кръвните клетки и по--специално на специално на 
левкоцитителевкоцитите

11.12.
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H
N

Cl

Cl

CO2Glu

This can undergo an acyl rearrangement
and covalently bind to plasma proteins

Биоактивиране на ДиклофенакБиоактивиране на Диклофенак
Образуване на глутатионов адукт 
(биоактивиране чрез взаимодействие с 
глутатион – II фаза)

H
N

Cl

Cl

CO2H

Diclofenac

CYP2C9
H
N

Cl

Cl

CO2H

HO

N
Cl

Cl

CO2H

O

Биоактиви

CYP3A4 or
Peroxidase

H
N

Cl

Cl

CO2H

OH

N
Cl

Cl

CO2H

O

Quinone Imine Intermediate

Covalent Modification
of Proteins

Биоактиви
ране чрез I
Фаза

11.13.
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Антиген
Налични
клетки

Имунен
отговор

Модифицирани протеиниИмуномедииранахепатотоксичност
?

Халотанова свръхчувствителност

?

Хепатоцит

CF3CHBrCl
Халотан Транспорт към

клетъчната
повърхност

CF3CO     Cl

P450

Ендоплазматичен ретикулум = CF3CO   

P450

11.15.

Реакции на свръхчувствителност Директна токсична 
реакция

Разлики между директна чернодробна токсичност и 
свръхчувствителност
(резултат от ензимното биоактивиране)

• Дозо-независими промени

• Непредсказуеми – редки по 
честота

• Невъзпроизводими 
експериментално промени 
(засега)

• Дозо-зависими промени

• Предсказуеми – могат да се 
прояват при всеки един 
след преминаване на 
праговата доза

• Добра възпроизводимост 

• Различен латентен период 
(дни-седмици)

• Съпътстващи 
екстрахепатални реакции на 
свръхчувствителност

при експериментални 
животни

• Кратък латентен период 
(часове-дни)

• Основно се засяга черният 
дроб 11.16.
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2.Биоактивиране2.Биоактивиране 
чрез реакции на II

Фаза

11.17.

N

C NH

O

NH C CH2

O

N

COOH

Ацетил
трансфераза

N

CNH NH2

O

1. Биоактивиране на изониазид чрез ацетилиране
(II фаза)

N N

NH2 NH C CH3

O

NH NH C CH3

OO

Изониазид
(NH)

Ацетилизониазид Изоникотинова к-на
(екскретира се
чрез урината)

Ацетилхидразин

N

N N C CH3

O
- H2O

CH3C

O
 .

Коваленто свързване
с макромолекули

11.18.
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2. N-ацетилиране (метаболит от I фаза), което води до 
канцерогенен метаболит

 

NH2 NH
OH

NH
O
C O

CH3

NAT2CYP1A2

N+

Reactive 
Nitrenium ion

Carcinogenic DNA Adduct

11.19.

N

N

NH2

O

H2N N

N

N

NH
O

H2N N

S
O

HO
O

3. Чрез сулфатирането може да образува 
реактивен метаболит

Minoxidil Minoxidil-sulfate

11.20.
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4. КОНЮГАЦИЯ С ГЛУТАТИОН (БИОАКТИВИРАНЕ)

Етапи на биоактивиране:
1. В черния дроб:

- Образуване на чернодробен глутатион-S-конюгат (чрез GST)
Разкъсване на глутатион S конюгата до цистеин S конюгат- Разкъсване на глутатион-S-конюгата до цистеин-S-конюгат

(γ-глутамилтранспептидаза и цистеинилглициназа)
2. В бъбрека:

- Цистеин-S-конюгата чрез цистеин-конюгат-β-лиаза (ензим) 

образува електрофилни тиокетони (ковалентно 
свързване с клетъчните макромолекули) –
нефротоксичностнефротоксичност

Например:
Лекарства – cis-платина; амфетамин (Carvalho et al., 1996)
Разтворители – дихалогенирани алкани
Пестициди – етилендибромид, хексахлоробутадиен (Guengerich, 
2003). 

11.21.

γ -Glu

Gly
R-S-Cys

Частично биоактивиране 
на глутатионови конюгати 
чрез β-лиаза в бъбрек

β -лиаза
R-S-H

R-S-NAcCys =
меркаптурова киселина

R-S-Cys

Cl

Cl Cl

Cl Cl

Cl

Например - хексахлоробутадиен

реактивен
метаболит

Cl

Cl Cl

Cl Cl

SH

11.22.
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NH

2

N OHH Ngluc OH

1-нафтиламин рак на пикочния мехур

Биоактивиране на 1-нафтиламин (azo-бои за оцветяване) чрез 
глюкуронил трансферазите (II фаза)

урина

кръв
черен дроб

Ngluc OH N OHH

+
N HpH 5-6

Реактивен 
метаболит

11.23.

Биоактивиране на ароматни амини с участието на реакции от I и II Фаза

H2OO2
HNOH

PAPPAPSNH2 HN-O-SO3

DNA & Protein
Adduct образуване

нафтилиамин
N-сулфоокси-N-OH-нафтиламин2-нафтиламин

MFO

P-PST

PAP

PAPS

P-PST

HN-SO3

Нафтиламин сулфамат

Екскреция

Съдържа се в цигарения дим и 
допринася за развитието на рак на 
пикочния мехур

11.24.



9/28/2008

13

-- Ранна оценка на потенциала на изследваното вещество да Ранна оценка на потенциала на изследваното вещество да 
образува реактивни метаболити в хода на предклиничния етап образува реактивни метаболити в хода на предклиничния етап 

Реактивните метаболити Реактивните метаболити -- източник на токсични реакции източник на токсични реакции 
–– възможности за превенциявъзможности за превенция

-- Отстраняване на химични групи, позволяващи биоактивиранеОтстраняване на химични групи, позволяващи биоактивиране

-- Изследване биотрансформацията на веществото и Изследване биотрансформацията на веществото и 
идентифициране на метаболититеидентифициране на метаболитите

-- Разкриване механизмите, участващи в образуването на Разкриване механизмите, участващи в образуването на 
метаболити и изследване на отговорните за тези механизми метаболити и изследване на отговорните за тези механизми 
ензимиензимиензимиензими

МЕТОДИ ЗА ОТКРИВАНЕ НА РЕАКТИВНИ МЕТАБОЛИТИМЕТОДИ ЗА ОТКРИВАНЕ НА РЕАКТИВНИ МЕТАБОЛИТИ::
–– Коваленто свързванеКоваленто свързване –– изисква радиобелязано веществоизисква радиобелязано вещество
–– Улавяне на реактивните метаболити чрез използване на Улавяне на реактивните метаболити чрез използване на 
нуклеофилинуклеофили ((напр. глутатионнапр. глутатион))

11.25.

Биотрансформацията на ксенобиотиците 
(вкл. лекарства) води до:

1. Образуване на биологично неактивни, 
годни за елиминиране продукти

2. Генериране на биологично реактивни 
метаболити водещи до токсичностметаболити, водещи до токсичност

11.26.
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КСЕНОБИОТИК

МЕТАБОЛИТЕН ПЪТ А

(РЕАКЦИИ НА ДЕТОКСИКАЦИЯ)

МЕТАБОЛИТЕН ПЪТ В
(РЕАКЦИИ НА БИОАКТИВАЦИЯ)

ДЕТОКСИКИРАНЕ И БИОАКТИВИРАНЕ

(РЕАКЦИИ НА ДЕТОКСИКАЦИЯ)

РЕАКТИВНИ МЕТАБОЛИТИ

БИОЛОГИЧНО ЕНДОГЕННИ 

1. Ковалентна връзка с:

- Мембрани

НЕАКТИВНИ 
ПРОДУКТИ

ВЕЩЕСТВА

Е Л И М И Н И Р А Н Е

- Компоненти на интраклетъчни 
макромолекули (протеини, ДНК и др.)

2. Компетативен или ”суицидален” 
субстрат за жизненоважни биологични 
реакции  

НЕ ТОКСИЧЕН  МЕТАБОЛИЗЪМ ТОКСИЧЕН  МЕТАБОЛИЗЪМ 11.27.

Съществуват 5 основниСъществуват 5 основни 
метаболитни 
възможности

(по Gangolli & Phillips, 1993).  

11.28.
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ОСНОВНИ МЕТАБОЛИТНИ ВЪЗМОЖНОСТИ

1. Вещество “Х” (токсично)щ ( )
МЕТАБОЛИТЕН ПЪТ А

НЕТОКСИЧЕН КРАЕН ПРОДУКТ

11.29.

ОСНОВНИ МЕТАБОЛИТНИ ВЪЗМОЖНОСТИ

2. Вещество “Х” (нетоксично)щ ( )
МЕТАБОЛИТЕН ПЪТ В

БИОЛОГИЧНО РЕАКТИВЕН (ТОКСИЧЕН) КРАЕН ПРОДУКТ

11.30.
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ОСНОВНИ МЕТАБОЛИТНИ ВЪЗМОЖНОСТИ

3. Вещество “Х” (нетоксично)

МЕТАБОЛИТЕН ПЪТ В

БИОЛОГИЧНО РЕАКТИВЕН (ТОКСИЧЕН) КРАЕН ПРОДУКТ

МЕТАБОЛИТЕН ПЪТ А

НЕТОКСИЧЕН КРАЕН ПРОДУКТ

11.31.

ОСНОВНИ МЕТАБОЛИТНИ ВЪЗМОЖНОСТИ

4. Вещество “Х” (нетоксично)
МЕТАБОЛИТЕН ПЪТ В

БИОЛОГИЧНО РЕАКТИВЕН (ТОКСИЧЕН) КРАЕН ПРОДУКТ

МЕТАБОЛИТЕН ПЪТ А

НЕТОКСИЧЕН КРАЕН ПРОДУКТНЕТОКСИЧЕН КРАЕН ПРОДУКТ

МЕТАБОЛИТЕН ПЪТ В

ТОКСИЧЕН КРАЕН ПРОДУКТ
11.32.
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ОСНОВНИ МЕТАБОЛИТНИ ВЪЗМОЖНОСТИ

5. Вещество “Х” (нетоксично)
МЕТАБОЛИТЕН ПЪТ ВМЕТАБОЛИТЕН ПЪТ А

ЕДНОВРЕМЕННО
НЕТОКСИЧЕН

КРАЕН ПРОДУКТ

ТОКСИЧЕН

КРАЕН ПРОДУКТ

КРАЙНИЯТ БИОЛОГИЧЕН РЕЗУЛТАТ ЗАВИСИ ОТ СТЕПЕНТТА НА 
УЧАСТИЕ НА ДВАТА ПЪТЯ – А, В 

CYP медииранаПАРАЦЕТАМОЛГлюкурониране

Сулфатиране А В

CYP-медиирана 
реакция

НЕТОКСИЧНИ 
ПРОДУКТИ

N-ацетил-р-бензохинонимин 
(около 5%)

РЕАКТИВЕН МЕЖДИНЕН 
МЕТАБОЛИТ 11.33.

Крайният резултат-
- токсичен и/или нетоксичен, 
в биологичната съдба на ксенобиотикав биологичната съдба на ксенобиотика 
(лекарство) в организма се определя главно 
от:

1. Кинетиката на участващите ензимни процеси. 
2 Възможности за биоактивиране и детоксикация на2. Възможности за биоактивиране и детоксикация на 

съответното ниво – клетъчно, органно.

11.34.
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Фактори, повлияващи баланса между токсикация 
и детоксикация

1. Относителната част на процесите на токсикация и 
детоксикация, зависи от наличността на 
метаболизиращите ензими и тяхната активност.

2. Наличност на кофактори

3. Наличност на протективни системи – водят до 
отстраняване на реактивни междинни метаболитиотстраняване на реактивни междинни метаболити, 
вкл. и реактивни кислородни форми (ROS), 
образувани по време на биотрансформацията. Тези 
системи са насищаеми и могат да се окажат в 
недостиг или да отсъстват при определени тъкани.

11.35.

Фактори, повлияващи баланса между токсикация 
и детоксикация
- ЕНЗИМНИ СИСТЕМИ
- Sе-зависима-глутатион пероксидаза (GP) – ензим, 
катализиращ разграждането на водороден пероксид и 
липидни пероксиди при наличието на GSH католипидни пероксиди при наличието на GSH като 
субстрат. Локализация: цитозол, митохондрии.

GP
LOOН + 2GSH GSSG + LOH + H2O

GP
H2O2 + 2GSH GSSG + 2H2O

- Глутатион-редуктаза (GSSG-R) – ензим, действащ 
съвместно с глутатион пероксидазата. Редуцира 
окисления глутатион (GSSG), при наличието на NADPH.

GSSG-R
GSSG + NADPH + H+ 2GSH + NADP+

11.36.
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Фактори, повлияващи баланса между токсикация 
и детоксикация

- супероксиддисмутаза (SOD) – катализира 
обезвреждането на супероксидния радикал

SOD

2О2
-. + 2Н+ Н2О2 + О2

Локализация: цитозол, митохондрии

- каталаза (CAT)– катализира обезвреждането на 
водородния пероксидводородния пероксид

CAT
2Н2О2 2Н2О + О2

Локализация: бъбрек, черен дроб, костен мозък, 
мукоза 11.37.

Фактори, повлияващи баланса между токсикация 
и детоксикация

- НЕЕНЗИМНИ СИСТЕМИ
- глутатион (GSH) ендогенен нуклеофил който- глутатион (GSH) – ендогенен нуклеофил, който 
взаимодeйства с електрофилните реактивни 
метаболити
- α-токоферол (vit. E) – уловител на свободни 
радикали 
- аскорбинова киселина (vit. C)
- β-каротен (прекурсор на vit.A)
- убихинон и др.

11.38.
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Vit ER ½GSSG

Обезвреждане на радикали от vit. E

редуктаза
на свободни
радикали

Vit ER ½GSSG

Vit ERH

МЕМБРАНА

GSH

ЦИТОЗОЛ

11.39.

II Ф

Антиоксиданти:
Фитонутриенти
Витамин C, E
Минерали

II Фаза Нутриенти:
Глицин

NAC
Витамини от
група B 

I Фаза Нутриенти:
Витамини от група B

Глутатион
Флавоноиди

Междинни
метаболити

Токсини
I Фаза

(Цитохром P450)
реакции: окисление

II Фаза
(Пътища на конюгиране)

Сулфатиране
Конюгиране с
амино киселини
Глюкуронидиране

Свързване с глутатион
Метилиране

Екскреция:
Кръв
Урина
Feces

ROS

Клетъчна
увреда

Свободни
Радикали

11.40.
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Използване на известни вещества за 
оценка на фазите на детоксикация

11.41.

Фактори, повлияващи баланса между 
токсикация и детоксикация

4. Доза и насищаемост на метаболитните пътища
5. Генетични вариации в ензимите, катализиращи5.   Генетични вариации в ензимите, катализиращи   
различните метаболитни пътища

6.   Индукция и инхибиция на ензимите, участващи в   
биотрансформацията

7.   Видова разлика
8.   Тъканна специфика в ензимите и изоензимите
9. Диета9.   Диета
10. Възраст
11. Заболявания
12. Пол

11.42.


