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UVOD

Najra niji pisani tragovi o primjeni salicilata sežu gotovo četiri tisućljeća u proš-
lost. Primjena infuza od sušenih listova mrče (Myrtus sp., Mirtaceae) zabilježena je na 
Ebersovom papirusu (Egipat). U Europi je kao izvor salicilata služila kora bijele vrbe 
(Salix alba L., Salicaceae). Prvo kliničko ispitivanje u svijetu provedeno 1763., upravo 
na kori vrbe potvrdilo je antipiretski učinak salicilata (1).

Godine 1828. izoliran je salicin (slika 1.) iz kore bijele vrbe, a deset godina 
poslije utvrđen je njegov glikozidni karakter pri čemu je saligenin (alkohol) preveden 
u salicilnu kiselinu. Godine 1853. C. F. Gerhardt uspio je acetilirati salicilnu kiselinu 
s acetil-kloridom – rođena je acetilsalicilna kiselina. No, preparat nije bio odgovara-
juće čistoće što se očitovalo fi zičko-kemijskom nestabilnošću (1).
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Slika 1. Kemijska struktura salicina.

H. Kolbe bio je začetnik industrijske sinteze salicilne kiseline, a potražnja za 
salicilnom kiselinom je rasla zbog pozitivnog učinka na reumatoidne bolove, glavobo-
lje i migrene. Salicilna kiselina u svojoj strukturi ima dvije kisele skupine, karboksilnu 
i fenolnu, koje djeluju kaustično pa je potraga za sigurnijim lijekom nastavljena. 
Godine 1897. F. Hoff mann sintetizirao je acetilsalicilnu kiselinu acetilacijom salicilne 
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kiseline u suvišku anhidrida octene kiseline. Čistoću je potvrdio reakcijom sa želje-
zovim(III) kloridom (1).

Danas je acetilsalicilna kiselina jedan od najprimjenjivanijih lijekova. Istraživa-
nje u SAD-u je pokazalo da svaka peta osoba koristi acetilsalicilnu kiselinu. S godi-
nama se učestalost primjene povećava: svaka druga osoba starija od 65 godina upotreb-
ljava acetilsalicilnu kiselinu (2).

Acetilsalicilna kiselina je također jedan od najistraživanijih lijekova. Svake 
godine objavi se više od dvije tisuće radova vezanih uz acetilsalicilnu kiselinu (3). No, 
jesmo li spoznali sve? U potrazi za novim indikacijama, trenutno su aktivne 233 kli-
ničke studije vezane uz aspirin, a uključuju potencijalnu primjenu aspirina u terapiji 
raka pluća, raka prostate, hernije, tuberkuloznog meningitisa, preeklampsije i drugih 
bolesti (4).

U području metabolizma acetilsalicilne kiseline, glavne metaboličke reakcije 
(hidroliza, konjugacija s glicinom i glukuronidacija) uveliko su istražene, no oksida-
cija je ostala dugo nepoznanica. U nastavku će biti opisani glavni biotransformacijski 
putovi (acetil)salicilne kiseline, s posebnim osvrtom na aromatsku hidroksilaciju.

Metabolizam (acetil)salicilne kiseline
Acetilsalicilna kiselina je ester salicilne kiseline i podložna je reakciji hidrolize. 

Hidroliza može biti spontana, posebice u kiselom mediju želuca ili katalizirana hidro-
lazama – karboksilesteraze (CES). O spontanosti reakcije hidrolize potvrđuje i ekspe-
riment u kojem se acetilsalicilna kiselina inkubira s Trinderovim reagensom (kisela 
otopina željezova(III) klorida). Na početku je otopina žute boje, a oslobađanjem sali-
cilne kiseline nastaje kompleks s feri ionima koji je ljubičasto obojen (slika 2.).
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Slika 2. Hidroliza acetilsalicilne kiseline i njezino pra enje s Trinderovim reagensom.

Salicilna kiselina je dalje podložna reakcijama konjugacije s glicinom ili gluku-
ronidacije. Konjugacija s glicinom odvija se u dva koraka (slika 3.). Prvi korak je 
kataliziran acil-CoA sintetazom srednjelančanih masnih kiselina koja djeluje kao 
ligaza salicilne kiseline i koenzima A. Za nastajanje tioesterske veze potrebna je pret-
hodna aktivacija karboksilne skupine prevođenjem u anhidrid s ATP-om. Drugi 
korak je konjugacija aktiviranog oblika salicilne kiseline s glicinom uz enzim acil-
CoA-aminokiselinska N-aciltransferaza (glicin-N-aciltransferaza, GLYAT) (5–7).
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Salicilurna kiselina je glavni metabolit pri normalnom režimu doziranja (2 
tablete od 300 mg) i njezin udio u odnosu na ukupne salicilate izlučene urinom iznosi 
oko 75 %. 10 % primijenjene doze izlučuje se u obliku nekonjugirane salicilne kise-
line (8). Ako dođe do predoziranja, udio salicilurne kiseline zbog zasićenosti enzima 
koji sudjeluju u reakcijama konjugacije s glicinom, opada na 30 %. Pri tome raste 
udio eliminirane slobodne salicilne kiseline (34 %) (9).

Udio glukuronida u ukupnom metabolizmu salicilne kiseline izrazito je varija-
bilan, a kreće se u rasponu od 0,8 % do 42 % od primijenjene doze (10). Načelno, s 
porastom doze raste i udio izlučenih glukuronida. Kako salicilna kiselina uz karbok-
silnu skupinu posjeduje i fenolnu, a obje su podložne reakcijama glukuronidacije, 
konačni produkti su ester i eter glukuronid salicilne kiseline (slika 4.). Reakcije konju-
gacije kataliziraju enzimi uridindifosfo-glukuronoziltransferaze (UGT).

Salicilna kiselina, ali i njezini hidroksilirani metaboliti I. faze biotransformacije 
podložni su reakcijama konjugacije s glukuronskom kiselinom, pri čemu mogu 
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Slika 3. Konjugacija salicilne kiseline s glicinom.
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nastati gentizinska kiselina i njezini glukuronidi, odnosno dvostruki konjugati sali-
cilne kiseline – acil (ester) glukuronid salicilurne kiseline. Udio ovih metabolita u 
ukupnom metabolizmu acetilsalicilne kiseline je do 3 %.

Zanimljivo je da glukuronidacija salicilne kiseline nije specifi čna za pojedine 
uridindifosfo-glukuronoziltransferaze. U tim reakcijama glukuronidacije sudjeluje 
niz enzima: UGT1A1, UGT1A3, UGT1A6, UGT1A7, UGT1A8, UGT1A9, UGT 
1A10, UGT2B4, i UGT2B7 (11).

Aromatska hidroksilacija salicilne kiseline
Iako je gentizinska kiselina izolirana u urinu zdravih dobrovoljaca u količinama 

od 1–3 % primijenjene doze, mehanizam i slijed hidroksilacija nije bio poznat (10). 
Mala izlučena koncentracija hidroksiliranih metabolita salicilne kiseline upućuje na 
sporu reakciju biotransformacije. Osnovno je pitanje, u proučavanju aromatske 
hidro ksilacije, koji su enzimi odgovorni za reakcije biotransformacije. Na temelju 
pokusa s animalnim jetrenim mikrosomima pretpostavljeno je da u reakcijama 
hidroksilacije sudjeluju citokromi P450, iako su neka istraživanja ukazivala i na 
mogućnost neenzimatske hidroksilacije kao posljedicu Fentonove reakcije. Jedno od 
temeljnih načela biotransformacije je prevođenje lipofi lnih supstancija u hidrofi lne 
pogodne za eliminaciju iz organizma (12), što je nametnulo sljedeće pitanje – je li 
acetilsalicilna kiselina bolji supstrat za aromatsku hidroksilaciju u odnosu na hidrofi l-
niju salicilnu kiselinu (slika 5.).
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Slika 5. Reakcije aromatske hidroksilacije acetilsalicilne i salicilne kiseline.

Glavni je tehnički problem u proučavanju aromatske hidroksilacije detekcija 
hidroksiliranih metabolita zbog nedovoljne osjetljivosti dostupnih analitičkih metoda. 
Tekućinska kromatografi ja visoke djelotvornosti spregnuta UV-Vis detektorom, koja 
je uveliko dostupna, nije dovoljno osjetljiva za detekciju pikomolnih količina hidrok-
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siliranih produkata. Kako salicilna kiselina posjeduje dvije skupine podložne ioniza-
ciji, karboksilnu i fenolnu, mogla bi se primijeniti detekcija spektrometrijom masa. 
No, ionizacija nederivatiziranih metabolita je iznimno niska, a čak i s derivatizacijom 
primjenjiva je isključivo za kvalitativnu analizu. Derivatizacijom s diazometanom 
(reagira s karboksilnom skupinom) dokazana je produkcija 3- i 5-hidroksi(acetil)sali-
cilne kiseline (13).

S kemijske strane, problem praćenja hidroksilacije je i Fentonova kemija prema 
kojoj bi hidroksilirani metaboliti mogli nastati i neenzimatski. Ako je slobodno 
željezo prisutno u otopini, može doći do produkcije snažnih slobodnih radikala kao 
što je hidroksilradikal koji dalje hidroksilira salicilnu kiselinu (14). Učinak Fentonove 
kemije može se ukloniti primjenom ionskih izmjenjivačkih smola za izmjenu željeza 
i/ili primjenom kelatora željeza kao što je deferoksamin. Na taj se način pokazalo da 
3- i 5-hidroksi(acetil)salicilna kiselina nastaje enzimatski djelovanjem citokroma (13).

Citokromi P450 koji kataliziraju aromatsku hidroksilaciju određeni su primje-
nom specifi čnih inhibitora citokroma humanih jetrenih mikrosoma (12,13). Iako je 
acetilsalicilna kiselina lipofi lniji supstrat od salicilne kiseline, hidroksilacija se pri-
marno događa na salicilnoj kiselini. Primarno se aromatska hidroksilacija odvija na 
položaju 5 benzenske jezgre salicilne kiseline i kataliziraju je CYP2A6, CYP2C8, 
CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP3A4 i CYP2E1. Hidroksilaciju na položaju 3 
kataliziraju CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 i CYP2E1 (13). I u slučaju 3- i u slučaju 
5-hidroksilacije, najizraženiju enzimsku aktivnost pokazuje CYP2E1, što je i očeki-
vano, jer ovaj enzim katalizira metabolizam velikog broja manjih molekula, npr. eta-
nola i toluena. No, brzina reakcije je iznimno niska (8 pmol/nmol CYP2E1/min) u 
usporedbi s brzinom 6 -hidroksilacije testosterona (160.000 pmol/nmol CYP3A4/
min). Kao i u slučaju glukuronidacije salicilne kiseline, tako je i hidroksilacija katali-
zirana relativno velikim brojem enzima (11), a u ovu biotransformaciju su uključeni 
citokromi P450 koji metaboliziraju većinu ksenobiotika, odnosno pokazuju najveći 
promiskuitet prema supstratima (15). Svi dobiveni rezultati potvrđeni su i na rekom-
binantnim enzimskim sustavima (13).

ZAKLJU AK

Salicilna kiselina u različitim oblicima (salicin, saligenin, salicilna kiselina, natri-
jev salicilat) obilježila je pojedine epohe ljudske civilizacije (Egipat, Antička Grčka, 
Europa). Sintezom je acetilsalicilna kiselina postala zlatni standard u terapiji boli, 
povišene temperature i upala. Renesansu je doživjela sredinom prošlog stoljeća otkri-
ćem antitrombocitnog djelovanja (16). Iako mala molekula, slika sheme biotransfor-
macije (acetil)salicilne kiseline sporo se popunjavala. Farmakokinetika vezana uz 
nastanak glavnog metabolita – salicilurne kiseline opisana je 1970-tih. Prije desetak 
godina opisani su enzimi koji sudjeluju u reakcijama glukuronidacije, a tek ove godine 
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shema biotransformacije je kompletirana dodatkom humanih jetrenih enzima cito-
kroma P450 koji sudjeluju u reakcijama aromatske hidroksilacije salicilne kiseline 
(13).

The last puzzle in acetylsalicylic acid biotransformation: 
New achievements in metabolism

by M. Boji

A b s t r a c t

Th e history of salicylates began four millennia ago. Salicylates were used for 
centuries in the form of a herbal drug – willow bark. Isolation of salicin started in 
1829, followed by the fi rst synthesis in 1857. It took four decades to fi nd the acetyla-
ted form of salicylic acid that could be obtained as a pure substance. Aspirin was born 
in 1897.

Salicylates were unique drugs in many ways. Th e fi rst clinical trial was conduc-
ted in 1763 and confi rmed the antipyretic activity of willow bark. In 1899, clinical 
trials confi rmed the benefi cial eff ects of aspirin, granting aspirin the status of a pana-
cea (universal remedy).

Owing to its analgesic, antipyretic, anti-infl ammatory and antithrombotic pro-
perties, aspirin is one of the most widely used drugs today. Every fi fth adult takes 
aspirin on a daily basis, and every second person aged 65 and above. Th e metabolism 
of aspirin is revisited in this paper, highlighting the latest achievements in researching 
its metabolic fate. Hydrolysis, glucuronidation and glycine conjugation, as major 
metabolic reactions, are covered accompanied with the minor metabolic pathway of 
aromatic hydroxylation. Addition of human cytochromes P450 completes the bio-
transformation scheme of (acetyl)salicylic acid.
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