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2. Rövidítésjegyzék 

ACN   acetonitril 

BSA   szarvasmarha szérum albumin 

CD   cirkuláris dikroizmus 

DAD   diódasoros detektor 

HPLC   nagyhatékonyságú folyadékkromatográfia 

HSA   humán szérum albumin 

k   kapacitásfaktor 

K a fehérjéhez kötött és a szabad vegyületforma egyensúlyi 

állandója 

logD   adott pH-n vett lipofilitás 

logP   víz-n-oktanol megoszlási hányados 

MS   tömegspektrometria 

NH4OAc  ammónium-acetát 

NMR   mágneses magrezonancia 

PPB%   százalákos fehérjekötődés 

RSD%   relatív standard deviáció 

t0   holtidő 

TFA   trifluor-ecetsav 

tR   retenciós idő 

UV   ultraibolya 
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3. Bevezetés 

 

Az utóbbi évtizedben a modern gyógyszerkutatásban a kombinatorikus kémia és nagy 

áteresztőképességű, biológiai aktivitás alapján szűrő (high throughput screening, HTS) 

módszerek szerepe nagymértékben nőtt. Ennek köszönhetően gyorsan, nagyszámú molekula 

biológiai aktivitása vizsgálható a célzott receptoron, enzimen, vagy egyéb farmakológiai 

célponton. Ez azonban maga után vonja az új gyógyszerjelölt molekulák egyre nagyobb 

hányadánál a rossz vízoldhatóságot és magas lipofilitást (logP>5). [1] Egyes becslések szerint 

ez az arány elérheti a 40%-ot is az új gyógyszerjelölt vegyületek között. [2][3] 

4. Irodalmi összefoglaló 

4.1.Gyógyszerek plazmafehérje-kötődésének jelentősége 

A szájon át (per os) adagolt gyógyszerek hatékony formulációból való 

felszabadulásának és felszívódásának előfeltétele a megfelelő oldhatóság vízben. 

Következésképp az elégtelen vízoldhatósággal együtt járó magas lipofilitás ronthatja a szájon 

át adagolt gyógyszerek biohasznosulását. Fontos viszont megemlíteni, hogy a lipofil vegyületek 

passzív transzporttal könnyebben áthatolnak a különböző membránokon, emellett a 

hatóanyagok fokozott lipofil jellege a vérben jelenlévő plazmafehérjékhez való kötődés esélyét 

is megnöveli. Ez utóbbi is elősegítheti a hatóanyagok felszívódását, mivel a vérben a hatóanyag 

kötött állapotba kerül, csökken a szabad gyógyszerhányad, így a nagyobb koncentráció gradiens 

által nő a passzív diffúzió hajtóereje. [4] 

A gyógyszerek megoszlásának igen fontos tényezője a gyógyszerek plazmafehérje-

kötődése (1.ábra), mivel a kevésbé oldódó, lipofilebb molekulák számára lehetővé teszi a 

szisztémás keringés által történő eljutást a célszövethez. [4] A terápiás hatás kialakulásához 

azonban a vérben a gyógyszer szabad formájának megfelelően magas koncentrációjának 

elérése szükséges, hiszen a hatóanyag csak ebben a formában képes átjutni az egyes 

szöveti/sejtes belépési kapukon (membránokon) és így eljutni a célszövetekbe, ahol kifejtheti a 

szükséges hatást. A plazmafehérjékhez kötött molekulák a szisztémás keringésben maradnak, 

így metabolizmusuk mértéke is csökkenhet, valamint kiválasztódásuk is akadályozva van. [4] 
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1. ábra: A fehérjekötődés hatása gyógyszerhatóanyagok útjára a szervezetben 

A fehérjékhez kötött és a szabad gyógyszerforma között dinamikus egyensúly alakul ki, 

a két forma aránya állandó, és az adott molekula fehérjekötődési sajátsága határozza meg. [4] 

(1.ábra) A szabad gyógyszerforma koncentrációjának csökkenésekor az egyensúly eltolódik és 

kötött hányadból történő felszabadulással áll be újra. A gyógyhatás kialakulását ez viszont 

lassíthatja, mivel csak az egyensúlynak megfelelő gyógyszermennyiség található szabad 

formában. [4]  

A fehérjéken található kötőhelyek telítődhetnek, ekkor a szabad gyógyszerforma 

koncentrációjának ugrásszerű növekedése következhet be, ami akár a toxikus szintet is 

elérheti.[1] Ez bekövetkezhet egy gyógyszer túl nagy dózisának beadagolásakor, emellett a 

plazmafehérje-kötődés mértéke változhat az életkor előrehaladtával, egyes betegségek, 

élethelyzetek esetén, úgy mint a csecsemő- vagy időskor, terhesség, fizikai megterhelés, 

pajzsmirigy túlműködés, daganatos betegségek, vesebetegségek, szívbetegségek, reumás 

betegségek, sebészeti beavatkozások, sérülés, májbetegségek, gyomor-bélrendszeri 

betegségek, cukorbetegség, alultápláltság, törések, égések, dohányzás és stressz. [5] Ezekben az 

élethelyzetekben a fehérjekötődést megváltoztathatja a plazmafehérjék koncentrációjának 

csökkenése, a gyógyszerek affinitásának csökkenése a fehérjék felé azok konformáció-

változása miatt (pl. a cukorbetegség esetében a plazmafehérjék könnyen glikozidálódnak), 

illetve a keringésben jelenlévő számos egyéb vegyület (esetleg egyidejűleg szedett, egyéb 

gyógyszerek), melyek a gyógyszerhatóanyagokkal versengenek a kötőhelyekért. [5] Főleg 

keskeny terápiás indexű gyógyszerek alkalmazásakor, illetve nagy plazmafehérje-kötődésű 

vegyületek esetében szükséges kiemelt figyelmet fordítani erre a veszélyre. [1]  
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Elmondható tehát, hogy a magas lipofilitású hatóanyagok esetében míg a 

gyógyszerformából történő felszabadulás csökkent jelleget mutat, addig ezen vegyületek 

passzív diffúzióját és ezzel együtt a felszívódását a membránt alkotó lipidekkel való kedvezőbb 

kölcsönhatásuk, illetve a nagyobb mértékű plazmafehérje-kötődésük segíti. A hatóanyagok 

eloszlásában a plazmafehérjék transzporter funkciót tölthetnek be, illetve elősegítik a lipofilebb 

molekulák vérben való oldását. A vegyületek fokozott plazmafehérje-kötődése viszont a 

plazma szabad gyógyszer koncentrációjának csökkenésével a célszövetekbe való bejutás 

hatékonysága is csökkenhet. [4] 

4.2.A humán szérum albumin 

A fehérjekötődésért a vérben található plazmafehérjék a felelősek. Hozzávetőleg 60 

különböző fehérje befolyásolja a vérben a molekulák megkötését, de a legfontosabbak az 

albumin (humán szérum albumin, HSA), az α1-savas glikoprotein (AAG) és a lipoproteinek. [4] 

(2.ábra) 

2. ábra: A plazma fehérjéinek megoszlása [6] 

Legnagyobb mennyiségben a HSA található meg a plazmában (5g/100ml) [7], így a 

gyógyszermolekulák megkötéséért elsősorban ez a fehérje a felelős. [7][8] A HSA felezési ideje 

a keringésben 19 nap. Kristályszerkezete egyetlen polipeptid láncból áll, ami három homológ 

α-hélix domént tartalmaz, melyek a kiterjedt diszulfid-híd rendszer által szív-alakba 

rendeződnek. (3.ábra) A humán szérum albumin molekulatömege mintegy 66 kDa, 585 

aminosavból áll, 17 tirozin és 1 triptofán egységgel a 214-es pozícióban, mely a IIA 

aldoménben található. [7]  

Az albuminhoz savas és bázikus gyógyszermolekulák is kötődhetnek van der Waals 

típusú diszperziós erőkkel, hidrofób- és hidrogén-kötéssel, valamint ionos kölcsönhatással. [5] 
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Meg kell azonban említeni, hogy a vegyületek lipofilitása kiemelkedő szerepet játszik a HSA-

hoz való kötődésben. [5]  

3. ábra: A humán szérum albumin szerkezete [9] 

A fehérje két kötőhelyet tartalmaz, melyek nagy affinitással kötnek meg aromás és 

heterociklikus molekulákat. [4] Ezeket kötőhely I és kötőhely II névvel látták el, és a IIA, 

valamint a IIIA aldoménekben találhatók. (3.ábra) A két kötőhely topológiailag hasonló, de az 

alakjuk, méretük és polaritásuk szempontjából megkülönböztethetőek, ez magyarázatot ad a 

különböző kötési tulajdonságukra. Az említetteken kívül számos másodlagos kötőhely található 

a fehérjén. [10][11][12][1] A kötőhely I leginkább hidrofób, kiterjedt, heterociklusos molekulák 

megkötésére képes, melyek a molekula közepén tartalmaznak negatív töltést (pl. a warfarin 

(4.ábra), fenilbutazon kötődik ezen a kötőhelyen specifikusan).  

4. ábra: A warfarin szerkezete [13] 

A kötőhely II főleg aromás karbonsavakat képes komplexálni, negatív töltéssel a 

molekula egyik végén, elkülönülve a molekula fennmaradó, hidrofób szerkezetétől (pl. a 
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diazepamot, ibuprofént (5.ábra) köti specifikusan). [10][11] Egyes gyógyszerhatóanyagok 

mindkét kötőhelyhez képesek kötődni. [4] 

5. ábra: Az ibuprofen szerkezete [14] 

 

A HSA élettani szerepe a vér kolloidikus ozmózis nyomásának fenntartása mellett, 

ahogy azt korábban említettük, a különböző biogén anyagok reverzibilis megkötése, oldatban 

tartása és a szervezet különböző részeibe való szállítása. Összességében, bármely gyógyszer 

affinitása a szérum albuminhoz egy igen fontos paraméter, mely jelentős mértékben 

meghatározza annak farmakokinetikáját. [7]  

4.3.A plazmafehérje-kötődés vizsgálómódszerei 

Fentiek alapján már a gyógyszerkutatás korai szakaszában számos in vitro és in vivo 

módszert alkalmaznak a gyógyszerjelölt molekulák plazmafehérje-kötődésének 

vizsgálatára.[15] Ezek az esetek túlnyomó többségében nagy áteresztőképességű kromatográfiás, 

valamint spektroszkópiás módszerek. Az utóbbi vizsgálatok esetében a vizsgált komponensek 

jellemző hullámhosszon történő UV elnyelését (pl.: HSA: 280nm [7]) (UV spektroszpópia), 

vagy a kötés létrejöttét kísérő konformációváltozást használják ki, mivel a HSA triptofán, 

tirozin és fenilalanin aminosav egységei nagy fluoreszcens aktivitással rendelkeznek [7] 

(fluoreszcencia) [17]. További alkalmazott spektroszkópiás módszerek az NMR [18], CD [19], és 

a felületi plazmon rezonancia [20], amikkel a komplex létrejötte és szerkezete vizsgálható. [7][16]  

Az in vitro vizsgálatok általában tartalmaznak egy elválasztási lépést, ami során a kötött 

és a szabad gyógyszerformát elkülönítik, ez történhet ultraszűréssel, ultracentrifugálással vagy 

egyensúlyi dialízissel. [16]  

A fehérjekötődés számítása céljából az elválasztást követően először meg kell határozni 

a szabad gyógyszerforma koncentrációját. A kötött forma mennyisége a teljes és a szabad 

gyógyszerforma különbségéből adódik. A százalékos fehérjekötődés (Plasma Protein 

Binding%, PPB%) a következő képlet segítségével számítható ki: 
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𝑃𝑃𝐵% =
[𝐵] − [𝐴]

[𝐵]
∗ 100% 

1. egyenlet: A PPB% számítása 

ahol [B] a teljes gyógyszer-koncentráció, míg [A] a szabad gyógyszerforma 

koncentrációja. [21] 

Az ultraszűrés során a szabad és a kötött gyógyszerformát tartalmazó elegyből egy 

szelektív, szemipermeábilis membránon keresztül vákuum, pozitív nyomás vagy centrifugálás 

segítségével a szabad gyógyszerforma kinyerhető/elválasztható. (6.ábra) A módszer előnye, 

hogy a 96 lyukú mikrotiter tálca egyszerű, gyors mérést tesz lehetővé. [22][23][24] Hátránya a 

komponensek adszorpciójának lehetősége a membránon, illetve az eszközön magán, valamint 

a fehérje szivárgása a szűrletbe, ami nagy fehérjekötődésű anyagok vizsgálatakor a szabad 

frakció hibás meghatározásához vezethet. [16]  

6. ábra: Ultraszűrés centrifugálás segítségével [25] 

Az ultracentrifugálás során 105G nagyságú centrifugális erő segítségével választható el 

a vizes fázis a fehérjét tartalmazó anyagtól. [26] Membrán hiányában a módszerrel 

minimalizálható a membránon történő nem specifikus kötődés, és elhanyagolható mértékűre 

csökkenti az ozmotikus térfogat ingadozását. Hátránya, hogy nagy mennyiségű plazmára van 

szükség a vizsgálathoz (2ml/minta), és 12-16 órát is igénybe vehet egy mérés. Új problémák 

léphetnek fel, mint az ülepedés, visszadiffundálás és a viszkozitás, melyek ronthatják az 

elválasztás hatásfokát, lassítják a folyamatot, emellett fenn áll a lehetősége a plazma-víz 

határréteg lipoproteinnel történő szennyezésének. [27] 

Egyensúlyi dialízis [28][29][30] esetén két kamrát választanak el egy szelektív 

szemipermeábilis membránnal. Az egyik kamra tartalmazza a plazma „retentátot”, a másik a 

„dializátot”. A gyógyszert és a plazmát a „retentát” oldali kamrába adagolják, és különböző 
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ideig (6-24h) inkubálják, fiziológiásan releváns hőmérsékleten (37°C). Ezt követően a két 

kamrából mintát véve meghatározzák a kialakult hatóanyag koncentrációkat. (7.ábra) Előnye 

nagy áteresztőképessége, amit a 96 lyukú mikrotiter tálca biztosít. [16] A túl hosszú inkubálási 

idő meghamisíthatja a mérési eredményeket, mivel a plazma degradálódhat, illetve az instabil 

gyógyszermolekulák kémiai átalakulása is bekövetkezhet, [31] továbbá a pH esetleges változása 

is hatással lehet a fehérjekötődésre. [32][33] A membrán-adszorpció és a nem-specifikus kötődés 

szintén befolyásolja az egyensúlyt. Hosszú inkubálás során a víz ozmózisnyomás miatti 

vándorlása a szemipermeábilis membránon keresztül térfogat eltolódást okozhat. Így a retentát 

oldal hígul, ami a pH és az ionerősség változása miatt hatással lehet a fehérje kötődésre is. [16] 

A térfogatváltozás okozta hiba a Boudinot egyenlet [16] segítségével korrigálható. 

  

𝑓𝑢𝑝 = 1 −

(𝐶𝑝𝑙𝑎𝑧𝑚𝑎 − 𝐶𝑝𝑢𝑓𝑓𝑒𝑟) ∗ (
𝑉𝑝𝑙𝑎𝑧𝑚𝑎

𝑣é𝑔𝑠ő

𝑉𝑝𝑙𝑎𝑧𝑚𝑎
𝑘𝑒𝑧𝑑𝑒𝑡𝑖)

(𝐶𝑝𝑙𝑎𝑧𝑚𝑎 − 𝐶𝑝𝑢𝑓𝑓𝑒𝑟) ∗ (
𝑉𝑝𝑙𝑎𝑧𝑚𝑎

𝑣é𝑔𝑠ő

𝑉𝑝𝑙𝑎𝑧𝑚𝑎
𝑘𝑒𝑧𝑑𝑒𝑡𝑖) + 𝐶𝑝𝑢𝑓𝑓𝑒𝑟

 

2. egyenlet: Boudinot-egyenlet 

Töltéssel rendelkező fehérjék befolyásolhatják a kis molekulatömegű ionok 

vándorlását, ami ezek egyenetlen eloszlását okozza a membrán két oldalán. Izotóniás pufferek 

használatával ez a hiba korrigálható. [16] Számos kísérletet tettek az egyensúlyi dialízis 

áteresztőképességének növelésére, ezek eredményeként fejlesztették ki a gyors egyensúlyi 

dialízist (rapid equilibrium dialysis, RED), mely módszer rövidebb kísérleti időt és irányítható 

automatizálást tesz lehetővé. A dialízis cella megnövekedett felülete a térfogatához képest 

nemcsak lerövidíti a méréseket, hanem a térfogatváltozás hibáját is minimalizálja. [34] 
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7. ábra: Egyensúlyi dialízis [35] 

A korábban leírt módszereket helyettesítő nagy áteresztőképességű kromatográfiás 

módszerekről számos irodalmi adat áll rendelkezésre. [36][37] Ezeknél a méréseknél a vizsgálni 

kívánt fehérje (HSA, AAG) szilikagél állófázishoz kötve, immobilizált állapotban van. (8.ábra) 

A mérés során az úgynevezett kromatográfiás retenciós faktor, vagy kapacitásfaktor értékét 

vizsgáljuk, mely közvetlen kapcsolatban van az álló-, illetve a mozgófázisban lévő molekulák 

arányával.  

𝑘 =
𝑡𝑅 − 𝑡0

𝑡0
 

3. egyenlet: A kapacitásfaktor számítása izokratikus mérési körülmények között 

Így ebből az értékből a vizsgált molekula adott fehérjéhez való kötődése számítható. A 

mérés hitelessége azon a feltételezésen alapszik, hogy az immobilizált fehérje megőrzi 

kötőspecificitását és konformációs mobilitását. Ezt igazolandó, a mérések előtt kalibrálni 

szükséges az oszlopot. Mérési hibát okozhat, hogy lehetőség van a szabad szilanol csoportokkal 

nem-specifikus kötődésre a szilikagél állófázisához. Annak ellenére, hogy ez a mérési módszer 

nem tartalmazza a teljes plazmát, csak egyetlen fehérjét vizsgál, valamint módszertől függően 

nagy koncentrációkban alkalmazhat (akár 30%) szerves oldószereket, a humán szérum 

albuminnal módosított állófázisok alkalmazásával jó korrelációt tapasztaltak a mért 

fehérjekötődés és az irodalmi kötődési adatok között. [15][38] 
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8. ábra: A szilikagél állófázison immobilizált fehérjék [39] 

A szabad gyógyszerhányad pontos in vivo meghatározása összetett és bonyolult feladat, 

de mikrodialízissel ezen a téren is sikerült jó eredményeket elérni. A mikrodialízis 

alkalmazásakor a vizsgálni kívánt szövetbe egy üreges rostból készült szondát helyeznek, mely 

permeábilis a víz és kis mólsúlyú molekulák számára. A perfúzió során kétirányú áramlás 

történik. (9.ábra) A dializát minták hagyományos HPLC-MS módszerekkel vizsgálhatók. A 

hagyományos vérből vett mintákkal szemben a módszer előnye a fehérjementes minták 

gyűjtésének lehetősége, mely lehetővé teszi a szabad gyógyszerforma koncentrációjának 

meghatározását. A hagyományos vérből vett minták és a mikrodialízis együttes alkalmazásával 

a szabad és a teljes gyógyszermennyiség meghatározható. A gyógyszerkutatásban nem elterjedt 

módszer, mivel hiába ad pontos eredményt in vivo körülményekre, túlságosan komplex a 

hagyományosnak mondható in vitro vizsgálatokhoz képest. [40][41] 

9. ábra: A mikrodialízis folyamata, és eszköze [42][43] 
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4.4.Flavonoidok 

A flavonoidok a magasabb rendű növények majdnem minden családjában előforduló 

szekunder metabolitok, melyek számos előnyös farmakológiai hatása ismert. Nagy szerkezeti 

diverzitást mutatnak, több mint 6000 különböző flavonoid vegyületet írtak le ez idáig. [7] 

Kémiai szerkezetüket tekintve oxigéntartalmú heterociklusos vegyületek, amelyek a 2-

fenilbenzopiron gyűrűrendszer származékai. A B-gyűrű elhelyezkedése alapján három 

szerkezeti izomert különböztetünk meg: izoflavonoidok, neoflavonoidok és flavonoidok. [44] 

(10.ábra) 

10. ábra: A flavonoid, izoflavonoid és neoflavonoid vegyületek váza [45] 

A szűkebb értelemben vett flavonoidok közé a flavonok, flavonolok (3-hidroxi- 

flavonok), flavanonok (2,3-dihidro-flavonok), flavanonolok (3-hidroxi-2,3-dihidro-flavonok) 

tartoznak. [44] (11.ábra) Ezen csoportokon belül megkülönböztethetünk glikozidokat és 

aglikonokat, attól függően, hogy tartalmaznak-e cukor szubsztituenst. Glikozidok esetében a 

glikozid csoport, mely lehet L-ramnóz, D-glükóz, glükoramnóz, galaktóz vagy arabinóz, az 

aglikon váz 3-as vagy a 7-es pozícióját foglalja el. [46]  

11. ábra: Flavonoid osztályok [47] 
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A zöldségek és gyümölcsök bőségesen tartalmazzák flavonoid vegyületek széles 

szerkezeti körét. A teljesség igénye nélkül néhány növény, melyben nagyobb mennyiségben 

megtalálható valamely flavonoid származék: japánakác, pohánka, rutafű, legyezőfű, 

kökényvirág, nyírfalevél, vadárvácska, aranyvessző, bodza, homoki szalmagyopár, akácvirág, 

körömvirág, ginkgo biloba, tövises iglice; valamint néhány jelentős flavonoid tartalmú zöldség 

és gyümölcs: alma, sárgabarack, fekete áfonya, cseresznye, fekete ribizke, szőlő, körte, szilva, 

narancs, hagyma, burgonya, paradicsom. Általánosságban elmondható, hogy a zöldségek és 

gyümölcsök nagy mennyiségben tartalmazzák a flavonoid vegyületek számos fajtáját. [50] 

A flavonoidok a növényekben elsősorban glikozidok formájában vannak jelen. A 

glikozidok vízoldhatóak, a sejtek belsejében raktározódnak, vagyis a növényi szövet szerves 

részét képezik. A szabad aglikon forma ritkán fordul elő, bizonyos növénycsaládokra 

korlátozódik: rutafélék, árvacsalánfélék, fűzfafélék, gyömbérfélék, vasfűfélék, őszirózsafélék. 

A flavonoidok gyógyhatásáért jellemzően a glikozidokból felszabaduló aglikonok felelősek. [50] 

Ezen hatások alapvetően szerkezetfüggőek, úgy mint a flavonoid osztálya, hidroxil 

csoportok és egyéb szubsztituensek száma, konjugáció és polimerizációs fok. [51] 

Gyógyhatásaik közé tartozik a májvédő [52], antibakteriális [53][54][55][56], gyulladás-         

csökkentő [57][58], rákellenes [54][59] és vírusölő [60] tulajdonságok, valamint az egyik 

legfontosabb, az antioxidáns [51][61] hatás, amit a keringésbe kerülve fejtenek ki: képesek 

kelátkomplexet képezni a fémionokkal, illetve elreagálnak a szabad gyökökkel. [62][63] (12.ábra) 

12. ábra: Flavonoidok antioxidáns hatása [64][65] 

A flavonoidok felszívódása a szervezetben fizikai-kémiai tulajdonságaiktól függ, mint 

a molekulatömeg, konfiguráció, lipofilitás, oldhatóság, pKa. Az aglikonok passzív diffúzió 

útján legnagyobb mennyiségben a vékonybélben képesek felszívódni, míg ezen a helyen a 

glikozidok csak a cukorcsoport enzimkatalizált hidrolízisét követően, vagy a Na+-glükóz 

kotranszporter segítségével abszorbeálódhatnak. [66][67] Kisebb mennyiségben, de a vastagbél 

enzimrendszere által lebontva is átjuthatnak a bél hámsejtjein. [68] A felszívódást követően a 

flavonoidok a keringésbe kerülnek, ahol megemelik a vér antioxidáns szintjét. [69] 
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A flavonoid aglikonok oldhatósága a terápiás hatékonyságban játszhat nagy szerepet. 

Alacsony oldódásuk vízben a gasztrointesztinális rendszerben való rövid tartózkodással 

párosítva alacsonyabb abszorpciót eredményezhet, ami megvédi a fogyasztót a flavonoidok 

akut toxicitásától, a ritkán tapasztalható allergiát kivéve. Gyenge vízoldhatóságuk 

gyógyszerként való felhasználásuk egyik jelentős problémája. Ebből kifolyólag félszintetikus, 

vízoldható flavonoid származékokat állítottak elő, mint például inozitol-2-foszfátquercetin, a 

magas vérnyomás kezelésére, a diosmin (módosított heszperidin, Detralex®) és a monoxerutin 

(hidroxietil-rutozid, Venoruton®), melyek érvédő hatású gyógyszerek hatóanyagai. [70][68] 

A flavonoidoknak tulajdonítható számos gyógyhatásnak köszönhetően az utóbbi 

években exponenciálisan nőtt a fellelhető irodalmi adat ebben a témában [71][72]. A szintetikus 

gyógyszerek életképes alternatívái lettek a szervezetre gyakorolt széleskörű jótékony 

hatásuknak köszönhetően. [52][70][73][74] Ezek a hatások, illetve más gyógyszerekkel történő 

esetleges kölcsönhatások a plazma transzportfehérjéihez való kötődésüktől nem elhanyagolható 

mértékben függnek, ezért a flavonoidok fehérjekötődésének paramétereit és mechanizmusát 

rendkívül fontos megismerni. [75][76] 

A fehérjekötődés a gyógyhatáshoz hasonlóan szerkezetfüggő. A szerkezet bizonyos 

elemei jól meghatározhatóan befolyásolják a szérum albuminhoz való kötődést, és ezáltal a 

gyógyhatás kialakulását. Ezek az elemek a hidroxil-csoportok száma és pozíciója az A, B, és C 

gyűrűben, a metoxi-csoportok száma és pozíciója, a glikozid-csoportok minősége, mennyisége, 

és pozíciója, valamint a C gyűrűben a C2-C3 kettős kötés jelenléte, vagy hiánya. Ezen 

motívumok hatásáráról a HSA kötődésre rendelkezésre állnak irodalmi adatok. [77][78] 

Az A gyűrű a 7-es pozíciójában megjelenő első hidroxil-csoport nagyban növeli a 

kötődést, azonban további hidroxil-csoportok csökkentik azt. [77][78][79][80] Minden esetben nő a 

fehérjekötődés erőssége a B gyűrűn található hidroxil-csoportok számának 

növekedésével.[77][79][80][81] A C gyűrűben csak a 3-as pozícióba kapcsolódhat a molekulához 

hidroxil-csoport, ez befolyásolja a B gyűrű rotációját, ezzel megváltoztatja az albuminkötődés 

erősségét. [79][82][83][84] A hidroxil-csoportok metiláltsága növeli a szérum albuminhoz való 

kötődés erősségét. [85][77][79][86] A glikozid csoportok hatása az albuminhoz való kötődés 

erősségére nem egységes, függ a cukor-csoport típusától és pozíciójától, de összességében 

csökkenti a kötődés mértékét. A szakirodalomban a flavonoid-glikozidok fehérjekötődésével 

kapcsolatban csak BSA (bovine serum albumin) kötődésre vonatkozó adatok 

találhatók.[77][81][87] A C gyűrűben található C2 és C3 szénatomok közötti kettős kötés jelenléte 
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befolyással van a molekula konjugációjára, aminek köszönhetően a kötés erőssége a fehérjéhez 

növekszik. [79][88] 

A gyógyszerkutatás késői szakaszában a gyógyszerjelölt molekulák jelentős 

lemorzsolódása miatt a felszívódási, eloszlási, és egyéb farmakokinetikai tulajdonságok 

vizsgálatára komoly hangsúlyt fektetnek a kutatás korai szakaszában. Ezért szükség van nagy 

áteresztőképességű mérőmódszerekre a fizikai tulajdonságok, a membrán-interakció és a 

plazmafehérje-kötődés vizsgálatára. A kutatás ezen fázisában a paraméterek pontos 

meghatározása nem alapvetően fontos, de a vegyületek mért értékeinek reprodukálható 

rangsorát szükséges felállítani. Ez lehetővé teszi a farmakokinetikai paraméterek fejlesztését a 

molekula elsődleges biológiai aktivitásának csökkentése nélkül. [15] A flavonoidok HSA-hoz 

való kötődéséről, illetve a szerkezeti elemek kötődésre gyakorolt hatásáról szóló irodalmi 

adatok azonban nem egységesek, hiányosak. Minthogy ezek a vegyületek számos 

gyógyhatással rendelkeznek, félszintetikus gyógyszerhatóanyagok előállításának kiinduló 

pontjai, valamint étrend kiegészítők, gyógynövény alapú készítmények, élelmi növények fontos 

összetevői lehetnek, farmakokinetikájuk, ezen belül plazmafehérje-kötődésük ismerete 

kiemelkedően fontos, mind terápiás hatásuk, mind az esetleges gyógyszer interakciók 

szempontjából. 
 

5. Célkitűzés 

Célunk egy olyan nagy áteresztőképességű HPLC módszer validálása volt, mellyel a 

flavonoid vegyületek albuminhoz való kötődése gyorsan, reprodukálhatóan mérhető. Az 

eredmények segítségével a flavonoidok humán szérum albuminhoz való kötődésének a 

molekulák szerkezetével való összefüggését kívántuk feltárni. 
 

6. Anyagok és módszerek 

A referenica vegyületeket a Sigma Aldrich-tól (St. Louis, USA) rendeltük. 

A mérések megkezdése előtt a referenciavegyületek és a vizsgálandó flavonoidok logP 

és logD (pH=7,0; 7,2; 7,4), értékeire, molekulatömegére, és szerkezeti képletére vonatkozó 

adatokat MarvinSketch (ChemAxon Kft.) program segítségével gyűjtöttük össze. A mintákat 

0,5mg/ml koncentrációban, 50mM NH4OAc és 2-propanol 1:1 arányú keverékében oldva 

készítettük el. [15]  

A vegyületek integritását a következő HPLC-MS módszer segítségével vizsgáltuk: 

 Műszer: Agilent 1100 HPLC-SQ6120 
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 Oszlop: KINETEX-XB C18 50mm x 2,1 mm ; 2,6 µm;40 °C 

 Áramlási sebesség: 0,75 ml/perc 

 Eluens: A=0,1% TFA/víz  B=95% ACN-5% víz, 0,1% TFA 

 Gradiens: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 MS: pozitív ion mód; m/z 100-800; Fragmentor feszültség: 50 V, 

 szárítógáz: 12 l/min N2; 350 °C; p=60 psi 

 DAD: 

 A: 240 ± 25 nm 

 B: 290 ± 25 nm 

 C: 340 ± 25 nm 

 UV Spektrum: 200-400 nm 

A fehérjekötődés vizsgálata során az állófázison immobilizált Humán Szérum Albumin 

(HSA) oszlopot használtunk. A mozgófázis pH=7,4 puffert tartalmazott (ami a 2-propanol 

koncentrációjától függően pH=7,4-7,9 tartományban mozgott), aminek segítségével a 

fiziológiás körülményeket szerettünk volna közelíteni. Gyors gradienst alkalmaztunk 30% 2-

propanolig, mivel a flavonoidok albuminkötődését a magas tartományba vártuk. Az UV 

detektálás a flavonoidokra jellemző 254 nm-en történt. A post time 10 perc volt. 

 Műszer: Agilent 1100 HPLC-SQ6120 

 Oszlop: Chromtech CHIRAL-HSA 50 mm x 3,0 mm ; 5,0 µm; 30 °C 

 Áramlási sebesség: 0,75 ml/perc 

  Eluens: A: 50 mM ammónium-acetát (pH=7,4)    B: 2-propanol 

  Gradiens: 

 

 

 

 MS: pozitív ion mód; m/z 100-800; Fragmentor feszültség=50 V, 

 szárítógáz: 12 l/min N2; 350 °C; p=60 psi 

0 min 0% B 

4 min 100% B 

7 min 100% B 

7,01 min 0% B 

01 min 0% B 

14 min 030% B 

420 min 30% B 

2020,01 min 300% B 
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 DAD: 254 nm  

 Fehérjekötődés számítása:  

𝑃𝑃𝐵% =
101 ∗ 10𝑙𝑜𝑔𝐾

1 + 10𝑙𝑜𝑔𝐾
 

4. egyenlet: A fehérjekötődés számítása 

A flavonoidok HSA-kötődésének mérésére alkalmas módszerünket egy, az irodalomból 

ismert mérőmódszer módosításával dolgoztuk ki. [15] Növeltük a szerves oldószer arányát a 

mozgófázisban, alacsonyabb áramlási sebességet állítottunk be, és más gradienssel dolgoztunk 

annak érdekében, hogy a módszer az általunk mérni kívánt vegyületekre legyen specializálva. 

A hatóanyagok fehérjekötődését (Plasma Protein Binding, PPB) irodalmi adatokból gyűjtöttük 

össze. [15] 

 A kapacitásfaktor logaritmusának (logk) számítása:´ 

𝑙𝑜𝑔𝑘 = 𝑙𝑜𝑔
𝑡𝑅 − 𝑡0

𝑡0
 

5. egyenlet: A logk számítása az izokratikus szakaszokon 

𝑙𝑜𝑔𝑘 = (𝑡𝑅 −
𝑡0

𝑏
log(2,3𝑏) − 𝑡0 − 𝑡𝐷)

𝑏

𝑡0
       𝑏 =

𝑉𝑚𝛥𝜑𝑆

𝑡𝐺𝐹
, ahol 

 logk: a kapacitásfaktor logaritmusa 

 TR: retenciós idő  

 t0: holtidő 

 Vm: kolonna holttérfogata (0,247ml) 

 Δφ: vizes eluens térfogatarányának változása a mozgó 

fázisban a gradiens szakasz alatt (0,3) 

 S: konstans (4,2) 

 tG: a gradiens szakasz ideje (3perc) 

 F: áramlási sebesség (0,75ml/perc) 

 tD: gradiens késleltetési idő (2,8perc) 

6. egyenlet: A logk számítása a gradiens szakaszon [89] 

 

7. Eredmények 

A flavonoidok humán szérum albuminhoz való kötődésének vizsgálata előtt a fejlesztett 

módszer validálására volt szükség. Ehhez 10 darab ismert in vivo HSA kötődésre vonatkozó 

adattal rendelkező gyógyszerhatóanyagot választottunk ki. A kiválasztás során több szempontot 

is figyelembe vettünk: a fehérjekötést, a logP és a logDpH7,4 értékeket széles spektrumon 
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szerettük volna vizsgálni, ugyanakkor 90%-os kötődés felett több mérést is végeztünk, mivel a 

flavonoidok fehérjekötését ebbe a tartományba vártuk. [77] Ezeken kívül savas, semleges és 

bázikus vegyületeket is igyekeztünk a vizsgálandó vegyületcsoportban összegyűjteni. 

A kiválasztott gyógyszermolekulák integritás vizsgálatát is elvégeztük a 

fehérjekötődésük vizsgálata előtt, megfelelő eredménnyel, vagyis az összes hatóanyag 

tisztasága 95% fölötti volt. 

A validálás során minden mérést három párhuzamossal végeztünk. A validálás 

eredménye az 1. táblázatban látható (*3 párhuzamos mérés alapján). 

1. táblázat: A validálás eredménye 

tR átlag* RSD% logk logtR logK (lit.) clogP clogD (pH=7,4)

aszpirin 0,88 0,00 -0,04 -0,06 -0,03 1,24 -2,16

fluoxetine 5,11 0,00 1,07 0,71 1,13 4,17 1,83

naproxen 18,05 0,75 1,59 1,26 1,88 2,99 -0,05

warfarin 5,68 0,10 1,23 0,75 1,69 2,74 1,65

ketoprofen 6,87 0,08 1,14 0,84 1,63 3,61 0,39

carbamazepin 3,39 0,00 0,54 0,53 0,44 2,77 2,77

isoniazid 0,46 0,00 -1,65 -0,34 -2,00 -0,69 -0,69

phenytoin 3,96 0,00 0,72 0,60 0,87 2,15 2,14

quercetin 7,31 1,84 1,18 0,86 1,72 2,16 1,14

metronidazol 0,50 0,00 -0,95 -0,30 -0,96 -0,46 -0,46  

Az adatok kiértékelése során az összefüggéseket az irodalmi fehérjekötődés (logK), a clogP és 

clogDpH7,4 értékek, és az általunk mért retenciós idők logaritmusa (logtR), valamint az ebből 

számolt kapacitásfaktor logaritmusa között vizsgáltuk. (1.-6. diagram) 
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1. diagram: A fehérjekötődés és a retenciós idők logaritmusának kapcsolata 
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2. diagram: A fehérjekötődés és a kapacitásfaktor logaritmusának kapcsolata 

5. diagram: A clogDpH7,4 és a retenciós idők logaritmusának kapcsolata 

3. diagram: A clogP és a retenciós idők logaritmusának kapcsolata 

4. diagram: A clogP és a kapacitásfaktor logaritmusának kapcsolata 
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A mérési eredmények kiértékelése során jó összefüggést sikerült azonosítani az irodalmi 

adatok és a saját mérési adataink között. A legjobb korrelációt a logk-logK összefüggés mutatta, 

ezért a továbbiakban ezt használtuk fel.  

y=1,2169x+0,0502 

R²=0,9823 

7. Egyenlet: A HSA-kötődés számítására használt egyenlet 

A clogP és clogDpH7,4 értékekkel az általunk mért értékek nem mutattak jó korrelációt, 

de észre kell venni, hogy a clogP értékek növekedésével a fehérjekötés erőssége is növekszik. 

(7.diagram) Előbbi összefüggés alátámasztja a szilárd hordozóhoz kötött HSA és a hatóanyagok 

között kialakuló komplex kölcsönhatás kialakulását. 

A sikeres kalibrációt követően megkezdtük a flavonoid vegyületek vizsgálatát. 25 db 

különböző flavonoidot gyűjtöttünk össze. (2.táblázat) Vizsgálatainkban igyekeztünk 

szerkezetileg minél diverzebb vegyületkört kiválasztani. Néhány esetben az aglikonok 

glikozidjai is rendelkezésünkre álltak, így vizsgálni tudtuk a cukor típusú csoportok hatását is 

a flavonoidok HSA kötődésére.  

R² = 0,2496
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7. diagram: A fehérjekötődés és a lipofilitás kapcsolata 

6. diagram: A clogDpH7,4 és a kapacitásfaktor logaritmusának kapcsolata 
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2. táblázat: A vizsgált flavonoid vegyületek  

luteolin 2,40 1,56

luteolin-7-O -

glükozid
0,14 0,08

apigenin 2,71 1,87

apigenin-7-O -

glükozid
0,44 0,39

acacetin 2,85 2,03

baicalin 0,76 -2,47

apiin -0,84 -0,89

krizin 3,01 2,19

amentoflavon 5,09 3,09

heszperetin 2,68 2,56

naringenin 2,84 2,72

flavanonol taxifolin 1,82 1,67

flavan-3-ol katechin 1,80 1,78

kvercetin 2,16 1,14

kvercitrin 0,90 -0,11

kempferol 2,46 1,44

galangin 2,76 1,78

rutin -0,87 -1,88

izoramnetin 2,30 1,31

izokvercitrin -0,14 -1,16

ramnetin 2,30 2,21

miricetin 1,85 0,78

miricitrin 0,60 -0,46

genisztein 3,08 2,22

daidzein 2,73 1,77

flavonol

izoflavon

flavon

flavanon

flavonoid 

csoport
általános szerkezet név clogP

clogD 

(pH=7,4)
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A HSA-kötődés mérésének megkezdése előtt a flavonoid minták integritását is 

vizsgáltuk, így tisztasági problémák miatt az izoramnetint, acacetint és a ramnetint el kellett 

hagynunk a vizsgálandó vegyületek közül. A többi vegyület tisztasága 95% fölötti volt, így 

alkalmasak voltak a mérésre. 

Végül 21 különböző flavonoid vegyület retencióját mértük a HSA-val töltött oszlopon. 

(3.táblázat) A retenciós idők segítségével számolt fehérjekötődési adat egy kivétellel minden 

esetben 90% fölött volt, így helyesnek bizonyult a flavonoidok fehérjekötődésére vonatkozó 

feltevésünk a kalibráció során. 

3. táblázat: Flavonoidok HSA kötődése 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ebben az esetben is minden mérést három párhuzamossal végeztünk, és a retenciós idők 

átlagából számolt kapacitás faktor logaritmusát használtuk fel a fehérjekötődés (logK, PPB%) 

meghatározásához (4-6. egyenlet). A mérések relatív szórása hibahatáron (RSD%=5%) belül 

volt. 

 

név tR,átlag* RSD% logk logK %PPB

luteolin 6,48 0,47 1,13 1,32 96,40±0,03%

luteolin-7-O -glükozid 5,89 1,58 1,08 1,27 95,82±0,09%

apigenin 6,16 0,09 1,10 1,29 96,10±0,01%

apigenin-7-O -glükozid 4,72 0,00 0,95 1,10 93,65±0,00%

apiin 4,31 0,13 0,82 0,95 90,82±0,01%

baicalin 7,46 0,54 1,19 1,40 97,14±0,01%

amentoflavon 11,96 0,32 1,41 1,66 98,85±0,03%

krizin 8,07 0,14 1,23 1,45 97,50±0,01%

kvercetin 7,31 1,84 1,18 1,39 97,04±0,13%

kvercitrin 5,22 0,62 1,10 1,29 96,11±0,03%

kempferol 6,52 0,09 1,13 1,32 96,43±0,01%

galangin 7,47 0,08 1,19 1,40 97,15±0,01%

rutin 4,21 0,00 0,79 0,91 90,03±0,00%

izokvercitrin 5,34 0,19 1,14 1,34 96,55±0,01%

miricitrin 5,75 1,48 1,27 1,49 97,84±0,00%

naringenin(1.enant.) 5,64 0,00 1,23 1,45 97,53±0,00%

naringenin(2.enant.) 5,78 0,00 1,28 1,50 97,91±0,00%

hesperetin(1.enant.) 5,32 0,00 1,13 1,33 96,48±0,00%

hesperetin(2.enant.) 5,52 0,10 1,19 1,40 97,16±0,01%

flavanonol taxifolin 4,98 0,12 1,03 1,20 95,05±0,01%

genisztein 5,83 0,17 1,29 1,52 98,04±0,01%

daidzein 5,37 0,00 1,15 1,35 96,66±0,00%

flavanol katechin 3,88 1,19 0,69 0,79 86,89±0,01%

flavon

flavanon

flavonol

izoflavon
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8. Diszkusszió 

Ahogy korábban említettük, a vizsgált flavonoidok különböző fehérjekötődését (illetve 

eltérő retencióját a HSA oszlopon) eltérő szerkezetük okozza. Az egyes szerkezeti elemek 

kötődésre gyakorolt hatását részben már leírták [77][78], így lehetőségünk volt az eredményeink 

hitelességének ellenőrzésére. A kötés erősségét a magas logP érték is növeli, így erősen lipofil 

vegyületek vizsgálata során ennek hatását is figyelembe kell venni. [5] Az ábrákon a mérési 

eredményeink alapján számolt fehérjekötődési értékek (HSA,%) szerepelnek. 

Az A, B, és C gyűrűben található hidroxil csoportok száma befolyásolja a fehérjekötés 

erősségét. [77][78][79][80][81][82][83][84] A B gyűrűben található hidroxil csoportok hatását tudjuk 

legtöbb példával illusztrálni, illetve bemutatni a logP és a hidroxil csoportok összetett 

befolyását a HSA-hoz való kötődésre, így a szerkezeti elemek tárgyalását ezzel kezdjük. 

A flavonok közül a luteolin, az apigenin és a krizin retencióját mértük a HSA oszlopon. 

(13.ábra) Kizárólag a B gyűrű hidroxiláltságát figyelembe véve a fehérjekötődésnek ebben a 

sorrendben csökkennie kellene. Látható azonban, hogy mindhárom vegyület lipofilitása igen 

magas, így ennek következtében a vegyületek logP értéke erősen befolyásolhatja a HSA-

kötődést. A luteolin tartalmazza a B gyűrűben a legtöbb hidroxil csoportot, de fehérjekötődése 

alig magasabb a lipofilebb apigeninnél. A krizin nem tartalmaz szubsztituenst a B gyűrűben, 

így a lipofilitásból eredő fehérjekötődés válik dominánssá. Ezzel összhangban a luteolinnál is 

nagyobb PPB% értéket kaptunk. 

13. ábra: A B gyűrű hidroxil csoportjainak hatása a HSA-kötődésre a flavonok esetében 

A flavonol vegyületeketen a B gyűrű hidroxiláltságának hatását a humán szérum 

albumin-kötődésre a miricetin, kvercetin, kempferol és a galangin összehasonlításával 

mutathatjuk be. (14.ábra) A miricetin HSA-kötődése az összegyűjtött vegyületek közül a 



26 
 

legnagyobb [7], ebből kifolyólag retenciója olyan nagy volt, hogy az alkalmazott módszer nem 

tette lehetővé a vizsgálatát. A többi vegyület esetén nem jelentkezett ilyen probléma. Ez a 

flavonoid osztály is a flavonokhoz hasonlóan viselkedett: a hidroxil csoportok számának 

csökkentésével clogP=2,7 közelébe növelve a lipofilitást ennek a paraméternek a hatása válik 

hangsúlyossá a vegyületek fehérjekötődésében. Így a galangin HSA-kötődése méréseink szerint 

a kvercetinnél is magasabb. 

14. ábra: A B gyűrű hidroxil csoportjainak hatása a HSA-kötődésre a flavonolok esetében 

A C gyűrűben csak a 3-as pozícióban van lehetőség hidroxil csoport beépülésére. Ez 

befolyással van a B gyűrű rotációjára, ezzel megváltoztatva, növelve a plazmafehérjékhez való 

affinitást. Az előzőekben bemutatott flavonok és flavonolok összehasonlításával lehet ennek a 

szerkezeti elemnek a humán szérum albuminhoz való kötődésre gyakorolt hatását értelmezni. 

A vegyületeket megfelelően párosítva látható, hogy a flavonokhoz képest a C gyűrűben 

eggyel több hidroxil csoportot tartalmazó flavonolok clogP értékei kisebbek. A kvercetin és a 

luteolin is két-két hidroxil csoportot tartalmaz a B gyűrűben. (15.ábra) A két vegyület clogP 

értéke nem éri el azt a tartományt, ahol a lipofilitás hatása a fehérjekötődésre meghatározó 

lenne, így az eggyel több hidroxil csoportot tartalmazó kvercetin HSA-kötődése magasabb. 
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15. ábra: A C gyűrű hidroxil csoportjainak hatása a HSA-kötődésre 

A kempferolt és az apigenint vizsgálva látható, hogy mivel a B gyűrűben eggyel 

kevesebb a hidroxil csoport, mint az előző vegyületpárnál, mindkét vegyület clogP értéke 

magasabb. (16.ábra) Azonban nem elég magas ahhoz, hogy a lipofilitás határozza meg 

egyértelműen a fehérjekötődést, hanem ezt a hatást a különböző szerkezeti elemekkel 

párhuzamosan befolyásolják. Így a flavonol osztályba tartozó kempferol humán szérum 

albuminhoz való kötődése kisebb mértékben, de magasabb az apigeninénél, hasonlóan a 

luteolin-apigenin vegyületpárhoz a flavonoknál. 

16. ábra: A C gyűrű hidroxil csoportjainak hatása a HSA-kötődésre 

Végül a galangin és krizin vegyületpárost megvizsgálva szintén látható, hogy a flavonol 

vegyületnek (galangin) alacsonyabb a clogP értéke a flavon vegyületnél (krizin). (17.ábra) A B 

gyűrűben egyik vegyület sem tartalmaz hidroxil-típusú szubsztituenst, így három vegyületpár 

közül ebben az esetben tapasztalható a legmagasabb lipofilitás, mely olyan magas, hogy 

egyértelműen meghatározza a fehérjekötődést. Így a magasabb clogP értékkel rendelkező krizin 

humán szérum albumin-kötődése lesz nagyobb, hiába hiányzik a C gyűrű 3-as pozíciójából a 

hidroxil csoport. 
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17. ábra: A C gyűrű hidroxil csoportjainak hatása a HSA-kötődésre 

A kötés erősségének változását az A gyűrűben található hidroxil csoportoknak 

köszönhetően, az izoflavonoidok közé tartozó genisztein és a daidzein példáján tudjuk 

szemléltetni. (18.ábra) 

18. ábra: Az A gyűrű hidroxil csoportjainak hatása a HSA-kötődésre 

Mindkét vegyület meglehetősen magas clogP értékkel rendelkezik, így ennek hatására 

a lipofilebb genisztein kötődik jobban a humán szérum albuminhoz. Az A gyűrűben, a 7-es 

pozícióban található hidroxil csoporton felül további csoportok csökkentenék a fehérjekötődést, 

de ez ebben a clogP tartományban háttérbe szorul. 

A flavonoidokon található glikozid csoportok is hatással vannak a plazmafehérjékhez 

(HSA-hoz) való kötődésre. A szakirodalomban csak BSA kötődésre találtunk adatokat.[77][81][87] 

Ezek alapján megállapítható, hogy a cukor típusú csoport hatása függ a csoport helyzetétől és 

minőségétől is, de általánosságban csökkenti a fehérjékhez való affinitást. 
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Ezen állítások helyességét a HSA kötődésre nézve luteolin- (19.ábra), apigenin- 

(20.ábra), és kvercetin-glikozidok (21.ábra) vizsgálatával igazoltuk.  

19. ábra: A luteolin glikozidáltságának hatása a HSA-kötődésre 

20. ábra: Az apigenin glikozidáltságának hatása a HSA-kötődésre 

21. ábra: A kvercetin glikozidáltságának hatása a HSA-kötődésre 



30 
 

Mérési eredményeink összecsengenek az irodalmi adatokkal, azaz a glikozid csoportok 

minden esetben csökkentik a clogP értékeket, valamint a HSA-kötődés erősségét is az 

aglikonokhoz képest. Utóbbi mind az alacsonyabb lipofilitással, mind sztérikus okokkal 

magyarázható. A kvercitrin (kvercetin-3-O-α-L-ramnozid) és az izokvercitrin (kvercetin-3-O-

β-D-glükozid) példáján látható, hogy a különböző cukor-csoportok eltérő szerkezetük miatt 

nem egyforma mértékben csökkentik az aglikon vegyület humán szérum albuminhoz való 

kötődését. A kvercitrin clogP értéke magasabb az izokverctrinnél, de ilyen alacsony clogP 

tartományban a kötés erősségét a szerkezeti elemek határozzák meg. Ebben az esetben a 

glikozid csoport minősége, így az izokvercitrin kötődik jobban a vizsgált fehérjéhez. A 

glikozid-csoport méretének növelése tovább csökkenti a HSA-hoz való affinitást, ez látható a 

rutin (kvercetin-3-O-α-L-ramnopiranozil-(1↔6)-D-glükozid) és az apiin (apigenin-7-O-β-D-

glükopiranozil-2-O-furanozid) a többi vegyülethez képest alacsony fehérjekötődésén. 

Összességében kijelenthető, hogy a flavonoidokon található cukor típusú csoportok a HSA-

kötődésre hasonló befolyással vannak, mint a BSA-kötődésre. 

A C gyűrűben található 2-es és 3-as szénatom telítetlensége is hatással van a 

fehérjekötődésre. [79][88] A kettős kötéssel növekszik a konjugáció a B és C gyűrű között, és 

ennek köszönhetően a fehérjekötődés erőssége is növekszik.  

Ennek a szerkezeti elemnek a hatását jól szemlélteti a kvercetin és a taxifolin 

összehasonlítása. (22.ábra) A két vegyület clogP értéke nem éri el azt a tartományt (clogP~2,7), 

ahol a korábbi példákban a szerkezeti elemek helyett a lipofilitás dominált a fehérjekötődés 

erősségének befolyásolásában. Így a kvercetinben található C2-C3 kettős kötésnek 

köszönhetően nagyobb a humán szérum albumin-kötődése, mint a taxifolinnak. 

22. ábra: A C gyűrű telítetlenségének hatása a HSA-kötődésre 

A vizsgált kettős kötés jelenléte, illetve hiánya a szerkezeti különbség az apigenin és a 

naringenin között is. (23.ábra) Ebben az esetben azonban a vegyületek clogP értéke elég magas 
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ahhoz, hogy a lipofilitás határozza meg döntően a fehérjekötődés mértékét, így hiába nagyobb 

az apigeninen belül a konjugáció, a lipofilebb naringenin erősebben kötődik a humán szérum 

albuminhoz. 

23. ábra: A C gyűrű telítetlenségének hatása a HSA-kötődésre 

Nem találtunk irodalmi adatokat a B gyűrű helyzetének a fehérjekötődésre való 

befolyásáról. Mérési eredményeinket alapul véve ezt a kérdést a genisztein és az apigenin HSA-

kötődésének összehasonlításával tárhatjuk fel. (24.ábra) 

24. ábra: A B gyűrű helyzetének hatása a HSA-kötődésre 

Azt találtuk, hogy a B gyűrű C gyűrűhöz való kapcsolódási helyének megváltozása a 2-

es szénatomról a 3-as szénatomra növeli a fehérjekötődés erősségét. Elképzelhető, hogy ennek 

a szerkezeti változásnak következtében a humán szérum albumin egyik kötőhelyéhez való 

affinitás is növekszik, azonban nem lehet figyelmen kívül hagyni a lipofilitási értékeket. 

Mindkét vegyület clogP értéke igen magas, a korábban vizsgált esetek alapján ebben a 

tartományban már döntően a vegyületek lipofilitása határozza meg a fehérjekötődést. 

Összességében a B gyűrű helyzetének megváltozása növelheti, vagy csökkentheti az affinitást 

a humán szérum albumin valamely kötőhelyéhez, azonban a szerkezetváltozást követő 
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lipofilitás-növekedés hatására az izoflavonoidok HSA-kötődése nagyobb lesz a 

flavonoidokénál. 

A flavanonok közül a heszperetin és a naringenin retencióját mértük a HSA oszlopon, 

és a fehérjekötődésre az irodalmi adatoknak [7] megfelelő eredményeket kaptunk. (25.ábra) 

25. ábra: A flavanonok HSA-kötődése 

A két vegyület szerkezetét tekintve több motívumban is különböznek, így az egyes 

szerkezeti elemek hatása a HSA-kötődésre nem becsülhető meg pontosan. Emellett a naringenin 

és a heszperetin clogP értéke elég magas ahhoz, hogy meghatározza humán szérum albumin-

kötődésüket, így a lipofilebb naringenin nagyobb retenciója az oszlopon a mérés helyességét 

igazolja. Ki kell emelni, hogy királis vegyületekről van szó, és a minták mindkét enantiomert 

tartalmazták. Az állófázison immobilizált humán szérum albumint tartalmazó oszlop 

használatával ezen enantiomerek kromatográfiás elválasztása megvalósítható volt (R>1,5). 

 

9. Összefoglalás 

Egy, az irodalomból ismert metódus módosításával dolgoztunk ki természetes eredetű 

flavonoidok szérum albuminkötődésének vizsgálatára alkalmas HPLC módszert, amit 10 db 

ismert plazmafehérje-kötődésű gyógyszerhatóanyagra validáltuk. Vizsgáltuk a vegyületek 

retenciójának összefüggését lipofilitási mutatóikkal és plazmafehérje-kötődésükkel. A 21 db 

flavonoid aglikon ill. glikozid szérum albuminkötődését prediktáltuk. Vizsgáltuk, és sikeresen 

azonosítottuk a különböző flavonoid származékok esetén az egyes szerkezeti elemek (az A, B, 

és C gyűrű hidroxiláltsága, a glikozid típíusú szubsztituensek, a C gyűrű telítetlensége, a B 
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gyűrű helyzete), és a molekula lipofilitásának komplex hatását a humán szérum albuminhoz 

való kötődésre. 

Az egyes flavonoidok kötődési helyének in silico szintű azonosítása a humán szérum 

albuminon folyamatban van. A jövőben az általunk kidolgozott módszer felhasználási körét 

szeretnénk kiterjeszteni egyéb, természetes eredetű polifenol vegyületekre. 
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