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3. Bevezetés

Az utébbi évtizedben a modern gyogyszerkutatasban a kombinatorikus kémia €s nagy
ateresztOképességli, biolodgiai aktivitds alapjan szird (high throughput screening, HTS)
modszerek szerepe nagymértékben nétt. Ennek kdszonhetden gyorsan, nagyszamu molekula
biologiai aktivitdsa vizsgalhatdo a célzott receptoron, enzimen, vagy egyéb farmakologiai
célponton. Ez azonban maga utan vonja az 0j gyodgyszerjelolt molekulak egyre nagyobb
hanyadéanal a rossz vizoldhatésagot és magas lipofilitast (logP>5). !l Egyes becslések szerint

ez az arany elérheti a 40%-ot is az 0j gyogyszerjelolt vegyiiletek kozott. P1E]

4. Irodalmi osszefoglalo

4.1.Gyogyszerek plazmafehérje-kotodésének jelentésége

A szajon at (per o0s) adagolt gyogyszerek hatékony formulaciobol valo
felszabadulasanak és felszivodasanak eléfeltétele a megfelelé oldhatosag vizben.
Kovetkezésképp az elégtelen vizoldhatdsaggal egyiitt jaré magas lipofilitas ronthatja a szajon
at adagolt gyogyszerek biohasznosuldsat. Fontos viszont megemliteni, hogy a lipofil vegyiiletek
passziv transzporttal konnyebben athatolnak a kiilonb6z6 membranokon, emellett a
hatéanyagok fokozott lipofil jellege a vérben jelenlévé plazmafehérjékhez vald kotddés esélyét
1s megnoveli. Ez utobbi is eldsegitheti a hatéanyagok felszivodéasat, mivel a vérben a hatébanyag
kotott allapotba keriil, csokken a szabad gyogyszerhanyad, igy a nagyobb koncentracio gradiens
altal n6 a passziv diffizié hajtoereje. [

A gybgyszerek megoszlasanak igen fontos tényezdje a gyodgyszerek plazmafehérje-
kotoédése (1.abra), mivel a kevésbé oldodo, lipofilebb molekulak szamara lehetévé teszi a
szisztémas keringés altal torténd eljutast a célszovethez. [ A terapias hatas kialakulasahoz
elérése sziikséges, hiszen a hatdéanyag csak ebben a formédban képes atjutni az egyes
szoveti/sejtes belépési kapukon (membranokon) és igy eljutni a célszovetekbe, ahol kifejtheti a
sziikséges hatast. A plazmafehérjékhez kotott molekulak a szisztémas keringésben maradnak,

igy metabolizmusuk mértéke is csokkenhet, valamint kivalasztodasuk is akadalyozva van. (4
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1. abra: A fehérjekétédés hatasa gyogyszerhatéanyagok iitjara a szervezetben

A fehérjékhez kotott és a szabad gyogyszerforma kozott dinamikus egyensuly alakul ki,
a két forma aranya allando, és az adott molekula fehérjekotédési sajatsaga hatarozza meg.
kotott hanyadbol torténd felszabadulassal all be ujra. A gyogyhatas kialakuldsat ez viszont
lassithatja, mivel csak az egyenstlynak megfeleld gyogyszermennyiség talalhatdé szabad
formaban. !

A fehérjéken taldlhatdé kotohelyek telitddhetnek, ekkor a szabad gyogyszerforma
elérheti.M Ez bekovetkezhet egy gyogyszer tul nagy dézisanak beadagolasakor, emellett a
plazmafehérje-kotédés mértéke valtozhat az életkor eldrehaladtaval, egyes betegségek,
¢lethelyzetek esetén, tigy mint a csecsemd- vagy iddskor, terhesség, fizikai megterhelés,
pajzsmirigy tilmiikodés, daganatos betegségek, vesebetegségek, szivbetegségek, reumads
betegségek, sebészeti beavatkozasok, sériilés, majbetegségek, gyomor-bélrendszeri
betegségek, cukorbetegség, alultaplaltsag, torések, égések, dohanyzas és stressz. ! Ezekben az
csokkenése, a gyogyszerek affinitdsanak csokkenése a fehérjék felé azok konformacio-
valtozdsa miatt (pl. a cukorbetegség esetében a plazmafehérjék konnyen glikozidalédnak),
illetve a keringésben jelenlévd szamos egyéb vegyiilet (esetleg egyidejlileg szedett, egyéb
gyogyszerek), melyek a gyogyszerhatbanyagokkal versengenek a kotohelyekért. 1 Féleg
keskeny terdpids indexli gyogyszerek alkalmazésakor, illetve nagy plazmafehérje-kotédésti

vegyiiletek esetében sziikséges kiemelt figyelmet forditani erre a veszélyre. [



Elmondhaté tehat, hogy a magas lipofilitdsi hatoanyagok esetében mig a
gyogyszerformabol torténd felszabadulds csokkent jelleget mutat, addig ezen vegyiiletek
passziv diffuziojat és ezzel egylitt a felszivodasat a membrant alkot6 lipidekkel valo kedvezébb
kolcsonhatasuk, illetve a nagyobb mértékli plazmafehérje-kotédésiik segiti. A hatdéanyagok
eloszlasdban a plazmafehérjék transzporter funkciot tdlthetnek be, illetve eldsegitik a lipofilebb
molekulak vérben valo oldasat. A vegyiiletek fokozott plazmafehérje-kotédése viszont a

hatékonysaga is csokkenhet. [4]

4.2.A human szérum albumin
A fehérjekotddésert a vérben taldlhatd plazmafehérjék a felelések. Hozzavetdleg 60
kiilonb6z6 fehérje befolyasolja a vérben a molekuldk megkotését, de a legfontosabbak az
albumin (human szérum albumin, HSA), az o1-savas glikoprotein (AAG) és a lipoproteinek. [

(2.4bra)
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2. dbra: A plazma fehérjéinek megoszidsa [°)

Legnagyobb mennyiségben a HSA taldlhato meg a plazméaban (5g/100ml) Ul igy a
gyoégyszermolekuldk megkotéséért elsdsorban ez a fehérje a felelés. [M81 A HSA felezési ideje
a keringésben 19 nap. Kristalyszerkezete egyetlen polipeptid lancbol all, ami harom homolog
a-hélix domént tartalmaz, melyek a Kkiterjedt diszulfid-hid rendszer altal sziv-alakba
rendezédnek. (3.abra) A human szérum albumin molekulatomege mintegy 66 kDa, 585
aminosavbol all, 17 tirozin és 1 triptofan egységgel a 214-es pozicidban, mely a IIA
aldoménben talalhato. [/l

Az albuminhoz savas és bazikus gyogyszermolekulak is kotédhetnek van der Waals

tipusu diszperzios erdkkel, hidrofob- és hidrogén-kotéssel, valamint ionos kolcsonhatassal. [



Meg kell azonban emliteni, hogy a vegyiiletek lipofilitasa kiemelked6 szerepet jatszik a HSA-

hoz valo kotédésben. P!

kétohely I

kotohely 11

3. dbra: A humén szérum albumin szerkezete ¥

A fehérje két kotdhelyet tartalmaz, melyek nagy affinitdssal kotnek meg aromas és
heterociklikus molekulakat. (4 Ezeket kotohely T és kotéhely 11 névvel lattak el, és a A,
valamint a IIIA aldoménekben talalhatok. (3.abra) A két kotéhely topoldgiailag hasonld, de az
alakjuk, méretiik és polaritasuk szempontjabdl megkiilonboztethetdek, €z magyardzatot ad a
kiilonboz6 kotési tulajdonsagukra. Az emlitetteken kiviil szamos masodlagos kotéhely talalhato
a fehérjén. [POIMUI2N A kot6hely T leginkabb hidrofob, kiterjedt, heterociklusos molekulak
megkotésére képes, melyek a molekula kdzepén tartalmaznak negativ t6ltést (pl. a warfarin

(4.abra), fenilbutazon kotddik ezen a kotdhelyen specifikusan).

OH O
N CHs
O "0

4. abra: 4 warfarin szerkezete (1]

A kotéhely 11 foleg aromas karbonsavakat képes komplexalni, negativ toltéssel a

molekula egyik végén, elkiiloniilve a molekula fennmaradd, hidrofob szerkezetétdl (pl. a



diazepamot, ibuprofént (5.abra) koti specifikusan). MO Egyes gyoégyszerhatoanyagok
mindkét kétdhelyhez képesek kotddni. [4

@)

HO

5. dbra: Az ibuprofen szerkezete ']

A HSA ¢lettani szerepe a vér kolloidikus ozmdzis nyomasanak fenntartasa mellett,
ahogy azt korabban emlitettiik, a kiilonb6z6 biogén anyagok reverzibilis megkotése, oldatban
tartasa és a szervezet kiilonbozé részeibe vald szllitisa. Osszességében, barmely gyogyszer
affinitdsa a szérum albuminhoz egy igen fontos paraméter, mely jelentds mértékben

meghatarozza annak farmakokinetikajat. [']

4.3.A plazmafehérje-kotodés vizsgalomédszerei

Fentiek alapjan mar a gyogyszerkutatas korai szakaszaban szamos in vitro és in vivo
modszert  alkalmaznak a  gydgyszerjelolt molekuldk  plazmafehérje-kotddésének
vizsgalatara.[*® Ezek az esetek tilnyomo tobbségében nagy ateresztéképességii kromatografias,
valamint spektroszkdpids modszerek. Az utobbi vizsgélatok esetében a vizsgélt komponensek
jellemzd hullamhosszon torténd UV elnyelését (pl.: HSA: 280nm ") (UV spektroszpopia),
vagy a kotés létrejottét kisérd konformdaciovaltozast hasznaljak ki, mivel a HSA triptofan,
tirozin és fenilalanin aminosav egységei nagy fluoreszcens aktivitassal rendelkeznek []
(fluoreszcencia) (7). Tovabbi alkalmazott spektroszkopias modszerek az NMR [, CD 119, ¢g
a feliileti plazmon rezonancia 2%, amikkel a komplex létrejétte és szerkezete vizsgalhato. [126]

Az in vitro vizsgalatok altalaban tartalmaznak egy elvalasztasi 1épést, ami soran a kotott
¢s a szabad gyogyszerformat elkiilonitik, ez torténhet ultrasziiréssel, ultracentrifugalassal vagy
egyensilyi dializissel. (€]

A fehérjekotddés szamitasa céljabol az elvalasztast kovetden eldszor meg kell hatarozni
gyogyszerforma kiilonbségébdl adodik. A szazalékos fehérjekotddés (Plasma Protein

Binding%, PPB%) a kovetkezo képlet segitségével szamithato ki:



ppBv = B 141 1000,
[B]
1. egyenlet: A PPB% szdmitdsa

ahol [B] a teljes gyodgyszer-koncentracio, mig [A] a szabad gyogyszerforma
koncentracidja. (2]

Az ultrasziirés soran a szabad és a kotott gyogyszerformat tartalmazo elegybdl egy
szelektiv, szemipermeabilis membréanon keresztiil vakuum, pozitiv nyomas vagy centrifugalas
segitségével a szabad gyogyszerforma kinyerhetd/elvalaszthatd. (6.abra) A moddszer elonye,
hogy a 96 lyuku mikrotiter talca egyszerti, gyors mérést tesz lehetové. 2223141 Hatranya a
komponensek adszorpcidjanak lehetdésége a membranon, illetve az eszk6zon magan, valamint

a fehérje szivargasa a szlirletbe, ami nagy fehérjekotodésii anyagok vizsgalatakor a szabad

frakcio hibas meghatarozaséhoz vezethet. [

A 2 e, °

® AE A

Szemipermeabilis AL RaA
3 AAAAAAAAAAL
membran A @ o 20000000

Centrifugalas
d AarAYAT,
w

Szabad gyogyszerforma

6. dbra: Ultrasziirés centrifugalds segitségével [?°]
Az ultracentrifugalas soran 10°G nagysagu centrifugélis erd segitségével valaszthato el

a vizes fazis a fehérjét tartalmazo anyagtol. [2]

Membran hianyaban a modszerrel
minimalizélhat6 a membrénon torténd nem specifikus kotddés, és elhanyagolhatdé mértékiire
csokkenti az ozmotikus térfogat ingadozéasat. Hatranya, hogy nagy mennyiségli plazmara van
sziikség a vizsgalathoz (2ml/minta), és 12-16 orat is igénybe vehet egy mérés. Uj problémak
léphetnek fel, mint az iilepedés, visszadiffundalas és a viszkozitds, melyek ronthatjdk az
elvalasztas hatasfokat, lassitjdk a folyamatot, emellett fenn all a lehetdsége a plazma-viz
hatarréteg lipoproteinnel torténd szennyezésének. [27]

Egyensulyi dializis [281291%0]

esetén két kamrat valasztanak el egy szelektiv
szemipermeabilis membrannal. Az egyik kamra tartalmazza a plazma ,,retentatot”, a masik a

»dializatot”. A gyogyszert és a plazmat a ,,retentat” oldali kamraba adagoljak, és kiilonb6zd

10



ideig (6-24h) inkubaljak, fiziologiasan relevans homérsékleten (37°C). Ezt kovetden a két
kamrabol mintat véve meghatarozzak a kialakult hatdbanyag koncentraciokat. (7.abra) Elénye
nagy ateresztdképessége, amit a 96 lyukt mikrotiter talca biztosit. 18 A tal hosszt inkubélési
1d6 meghamisithatja a mérési eredményeket, mivel a plazma degradéalodhat, illetve az instabil
gyogyszermolekulak kémiai atalakulasa is bekovetkezhet, Y tovabba a pH esetleges valtozasa
is hatassal lehet a fehérjekotddésre. PR3 A membran-adszorpcié és a nem-specifikus kotddés
szintén befolydsolja az egyensulyt. Hossz inkubalds sordan a viz ozmodzisnyomds miatti
vandorlasa a szemipermeabilis membranon keresztiil térfogat eltolodast okozhat. Igy a retentat
oldal higul, ami a pH és az ionerdsség valtozasa miatt hatassal lehet a fehérje kotédésre is. 1261

A térfogatvaltozas okozta hiba a Boudinot egyenlet [1¢] segitségével korrigalhato.

Vvégsc’i
C C " plazma
( plazma — puffer) y kezdeti

plazma

fu,=1-

végso6

plazma
(Cplazma - Cpuffer) * (Vkezdeti> + Cpusfer

plazma
2. egyenlet: Boudinot-egyenlet

Toltéssel rendelkezd fehérjék befolyasolhatjdk a kis molekulatdmegli ionok
vandorlasat, ami ezek egyenetlen eloszlasat okozza a membran két oldalan. Izotonias pufferek
hasznalataval ez a hiba korrigalhats. %1 Szamos kisérletet tettek az egyensulyi dializis
ateresztOképességének novelésére, ezek eredményeként fejlesztették ki a gyors egyenstlyi
dializist (rapid equilibrium dialysis, RED), mely mddszer rovidebb kisérleti 1d6t és iranyithato
automatizalast tesz lehetdvé. A dializis cella megnovekedett feliilete a térfogatahoz képest

nemcsak leroviditi a méréseket, hanem a térfogatvaltozas hibajat is minimalizélja. 34

11
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1. ébra: Egyensilyi dializis ]

A korabban leirt mddszereket helyettesitd nagy ateresztOképességli kromatografis
modszerekrdl szamos irodalmi adat all rendelkezésre. B8 Ezeknél a méréseknél a vizsgalni
kivant fehérje (HSA, AAG) szilikagél allofazishoz kotve, immobilizalt allapotban van. (8.abra)
A mérés soran az ugynevezett kromatografias retencids faktor, vagy kapacitasfaktor értékét
vizsgaljuk, mely kozvetlen kapcsolatban van az allo-, illetve a mozgdfazisban 1évé molekulak
aranyaval.
tg — Lo

to

k =

3. egyenlet: A kapacitdsfaktor szimitdsa izokratikus mérési koriilmények kozétt

fgy ebbél az értékbél a vizsgalt molekula adott fehérjéhez vald kotédése szamithatd. A
mérés hitelessége azon a feltételezésen alapszik, hogy az immobilizalt fehérje megdrzi
kotdspecificitasat és konformacios mobilitasat. Ezt igazolandd, a mérések eldtt kalibralni
sziikséges az oszlopot. Mérési hibat okozhat, hogy lehet6ség van a szabad szilanol csoportokkal
nem-specifikus kotddésre a szilikagél allofazisahoz. Annak ellenére, hogy ez a mérési modszer
nem tartalmazza a teljes plazmat, csak egyetlen fehérjét vizsgal, valamint modszertdl fliggéen
nagy koncentraciokban alkalmazhat (akar 30%) szerves olddszereket, a human szérum
albuminnal modositott allofazisok alkalmazasaval jo korrelacidt tapasztaltak a mért

fehérjekotodés és az irodalmi kotédési adatok kozott. (181381

12



Gyogyszermolekula

Fehérje -

Szilikagél

8. dbra: 4 szilikagél allofizison immobilizalt fehérjék B39

A szabad gyogyszerhanyad pontos in vivo meghatarozasa dsszetett és bonyolult feladat,
de mikrodializissel ezen a téren is sikeriilt jo eredményeket elérni. A mikrodializis
alkalmazasakor a vizsgélni kivant szovetbe egy iireges rostbol késziilt szondat helyeznek, mely
permedbilis a viz és kis molsulya molekuldk szamdra. A perfuzidé sordn kétirdnyt aramlas
torténik. (9.abra) A dializat mintdk hagyomanyos HPLC-MS moddszerekkel vizsgalhatok. A
hagyomanyos vérbdl vett mintdkkal szemben a modszer eldnye a fehérjementes mintak
gyljtésének lehetdsége, mely lehetdové teszi a szabad gyogyszerforma koncentracidjanak
meghatarozasat. A hagyomanyos vérbdl vett mintak és a mikrodializis egyiittes alkalmazasaval
a szabad és a teljes gyogyszermennyiség meghatarozhatd. A gyogyszerkutatdsban nem elterjedt

modszer, mivel hidba ad pontos eredményt in vivo koriilményekre, tulsagosan komplex a

hagyomanyosnak mondhaté in vitro vizsgalatokhoz képest. (401411
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9. dbra: 4 mikrodializis folyamata, és eszkoze
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4.4.Flavonoidok

A flavonoidok a magasabb rendii novények majdnem minden csaladjaban eléforduld
szekunder metabolitok, melyek szdmos elényds farmakologiai hatasa ismert. Nagy szerkezeti
diverzitast mutatnak, tobb mint 6000 kiilonbozd flavonoid vegyiiletet irtak le ez idaig. [
Kémiai szerkezetiiket tekintve oxigéntartalmu heterociklusos vegyliletek, amelyek a 2-
fenilbenzopiron gylrirendszer szarmazékai. A B-gylrii elhelyezkedése alapjan harom
szerkezeti izomert kiilonboztetiink meg: izoflavonoidok, neoflavonoidok és flavonoidok. 4!

(10.4bra)

[45]

10. dbra: A flavonoid, izoflavonoid és neoflavonoid vegyiiletek vaiza

A sziikkebb értelemben vett flavonoidok k6zé a flavonok, flavonolok (3-hidroxi-
flavonok), flavanonok (2,3-dihidro-flavonok), flavanonolok (3-hidroxi-2,3-dihidro-flavonok)
tartoznak. 4 (11.abra) Ezen csoportokon beliill megkiilonboztethetiink glikozidokat és
aglikonokat, attol fliggden, hogy tartalmaznak-e cukor szubsztituenst. Glikozidok esetében a

glikozid csoport, mely lehet L-ramndz, D-gliikdz, glikoramnéz, galaktdéz vagy arabindz, az

Flavon

Flavanol (katechin) Izoflavon Antocianidin
11. dbra: Flavonoid osztalyok 7]
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A z06ldségek ¢és gylimoOlcsok bdségesen tartalmazzak flavonoid vegyiiletek széles
szerkezeti korét. A teljesség igénye nélkiil néhany ndvény, melyben nagyobb mennyiségben
megtaldlhatd valamely flavonoid szarmazék: japanakac, pohanka, rutafli, legyezofii,
kokényvirag, nyirfalevél, vadarvacska, aranyvesszd, bodza, homoki szalmagyopar, akacvirag,
koromvirag, ginkgo biloba, tovises iglice; valamint néhany jelentds flavonoid tartalmu z6ldség
¢s gylimolcs: alma, sargabarack, fekete afonya, cseresznye, fekete ribizke, sz610, korte, szilva,
narancs, hagyma, burgonya, paradicsom. Altalanossagban elmondhaté, hogy a zoldségek és
gyiimolcsok nagy mennyiségben tartalmazzak a flavonoid vegyiiletek szamos fajtajat. (]

A flavonoidok a novényekben elsésorban glikozidok formdjaban vannak jelen. A
glikozidok vizoldhatdak, a sejtek belsejében raktarozodnak, vagyis a ndvényi szovet szerves
részét képezik. A szabad aglikon forma ritkdn fordul eld, bizonyos ndvénycsaladokra
korlatozodik: rutafélék, arvacsalanfélék, fiizfatélek, gyombeérfélék, vasfiifélék, dszirozsafélek.
A flavonoidok gyogyhatasaért jellemzéen a glikozidokbol felszabadulé aglikonok feleldsek. 5%

Ezen hatasok alapvetden szerkezetfiiggbek, ugy mint a flavonoid osztalya, hidroxil

csoportok és egyéb szubsztituensek szama, konjugacié és polimerizaciés fok. U

[52] [53][54][55][56]

Gyogyhatasaik kozé tartozik a majveédo antibakteridlis gyulladas-

57181 rakellenes B9 gs virusols 9 tulajdonsagok, valamint az egyik

csokkentd
legfontosabb, az antioxidans BB hatas, amit a keringésbe keriilve fejtenek ki: képesek

kelatkomplexet képezni a fémionokkal, illetve elreagalnak a szabad gyokokkel. 62631 (12 4bra)

[64][65]

12. abra: Flavonoidok antioxidans hatdsa

A flavonoidok felszivodasa a szervezetben fizikai-kémiai tulajdonsagaiktol fiigg, mint
a molekulatomeg, konfiguracid, lipofilitas, oldhatosag, pKa. Az aglikonok passziv diffuzid
utjan legnagyobb mennyiségben a vékonybélben képesek felszivodni, mig ezen a helyen a
glikozidok csak a cukorcsoport enzimkatalizalt hidrolizisét kovetden, vagy a Na*-gliikdz
kotranszporter segitségével abszorbealodhatnak. %867] Kisebb mennyiségben, de a vastagbél
enzimrendszere altal lebontva is atjuthatnak a bél hamsejtjein. 8 A felszivodast kdvetden a

flavonoidok a keringésbe keriilnek, ahol megemelik a vér antioxidans szintjét. (%]
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A flavonoid aglikonok oldhatdsaga a terapias hatékonysagban jatszhat nagy szerepet.
Alacsony oldédasuk vizben a gasztrointesztinalis rendszerben vald rovid tartézkodassal
parositva alacsonyabb abszorpciot eredményezhet, ami megvédi a fogyasztot a flavonoidok
akut toxicitasatol, a ritkdn tapasztalhatdo allergiat kivéve. Gyenge vizoldhatdésaguk
gyogyszerként vald felhasznalasuk egyik jelentds problémaja. Ebbdl kifolyolag félszintetikus,
vizoldhat6 flavonoid szarmazékokat allitottak eld, mint példaul inozitol-2-foszfatquercetin, a
magas vérnyomas kezelésére, a diosmin (modositott heszperidin, Detralex®) és a monoxerutin

(hidroxietil-rutozid, Venoruton®), melyek érvédé hatasu gyogyszerek hatdanyagai. [70l[68

A flavonoidoknak tulajdonithatd szamos gyogyhatasnak koszonhetéen az utdbbi
években exponencialisan nétt a fellelhetd irodalmi adat ebben a témaban 1721 A szintetikus
gyogyszerek ¢Eletképes alternativai lettek a szervezetre gyakorolt széleskorii jotékony
hatasuknak koszonhetden. PO Ezek a hatasok, illetve mas gyogyszerekkel torténd
esetleges kdlcsonhatasok a plazma transzportfehérjéihez vald kotddésiiktél nem elhanyagolhato
mértékben fliggnek, ezért a flavonoidok fehérjekotddésének paramétereit és mechanizmusat

rendkiviil fontos megismerni. [°16]

A fehérjekotddés a gydgyhatashoz hasonloan szerkezetfiiggd. A szerkezet bizonyos
elemei jol meghatarozhatéan befolydsoljdk a szérum albuminhoz valo kotddést, és ezaltal a
gyogyhatas kialakulasat. Ezek az elemek a hidroxil-csoportok szama és pozicidja az A, B, és C
gyliriben, a metoxi-csoportok szama és pozicioja, a glikozid-csoportok mindsége, mennyisége,
€s pozicidja, valamint a C gyiriben a C2-C3 kettds kotés jelenléte, vagy hidnya. Ezen

motivumok hatdsararol a HSA kotédésre rendelkezésre allnak irodalmi adatok. [771178]

c gy

kotddést, azonban tovabbi hidroxil-csoportok csokkentik azt. [I78I7ONE Minden esetben né a
fehérjekotddés  eréssége a B gylirlin  taldlhatd  hidroxil-csoportok  szdmanak
novekedésével [/I7OIBAE A C gyiiriiben csak a 3-as pozicidba kapcsolodhat a molekulahoz
erésségét. [OIB2IB3IBA A hidroxil-csoportok metilaltsaga noveli a szérum albuminhoz vald
kotddés erosségét. [BOITTINIBEL A olikozid csoportok hatisa az albuminhoz vald kotddés
erdsségére nem egységes, fiigg a cukor-csoport tipusatdl és pozicidjatdl, de dsszességében
csokkenti a kotddés mértékét. A szakirodalomban a flavonoid-glikozidok fehérjekotodésével
kapcsolatban csak BSA (bovine serum albumin) kotédésre vonatkozo  adatok

talalhatok.["IBLUB™T A C gyiiriiben talalhaté C; és Cz szénatomok kozotti kettds kotés jelenléte
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crcr

novekszik. [

A gyogyszerkutatds kés6i szakaszdban a gydgyszerjelolt molekuldk jelentds
lemorzsolddasa miatt a felszivodasi, eloszlasi, és egyéb farmakokinetikai tulajdonsagok
vizsgalatara komoly hangsulyt fektetnek a kutatas korai szakaszaban. Ezért sziikség van nagy
ateresztoképességii méromodszerekre a fizikai tulajdonsagok, a membran-interakcio és a
plazmafehérje-kotédés vizsgalatara. A kutatds ezen fazisdban a paraméterek pontos
meghatarozasa nem alapvetden fontos, de a vegyliletek mért értékeinek reprodukalhato
rangsorat sziikséges felallitani. Ez lehetdvé teszi a farmakokinetikai paraméterek fejlesztését a
molekula elsédleges biologiai aktivitasanak csokkentése nélkiil. [*°! A flavonoidok HSA-hoz
valo kotddésérdl, illetve a szerkezeti elemek kotddésre gyakorolt hatasarol szolod irodalmi
adatok azonban nem egységesek, hidnyosak. Minthogy ezek a vegyiiletek szamos
gyogyhatdssal rendelkeznek, félszintetikus gyogyszerhatoanyagok eldallitasanak kiindulod
pontjai, valamint étrend kiegészitok, gydgyndvény alapu készitmények, élelmi ndvények fontos
Osszetevoi lehetnek, farmakokinetikajuk, ezen beliil plazmafehérje-kotédésiik ismerete
kiemelkedden fontos, mind terdpias hatasuk, mind az esetleges gyogyszer interakciok

szempontjabol.

5. Célkitiizés
Célunk egy olyan nagy ateresztoképességii HPLC modszer validalasa volt, mellyel a
flavonoid vegyiiletek albuminhoz valo kotdédése gyorsan, reprodukéalhatéan mérhetd. Az

eredmények segitségével a flavonoidok huméan szérum albuminhoz valé kotddésének a

molekuldk szerkezetével vald osszefiiggését kivantuk feltarni.

6. Anyagok és modszerek

A referenica vegylileteket a Sigma Aldrich-t6l (St. Louis, USA) rendeltiik.

A mérések megkezdése elott a referenciavegyliletek €s a vizsgalando flavonoidok logP
¢s logD (pH=7,0; 7,2; 7,4), értékeire, molekulatomegére, és szerkezeti képletére vonatkozo
adatokat MarvinSketch (ChemAxon Kft.) program segitségével gytijtottilk 6ssze. A mintakat
0,5mg/ml koncentraciéban, S0OmM NH4OAc és 2-propanol 1:1 aranyu keverékében oldva
készitettiik el. [*°]

A vegyliletek integritasat a kovetkezd HPLC-MS modszer segitségével vizsgaltuk:
e Miiszer: Agilent 1100 HPLC-SQ6120
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e Oszlop: KINETEX-XB C18 50mm x 2,1 mm ; 2,6 um;40 °C
e Aramlasi sebesség: 0,75 ml/perc
e Eluens: A=0,1% TFA/viz B=95% ACN-5% viz, 0,1% TFA

e Gradiens:
0 min 0% B
4 min 100% B
7 min 100% | B
7,01 min 0% B

e MS: pozitiv ion mdd; m/z 100-800; Fragmentor fesziiltség: 50 V,
szaritdgaz: 12 1/min N2; 350 °C; p=60 psi
e DAD:
o A:240+25nm
% B:290 425 nm

C:340£25nm
UV Spektrum: 200-400 nm

*

X/
*

e

*¢

e

*¢

A fehérjekotddés vizsgalata soran az allofazison immobilizalt Human Szérum Albumin
(HSA) oszlopot hasznaltunk. A mozgéfazis pH=7,4 puffert tartalmazott (ami a 2-propanol
koncentraciojatol fiiggéen pH=7,4-7,9 tartomanyban mozgott), aminek segitségével a
fiziologias koriilményeket szerettiink volna kdzeliteni. Gyors gradienst alkalmaztunk 30% 2-
propanolig, mivel a flavonoidok albumink&tddését a magas tartomanyba vartuk. Az UV
detektalas a flavonoidokra jellemz6 254 nm-en tortént. A post time 10 perc volt.

e Miiszer: Agilent 1100 HPLC-SQ6120

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

Aramlisi sebesség: 0,75 ml/perc

Eluens: A: 50 mM ammoénium-acetat (pH=7,4) B: 2-propanol

e Gradiens:
01 min 0% B
1->4 min 0->30% B
4->20 min 30% B
20->20,01 min  30=>0% B

MS: pozitiv ion moéd; m/z 100-800; Fragmentor fesziiltség=50 V,
szaritdgaz: 12 1/min N2; 350 °C; p=60 psi
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e DAD: 254 nm

e Fehérjekotodés szamitasa:

101 * 109K

0N =—
PR = A Tomear

4. egyenlet: A fehérjekitédés szamitdsa

A flavonoidok HSA-kotédésének mérésére alkalmas modszeriinket egy, az irodalombol
ismert mérémodszer modositasaval dolgoztuk ki. (51 Noveltiik a szerves oldoszer aranyat a
mozgofazisban, alacsonyabb aramlasi sebességet allitottunk be, és mas gradienssel dolgoztunk
annak érdekében, hogy a modszer az altalunk mérni kivant vegyiiletekre legyen specializalva.
A hatéanyagok fehérjekotddését (Plasma Protein Binding, PPB) irodalmi adatokbol gytijtottiik
ossze. 1%

e A kapacitasfaktor logaritmusanak (logk) szamitasa:’

tr — 1o
to

logk = log

5. egyvenlet: A logk szamitasa az izokratikus szakaszokon

_ VmdeS
- tgF '

logk = (tz — 2log(2,3b) — to — tD)t‘LO b ahol

>

X/
*

logk: a kapacitasfaktor logaritmusa

Tr: retencits 1d6

to: holtido

Vm: kolonna holttérfogata (0,247ml)

A@: vizes eluens térfogataranyanak valtozasa a mozgd
fazisban a gradiens szakasz alatt (0,3)

S: konstans (4,2)

tc: a gradiens szakasz ideje (3perc)

F: aramlési sebesség (0,75ml/perc)

tp: gradiens késleltetési id6 (2,8perc)

L)

e

AS

X/
X4

L)

e

AS

X/
X4

L)

X/
X4

L)

e

AS

X/
X4

L)

e

AS

6. egyenlet: 4 logk szamitdsa a gradiens szakaszon 18

/. Eredmények

A flavonoidok human szérum albuminhoz valé kdtédésének vizsgalata el6tt a fejlesztett
modszer validalasara volt sziikség. Ehhez 10 darab ismert in vivo HSA kotédésre vonatkozo
adattal rendelkezd gyogyszerhatdéanyagot valasztottunk ki. A kivalasztds soran tobb szempontot

is figyelembe vettiink: a fehérjekotést, a logP és a logDpH7,4 értékeket széles spektrumon
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szerettiik volna vizsgélni, ugyanakkor 90%-os kotddés felett tobb mérést is végeztiink, mivel a
flavonoidok fehérjekotését ebbe a tartomanyba vartuk. ['1 Ezeken kiviil savas, semleges és
bazikus vegyiileteket is igyekeztiink a vizsgalando6 vegyiiletcsoportban dsszegyljteni.

A kivalasztott gyogyszermolekuldk integritds vizsgalatat is elvégeztik a
fehérjekotédésiik vizsgalata el6tt, megfelelé eredménnyel, vagyis az 0Osszes hatdanyag
tisztasaga 95% folotti volt.

A validalds sordn minden mérést harom parhuzamossal végeztiink. A validalas

eredménye az 1. tablazatban lathato (*3 parhuzamos mérés alapjan).

1. tabldzat: A validalds eredménye

t; atlag* RSD% logtg logK (lit.) clogP clogD (pH=7,4)
aszpirin 0,88 0,00 -0,04 -0,06 -0,03 124 -2,16
fluoxetine 511 0,00 1,07 0,71 1,13 417 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
carbamaze pin 3,39 0,00 0,54 0,53 044 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 soran az dsszefliggéseket az irodalmi fehérjekotédés (logK), a clogP és
clogDpH7,4 értékek, és az altalunk mért retencios idok logaritmusa (logtr), valamint az ebbdl

szamolt kapacitasfaktor logaritmusa k6zott vizsgaltuk. (1.-6. diagram)

logK-logty

R2=0,9111

3,00

ogK

0,5 15

° -2,00

-3,00
logty

1. diagram: A fehérjekitédés és a retenciés iddk logaritmusanak kapesolata
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Iog K-|ng y = 1,2169x + 0,0502
4,00 2= 0,9823

2,00

2,00 0

-4,00
logk

2. diagram: A fehérjekotodes és a kapacitasfaktor logaritmusanak kapcsolata

clogP-logt,
2 =

6,00 R2=0,7417

4,00 .
E 2,00 . O *
3 e

“ 1
050 500,00 0,50 1,00 1,50
logty

3. diagram: A clogP és a retenciés iddk logaritmusdnak kapcsolata

clogP-logk

R?=10,8229
6,00
°
N 4,00 N
g 2,00
o
- 0,00

-2,00 1,00 o000 1,00 2,00

" logk

4. diagram: A ClogP és a kapacitasfaktor logaritmusanak kapcsolata

clogDy7,4-100tR 12745

4,00
< [ J
= 2,00 ® oo
S T
% -0,50 _2,009,00 0,50 1,00 1,50
-4,00

logtg

5. diagram: A clogDpH7 4 és a retencios idok logaritmusanak kapcsolata
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CIOgDpH7,4'Ing R? = 0,2496
4,00
[ ]
. 2,00 ° o
T
o} , °
22,00 , -1,00  -050 000 050 1,00 150 2,00
S -2,00 o
-4,00
logk

6. diagram: A clogDpH7,4 és a kapacitasfaktor logaritmusdanak kapcsolata

A mérési eredmények kiértékelése soran jo dsszefiiggést sikeriilt azonositani az irodalmi
adatok ¢€s a sajat mérési adataink kozott. A legjobb korrelaciot a logk-logK 6sszefliggés mutatta,
ezért a tovabbiakban ezt hasznaltuk fel.

y=1,2169x+0,0502
R?*=0,9823
7. Egyenlet: A HSA-kGtédés szamitdsdra haszndlt egyenlet

A clogP és clogDpH7,4 értékekkel az altalunk mért értékek nem mutattak jo korrelaciot,
de észre kell venni, hogy a clogP értékek novekedésével a fehérjekotés erdssége is novekszik.
(7.diagram) E16bbi 6sszefiiggés alatamasztja a szilard hordozohoz ktott HSA és a hatdanyagok

kozott kialakuld komplex kolesonhatas kialakulasat.

logK-clogP
5,00
4,00 *
3,00
2,00 o o
1,00 ¢
0,00

-3,00 -2400 -1%0 0,00 1,00 2,00 3,00

-1,00
clogP

logK

7. diagram: A fehérjekitédés és a lipofilitas kapcsolata
A sikeres kalibraciot kovetéen megkezdtiik a flavonoid vegyiiletek vizsgalatat. 25 db
kiilonbozé flavonoidot gytjtottiink Ossze. (2.tdbldzat) Vizsgalatainkban igyekeztiink
szerkezetileg minél diverzebb vegyiiletkort kivalasztani. Néhany esetben az aglikonok

glikozidjai is rendelkezésiinkre alltak, igy vizsgalni tudtuk a cukor tipusti csoportok hatasat is
a flavonoidok HSA kotddésére.
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2. tablézat: A vizsgalt flavonoid vegyiiletek

flavonoid

csoport altalanos szerkezet név clogP
luteolin 2,40 1,56
lute c.)'lin-7'—o - 014 0,08
gliitkozid
apigenin 2,71 187
aplgtinln-7-0 044 0,39
flavon | gliikozid
acacetin 2,85 2,03
baicalin 0,76 -247
apiin -0,84 -0,89
Krizin 3,01 2,19
amentoflavon] 5,09 3,09

© © heszperetin 2,68 2,56
flavanon Q;g

naringenin 2,84 2,72

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

flavanonol @%g\ taxifolin 1,82 167

kvercetin 2,16 1,14

kvercitrin 0,90 -0,11

kempferol 2,46 1,44

galangin 2,76 1,78

flavonol . 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

Q
O genisztein 3,08 2,22
izoflavon O
© daidzein 2,73 1,77
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A HSA-ko6tddés mérésének megkezdése eldtt a flavonoid mintdk integritasat is
vizsgaltuk, igy tisztasagi problémak miatt az izoramnetint, acacetint és a ramnetint el kellett
hagynunk a vizsgalando vegyiiletek koziil. A tobbi vegyiilet tisztasaga 95% fo6l6tti volt, igy
alkalmasak voltak a mérésre.

Végiil 21 kiilonb6zo flavonoid vegyiilet retencidjat mértiik a HSA-val t61tott oszlopon.
(3.tablazat) A retencios idok segitségével szamolt fehérjekotddési adat egy kivétellel minden
esetben 90% folott volt, igy helyesnek bizonyult a flavonoidok fehérjekotédésére vonatkozo
feltevésiink a kalibracio soran.

3. tébldzat: Flavonoidok HSA kotédése

név tranag™ RSD% logk logK %0PPB

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

luteolin-7-0O -gliikozid 5,89 1,58 1,08 1,27 195.82+0,09%

apigenin 6,16 0,09 1,10 1,29 196,10+0,01%

flavon apigenin-7-0 -gliikozid 4,72 0,00 0,95 1,10 ]93.65+0,00%

apiin 4,31 0,13 0,82 0,95 ]190,82+0,01%

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

ame ntoflavon 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 ]196.,11+0,03%

ke mpferol 6,52 0,09 1,13 1,32 196,43+0,01%

flavonol |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 ]196.55+0,01%

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

naringe nin(l.e nant.) 5,64 0,00 1,23 1,45 197,53+0,00%

flavanon naringe nin(2.e nant.) 5,78 0,00 1,28 1,50 (97.91+0,00%

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

hesperetin(2.e nant.) 5,52 0,10 1,19 1,40 197,16+0,01%

flavanonol | taxifolin 4,98 0,12 1,03 1,20 ]195,05+0,01%

. genisztein 5,83 0,17 1,29 1,52 198.,04+0,01%
izoflavon - -

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%

Ebben az esetben is minden mérést harom parhuzamossal végeztiink, és a retencids idok
atlagabol szamolt kapacitas faktor logaritmusat hasznaltuk fel a fehérjekotodés (logK, PPB%)
meghatarozasahoz (4-6. egyenlet). A mérések relativ szorasa hibahataron (RSD%=5%) beliil

volt.
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8. Diszkusszio

Ahogy korabban emlitettiik, a vizsgalt flavonoidok kiillonbozd fehérjekotodését (illetve
eltéré retencidjat a HSA oszlopon) eltéré szerkezetiik okozza. Az egyes szerkezeti elemek
kotédésre gyakorolt hatdsat részben mar leirtdk 71781 igy lehetéségiink volt az eredményeink
hitelességének ellendrzésére. A kotés erdsségét a magas logP érték is noveli, igy erdsen lipofil
vegyiiletek vizsgalata soran ennek hatasat is figyelembe kell venni. ¥ Az abrdkon a mérési
eredményeink alapjan szamolt fehérjekotodési értékek (HSA,%) szerepelnek.

Az A, B, és C gyliriiben talalhat6 hidroxil csoportok szama befolyasolja a fehérjekotés
erésségét. [T7EITONE0NBLIB2IB3NI84] A B gyiiriiben talalhatd hidroxil csoportok hatasat tudjuk
legtobb példaval illusztralni, illetve bemutatni a logP és a hidroxil csoportok Osszetett
befolyasat a HSA-hoz valo kotodésre, igy a szerkezeti elemek targyalasat ezzel kezdjiik.

A flavonok koziil a luteolin, az apigenin €s a krizin retencidjat mértiik a HSA oszlopon.
(13.abra) Kizarolag a B gyiirii hidroxilaltsagat figyelembe véve a fehérjekotédésnek ebben a
sorrendben csokkennie kellene. Lathatoé azonban, hogy mindharom vegyiilet lipofilitasa igen
magas, igy ennek kovetkeztében a vegyliletek logP értéke erésen befolyasolhatja a HSA-
kotédést. A luteolin tartalmazza a B gytirtiben a legtébb hidroxil csoportot, de fehérjekotédése
alig magasabb a lipofilebb apigeninnél. A Krizin nem tartalmaz szubsztituenst a B gytiriiben,
igy a lipofilitasbol ered6 fehérjekotddés valik dominanssa. Ezzel 6sszhangban a luteolinnal is

nagyobb PPB% értéket kaptunk.

luteolin apigenin krizin

clogP 2,40 < 2,71 < 3,01

PPB% 96,4 £ 0,03% > 96,1 £ 0,01% < 97,5 £ 0,01%

13. dbra: AB gytirii hidroxil csoportjainak hatasa a HSA-kotédésre a flavonok esetében

A flavonol vegyiileteketen a B gyliri hidroxilaltsaganak hatdsat a human szérum
albumin-kotodésre a miricetin, kvercetin, kempferol és a galangin Osszehasonlitasaval

mutathatjuk be. (14.abra) A miricetin HSA-kotodése az Osszegylijtott vegyiiletek koziil a
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legnagyobb [l ebbél kifolydlag retencidja olyan nagy volt, hogy az alkalmazott modszer nem
tette lehetdvé a vizsgalatat. A tobbi vegyiilet esetén nem jelentkezett ilyen probléma. Ez a
flavonoid osztaly is a flavonokhoz hasonloan viselkedett: a hidroxil csoportok szamanak
csokkentésével clogP=2,7 kozelébe novelve a lipofilitast ennek a paraméternek a hatasa valik
hangsulyossa a vegyiiletek fehérjekotodésében. igy a galangin HSA-kotédése méréseink szerint

a kvercetinnél is magasabb.

miricetin kvercetin kempferol galangin

clogP 1,85 < 2,16 < 2,46 < 2,76
PPB% - > 9704£013% = 9643£001% <  9715%0,01%

14. abra: A B gylirii hidroxil csoportjainak hatasa a HSA-kétédésre a flavonolok esetében

A C gytriiben csak a 3-as pozicioban van lehetéség hidroxil csoport beépiilésére. Ez
affinitast. Az el6z6ekben bemutatott flavonok és flavonolok dsszehasonlitasaval lehet ennek a
szerkezeti elemnek a human szérum albuminhoz vald kotédésre gyakorolt hatasat értelmezni.

A vegyiileteket megfelelden parositva lathato, hogy a flavonokhoz képest a C gytiriiben
eggyel tobb hidroxil csoportot tartalmazo flavonolok clogP értékei kisebbek. A kvercetin és a
luteolin is két-két hidroxil csoportot tartalmaz a B gytiriiben. (15.abra) A két vegyiilet clogP
érteke nem ¢éri el azt a tartomanyt, ahol a lipofilitds hatdsa a fehérjekotddésre meghatarozo

lenne, igy az eggyel tobb hidroxil csoportot tartalmazé kvercetin HSA-kotédése magasabb.
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kvercetin luteolin

HO

clogP 2,16 < 240

PPB% 97,04 £ 0,13% > 96,4 £ 0,03%

15. dbra: A C gylirti hidroxil csoportjainak hatdsa a HSA-kétédésre
A kempferolt és az apigenint vizsgalva lathat6é, hogy mivel a B gyliriben eggyel
kevesebb a hidroxil csoport, mint az el6z6 vegyiiletparnal, mindkét vegyiilet clogP értéke
magasabb. (16.abra) Azonban nem elég magas ahhoz, hogy a lipofilitas hatarozza meg
egyértelmiien a fehérjekotddést, hanem ezt a hatast a kiilonb6z6 szerkezeti elemekkel
parhuzamosan befolyasoljak. Igy a flavonol osztalyba tartozé kempferol human szérum
albuminhoz valé kotodése kisebb mértékben, de magasabb az apigeninénél, hasonléan a

luteolin-apigenin vegyliletparhoz a flavonoknal.

kempferol apigenin

clogP 2,46 < am

PPB% 96,43 £0,01% > 96,10 £ 0,01%

16. dbra: A C gyiirii hidroxil csoportjainak hatdsa a HSA-kétédésre
Végiil a galangin és krizin vegyiiletparost megvizsgalva szintén lathato, hogy a flavonol
vegyiiletnek (galangin) alacsonyabb a clogP értéke a flavon vegyiiletnél (krizin). (17.abra) A B
gyliriben egyik vegyiilet sem tartalmaz hidroxil-tipust szubsztituenst, igy hadrom vegytiletpar
koziil ebben az esetben tapasztalhatd a legmagasabb lipofilitds, mely olyan magas, hogy
egyértelmilen meghatarozza a fehérjekotddést. fgy a magasabb clogP értékkel rendelkez6 krizin
human szérum albumin-kétédése lesz nagyobb, hiaba hianyzik a C gyiiri 3-as pozicidjabol a

hidroxil csoport.
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galangin krizin

clogP 2,76 < 3,01

PPB% 97,15+ 0,01% < 97,5+ 0,01%

17. dbra: A C gylirii hidroxil csoportjainak hatisa a HSA-kétédésre

A kotés erdsségének valtozasat az A gylriiben talalhaté hidroxil csoportoknak
koszonhetben, az izoflavonoidok ko6zé tartozd genisztein és a daidzein példajan tudjuk

szemléltetni. (18.4abra)

genisztein daidzein

clogP 3,08 > 2,73

PPB% 98,04 £ 0,01% > 96,66 = 0,00%

18. dbra: Az A gyiirii hidroxil csoportjainak hatdsa a HSA-kétédésre

Mindkét vegyiilet meglehetdsen magas clogP értékkel rendelkezik, igy ennek hatasara
a lipofilebb genisztein kotddik jobban a humén szérum albuminhoz. Az A gylirliben, a 7-es
pozicioban talalhato hidroxil csoporton feliil tovabbi csoportok csokkentenék a fehérjekotddést,
de ez ebben a clogP tartomanyban hattérbe szorul.

A flavonoidokon talalhat6 glikozid csoportok is hatassal vannak a plazmafehérjékhez
(HSA-hoz) valo kotddésre. A szakirodalomban csak BSA kotédésre talaltunk adatokat, ! 7182187]
Ezek alapjan megallapithatd, hogy a cukor tipusu csoport hatasa fligg a csoport helyzetétdl €s

mindségétdl is, de altalanossagban csokkenti a fehérjékhez vald affinitést.
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Ezen allitasok helyességét a HSA kotédésre nézve luteolin- (19.4abra), apigenin-

(20.abra), és kvercetin-glikozidok (21.4abra) vizsgalataval igazoltuk.

luteolin luteolin-7-0-gliikozid

o OH
HO o HOy,, 0
98 g
HO {
oH 0 L oH
clogP 2,40 > 0,14
PPB% 96,40 £ 0,03% > 9522 £ 0,09%

19. dbra: A luteolin glikozidaltsagdanak hatisa a HSA-kotédésre

apigenin apigenin-7-0-gliikozid apiin
o %’0
HO | HO b‘ o ‘
E\\Cf. OH
clogP 2,71 > 0,44 > 0,84
PPB% 96,10 =0,01% > 93,65 £ 0,00% > 90,32 £0,01%

20. dbra: Az apigenin glikozidaltsaganak hatasa a HSA-kétodésre

kvercetin izokvercitrin kvercitrin

clogP 2,16 > 04 < 0,90 > 087
PPB% 97,04£0,13% = 9655:0,01% ~  9611£0,03% = 90,03+ 0,00%

21. abra: A kvercetin glikozidaltsaganak hatdsa a HSA-kotédésre
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Mérési eredményeink 6sszecsengenek az irodalmi adatokkal, azaz a glikozid csoportok
minden esetben csokkentik a clogP értékeket, valamint a HSA-kotodés erdsségét is az
aglikonokhoz képest. Utobbi mind az alacsonyabb lipofilitdssal, mind sztérikus okokkal
magyarazhatd. A kvercitrin (kvercetin-3-O-a-L-ramnozid) és az izokvercitrin (kvercetin-3-O-
B-D-gliikozid) példajan lathatd, hogy a kiilonb6z6 cukor-csoportok eltéré szerkezetiik miatt
nem egyforma mértékben csokkentik az aglikon vegyiilet human szérum albuminhoz valo
kotodését. A kvercitrin clogP értéke magasabb az izokverctrinnél, de ilyen alacsony clogP
tartomanyban a kotés erdsségét a szerkezeti elemek hatarozzak meg. Ebben az esetben a
glikozid csoport mindsége, igy az izokvercitrin kotddik jobban a vizsgalt fehérjéhez. A
glikozid-csoport méretének novelése tovabb csdkkenti a HSA-hoz valé affinitast, ez lathato a
rutin (kvercetin-3-O-a-L-ramnopiranozil-(1«<-6)-D-gliikkozid) és az apiin (apigenin-7-O-p-D-
gliikopiranozil-2-O-furanozid) a tobbi vegyiilethez képest alacsony fehérjekotodésén.
Osszességében kijelenthetd, hogy a flavonoidokon talalhatd cukor tipust csoportok a HSA-
kotédésre hasonld befolyassal vannak, mint a BSA-kotédésre.

A C gyliriben taldlhaté 2-es és 3-as szénatom telitetlensége is hatdssal van a
fehérjekotddésre. o188 A kettds kotéssel novekszik a konjugacio a B és C gylirti kozott, és
ennek koszonhetden a fehérjekotddés erdssége is novekszik.

Ennek a szerkezeti elemnek a hatasat jol szemlélteti a kvercetin és a taxifolin
Osszehasonlitasa. (22.4bra) A két vegyiilet clogP értéke nem éri el azt a tartomanyt (clogP~2,7),
ahol a korabbi példakban a szerkezeti elemek helyett a lipofilitds dominalt a fehérjek6tddés
erésségének befolyasolasaban. Igy a kvercetinben talalhato Cp-Cs kettds kotésnek

koszonhetden nagyobb a human szérum albumin-kotédése, mint a taxifolinnak.

kvercetin taxifolin

clogP 2,16 > 1,82
PPB% 97,04 +£0,13% > 93,05 £0,01%
22. dbra: A C gyiir telitetlenségének hatdisa a HSA-kotédeésre

A vizsgalt kettds kotés jelenléte, illetve hidnya a szerkezeti kiilonbség az apigenin és a

naringenin kozott is. (23.4bra) Ebben az esetben azonban a vegyiiletek clogP értéke elég magas
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ahhoz, hogy a lipofilitas hatarozza meg dontéen a fehérjekotddés mértékét, igy hiaba nagyobb
az apigeninen beliil a konjugacid, a lipofilebb naringenin erésebben kotdédik a human szérum

albuminhoz.

apigenin naringenin

OH OH
OH 0 OH 0

clogP 2,71 < 2,84

Enantiomer, :97,53 = 0,00%

o 0,
PPB% 96,10£001% < pooiomer: 197,91 £ 0,00%

23. dbra: A C gyiirt telitetlenségének hatdasa a HSA-kotédeésre
Nem talaltunk irodalmi adatokat a B gyiirii helyzetének a fehérjekotddésre valo

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

kotoédésének osszehasonlitasaval tarhatjuk fel. (24.abra)

genisztein apigenin

clogP 3,08 > 2,71
PPB% 98,04£0,01% > 96,10 £0,01%

24. ébra: A B gyiirii helyzetének hatdsa a HSA-Kot6désre

Azt talaltuk, hogy a B gytirli C gylirth6z valo kapcsolodasi helyének megvaltozésa a 2-
es szénatomrol a 3-as szénatomra ndveli a fehérjekotddés erdsségét. Elképzelhetd, hogy ennek
a szerkezeti valtozasnak kovetkeztében a human szérum albumin egyik koétdhelyéhez vald
affinitas is novekszik, azonban nem lehet figyelmen kiviil hagyni a lipofilitasi értékeket.
Mindkét vegyiilet clogP értéke igen magas, a korabban vizsgalt esetek alapjan ebben a
tartomanyban mar dontéen a vegyiiletek lipofilitdsa hatdrozza meg a fehérjekotddést.
Osszességében a B gyiri helyzetének megvaltozasa novelheti, vagy csokkentheti az affinitast

a human szérum albumin valamely kotOhelyéhez, azonban a szerkezetvaltozast kovetd
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lipofilitds-novekedés hatdsara az izoflavonoidok HSA-k6tédése nagyobb lesz a
flavonoidokénal.
A flavanonok koziil a heszperetin és a naringenin retenciojat mértilk a HSA oszlopon,

és a fehérjekotédésre az irodalmi adatoknak [l megfelelé eredményeket kaptunk. (25.abra)

naringenin heszperetin
OH CHy
r
S >
clogP 2,84 > 2,68

Enantiomer,: 97,53 £0,00% > 96,48+ 0,00%
Enantiomer,: 97,91 £0,00% > 97,16+0,01%

PPB%

25. abra: A flavanonok HSA-kotédése

A két vegyiilet szerkezetét tekintve tobb motivumban is kiillonboznek, igy az egyes
szerkezeti elemek hatasa a HS A-kdtédésre nem becsiilheté meg pontosan. Emellett a naringenin
¢és a heszperetin clogP értéke elég magas ahhoz, hogy meghatarozza human szérum albumin-
kotodéstiket, igy a lipofilebb naringenin nagyobb retencidja az oszlopon a mérés helyességét
igazolja. Ki kell emelni, hogy kiralis vegyiiletekr6l van szo, és a mintak mindkét enantiomert
tartalmaztak. Az allofazison immobilizalt human szérum albumint tartalmazo oszlop

hasznalataval ezen enantiomerek kromatografias elvalasztasa megvalodsithato volt (R>1,5).

9. Osszefoglalas

Egy, az irodalombdl ismert metddus modositasaval dolgoztunk ki természetes eredetii
flavonoidok szérum albuminko6tédésének vizsgalatara alkalmas HPLC modszert, amit 10 db
ismert plazmafehérje-kotddésti gyodgyszerhatéanyagra validaltuk. Vizsgaltuk a vegyiiletek
retenciojanak Osszefliggését lipofilitasi mutatoikkal és plazmafehérje-kotodésiikkel. A 21 db
flavonoid aglikon ill. glikozid szérum albumink&tédését prediktaltuk. Vizsgaltuk, és sikeresen
azonositottuk a kiilonb6z6 flavonoid szarmazékok esetén az egyes szerkezeti elemek (az A, B,

¢és C gylrh hidroxilaltsdga, a glikozid tipiust szubsztituensek, a C gytirli telitetlensége, a B
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gylrt helyzete), és a molekula lipofilitasdnak komplex hatasat a human szérum albuminhoz
valé kotodésre.

Az egyes flavonoidok kotodési helyének in silico szintii azonositasa a human szérum
albuminon folyamatban van. A jovében az altalunk kidolgozott modszer felhasznalasi korét

szeretnénk kiterjeszteni egyéb, természetes eredetti polifenol vegyiiletekre.
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