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1. Bevezetés, célKitiizések

A chrysin (CHR) ¢és a quercetin (Q) a természetben gyakran eléforduld flavonoid
aglikonok, amelyek szamos novényben, gyiimolcsben és zoldségben eléfordulnak,
emellett tobb étrend-kiegészitOben is extrém magas mennyiségben megtalalhatok. Mint a
legtobb flavonoid esetében, a CHR és a Q oralis biohasznosuldsa alacsony, ami a
vegyiiletek alacsony vizoldhatosdgaval, valamint jelentds preszisztémas elimindcidjaval
magyarazhaté. A CHR biotranszformacioja soran foként szulfat (chrysin-7-szulfat: C7S)
¢s glikkuronid (chrysin-7-glikuronid: C7G) metabolitok, mig a Q esetében metil
szarmazékok (isorhamnetin: IR, tamarixetin: TAM) is képzddnek a szulfat (quercetin-3’-
szulfat: Q3°S) és glitkuronid konjugatumok (quercetin-3-gliikuronid: Q3G, isorhamnetin-
3-gliikuronid: I3G) mellett. A normal étrenddel a flavonoidok és konjugatumaik egytittes
plazmakoncentracidja a nmol/L-es skalan mozog, de extrém bevitel esetén akér a tobb
umol/L-es értéket is elérhetik.

A humén szérum albumin (HSA) a keringésben legnagyobb mennyiségben
megtalalhat6 plazmaprotein. A HSA sok mas funkcioja mellett gyogyszerek megkotéséért
¢és keringésben torténd szallitasaért is felels, ezaltal befolyasolva a k6t6do vegyiiletek
egyes farmakokinetikai sajatsagait. A citokrom P450 (CYP) enzimek egy szupercsaladot
xantin-oxidaz (XO) enzim egy molibdoflavoprotein, amely pl. a hipoxantint xantinna, a
xantint pedig hiigysavva oxidalja. Emellett, az antitumor és immunszupresszans szerként
alkalmazott 6-mercaptopurin (6-MP) szintén a XO altal oxidalodik inaktiv 6-
thiohugysavva.

A szakirodalom alapjan a CHR és a Q szamos fehérjével (pl. HSA, biotranszformacios
enzimek, transzporterek) képes kolcsonhatasba 1épni. Azonban a metabolitok kapcsan —
amelyek jellemzden joval magasabb koncentraciokat érnek el a szisztémas keringésben,
mint az anyavegyiilet — viszonylag kevés informaci6 all rendelkezésre. Ezért kisérleteink
soran célul tiztiikk ki, hogy megvizsgaljuk a CHR és a Q fo konjugalt metabolitjainak

interakcioit HSA-nal, valamint CYP és XO enzimekkel.



2. Vizsgalati médszerek

A fluoreszcencia spektroszkopiai méréseinkhez egy Hitachi F-4500 fluorimétert
hasznaltunk. Méréseinket PBS (phosphate buffered saline; pH 7,4) pufferben,
szobahOmérsékleten végeztiik. Mivel a tesztvegyliletek belsé sziird hatasa csokkentheti az
albumin fluoreszcens jelét a fluoreszcens spektrumokat a flavonoidok abszorbancia értékei
alapjan korrigaltuk. A flavonoid-albumin kolcsonhatasok jellemzésére fluoreszcencia
kioltas tipust vizsgalatokat végeztiink (aloumin: 2 uM; flavonoidok: 0-5 uM; Aex = 295
nm, em = 340 nm), az eredményeket a Stern-Volmer egyenlet grafikus alkalmazasaval és
a Hyperquad2006 szoftverrel értékeltiik. A flavonoidok Site I (warfarin) és Site II
(naproxen) markerekkel szembeni leszoritd képességét ultrasziiréssel vizsgaltuk, 30 kDa
cut-off értékii filterekkel, PBS-ben. A filtratum warfarin és naproxen tartalmat HPLC-FLD
¢s HPLC-UV modszerekkel hataroztuk meg. Emellett a warfarin kotott frakcidjanak
valtozasat steady-state fluoreszcencia spektroszkopiai és fluoreszcencia anizotropial
mérésekkel is teszteltik.

A flavonoidok és konjugatumaik hatasat a kiilonb6z6 CYP (2C9, 2C19, 2D6 és 3A4)
enzimekre in vitro enzim esszék segitségével vizsgaltuk (CypExpress™ humén enzim
kitekkel). Minden CYP esszé esetében az FDA (Food and Drug Administration) altal
javasolt szubsztratokat (CYP2C9: diclofenac, CYP2C19: S-mephenytoin, CYP2D6:
dextromethorphan, CYP3A4: testosteron) ¢és pozitiv kontrollokat (CYP2C9:
sulfaphenazol, CYP2C19: ticlopidin, CYP2D6: quinidin, CYP3A4: ketoconazol)
alkalmaztuk. A kisérletekben oldoszer kontrollokat (DMSQO) is hasznaltunk. A
termomixerben torténd inkubaciokat (majd leallitast és centrifugalast) kovetden, a
feliiluszoban a szubsztratok és a metabolitok mennyiségét HPLC-UV modszerrel
hataroztuk meg.

A XO esszék soran az inhibitorok hatasat a XO-katalizalt 6-MP, xantin és hipoxantin
oxidaciora nézve is teszteltik. Minden esetben 5 pM szubsztrat koncentraciora
optimalizaltuk a moddszereket. Pozitiv kontrollként allopurinolt (APU) hasznaltunk, de
aktiv metabolitjanak (oxipurinol) hatésait is teszteltiik. A szubsztratok és a termékek
kvantifikdldsa HPLC-UV moddszerrel tortént.

A statisztikai értékelés one-way ANOVA (és Tukey’s post-hoc) teszttel tortént, IBM
SPSS Statistics szoftver felhasznalasaval. Az ICso értékeket logaritmikus abrazolast
kovetden szigmoid gorbe illesztéssel hataroztuk meg, a GraphPad Prism 8 szoftver

segitségével.



3. Eredmények, kovetkeztetések
3.1. A chrysin és konjugdatumainak kélcsonhatdsai szérum albuminnal

A CHR és konjugatumai koncentraciofiiggé modon, szignifikansan csékkentették az
albumin fluoreszcens jelét (hex = 295 nm, Aem = 340), ami flavonoid-albumin komplexek
kialakulasara utal. A C7G az anyavegyiilethez képest gyengébb, mig a C7S erdsebb kioltd
talalhato triptofan (TRP214) aminosavnak tulajdonithat6. Ezért, figyelembe véve a CHR
¢s konjugatumainak jelentOs kioltd hatasat, feltételezhetd, hogy a vizsgalt flavonoidok
kotohelye a TRP214 kozelében, tehat a Site I régidban vagy attdl nem nagy tavolsagra
talalhato. Kisérleteink soran meghatarozott flavonoid-albumin komplexek Stern-Volmer
allando és kotési allando értékei jol korrelalnak egymassal. A C7S képezte albuminnal a
legstabilabb komplexet, melyet a CHR és a C7G kovetett.

Mivel a korabbi vizsgalatok alapjan a CHR albuminhoz trténd kotédésében a Site 1
vagy a Site II régido lehet érintett, ultraszliréses kisérleteinkben a flavonoidok
leszoritoképességét Site | (warfarin) és Site Il (naproxen) markerekkel szemben is
megvizsgaltuk. Mivel a HSA egy makromolekula (kb. 66,5 kDa), mérete miatt az albumin
¢s az albuminhoz kotott molekuldk nem képesek atjutni a 30 kDa cut-off értéki filtereken.
sziirletben az albuminrol torténé leszoritasra utal. A C7S mindkét alkalmazott
koncentracidban a warfarin mennyiségének jelentds emelkedését okozta a filtratumban, a
CHR-hez és a C7G-hoz képest lényegesen magasabb leszoritast okozva. Erdekes médon,
a CHR ¢és a CHR konjugatumok a naproxen albuminkotddését is befolyasoltak, habar
leszoritd hatdsuk jocskan elmaradt a C7S warfarinnal szemben mutatott hatasahoz
viszonyitva. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a C7S nagy affinitast kotdhelye a HSA Site
pedig feltételezhetden allosztérikus kdlcsonhatassal magyarazhato.

A fluoreszcencia spektroszkopiai mérések soran a CHR és konjugatumai jelentds
mértékben csokkentették a warfarin-albumin komplex emisszios intenzitasat (Aex = 317
nm, Aem = 379 nm). Mivel az albumink6tott warfarin emisszids intenzitasa kb. 20-Szor
nagyobb a szabad warfarinéhoz viszonyitva, €z a warfarin albuminrol térténd leszoritasara
utal. Vizsgalataink alapjan a flavonoidok egymashoz viszonyitott leszoritoképessége jol

korrelal azok kotési affinitasaval (C7S > CHR > C7G). Fluoreszcencia anizotropiai



vizsgalataink ezt szintén megerdsitették. Mindezek alapjan lehetséges, hogy a C7S képes

leszoritani egyes Site I kotéhelyhez kapcsolodd gyogyszereket albuminrol.

3.2. A chrysin és quercetin konjugdatumok kolcsonhatdasai CYP enzimekkel

A C7G még a szubsztrathoz viszonyitott 6-szoros (30 uM) koncentracidban sem gatolta
a CYP2C9-katalizalt 4’-hydroxydiclofenac képzodést. Ezzel szemben a CHR 2,5-szer
(IC50=3,2 uM), a C7S pedig 2-szer (ICso = 2,7 uM) gyengébb gatloszere volt az enzimnek,
mint a pozitiv kontroll sulfaphenazol (ICso = 1,3 uM). Tehat a szulfat konjugatum még az
anyavegyiiletnél is erésebb gatld hatast mutatott. A CHR a CYP2C19 esetében is potens
gatld hatast fejtett ki (ICso = 4,6 uM), mig a C7S és a C7G csak gyenge gatloszernek
bizonyultak. A CYP2D6-katalizalt dextrorphan képz6dést a CHR és konjugatumai nem
befolyasoltak. Annak ellenére, hogy a CHR-t egyes korabbi in vitro tanulmanyokban a
CYP3A4 enzim erds gatloszereként irtak le, vizsgalatainkban csak gyenge gatld hatast
mutatott és a konjugatumok is csak alig gatoltak az enzimet. Szakirodalmi adatok alapjan
a CHR egyszeri per os bevételét (400 mg) kovetden a CHR {6 metabolitja (C7S) 400-800
nmol/L-es csucs plazmakoncentraciokat ért el egészséges oOnkéntesekben. Azonban
feltételezhetd, hogy magasabb CHR dozisok adagolasa esetén akar tobb pmol/L-es
plazmakoncentraciok is kialakulhatnak, hasonloan a Q-hez. Tehat feltételezhetd, hogy
magas CHR bevitel befolyasolhatja egyes gyogyszerek CYP2C9- és/vagy CYP2C19-

A Q CYP enzimekre gyakorolt gatlo hatasai kapcsan a szakirodalomban gyakran
ellentmondasos informaciok szerepelnek. Vizsgalatainkban a Q és konjugatumai csak
gyengén gatoltdk a CYP2C19 és CYP3A4 enzimeket, mig a CYP2D6 miikodését nem
befolyasoltak. Ezért nem tlinik valdszinlinek, hogy a Q jelentdésen befolyasolja a
tesztelt metabolit a Q-hez hasonlo, szignifikans gatloszere volt a CYP2C19 és CYP3A4
enzimeknek. Igy elképzelhetd, hogy a nagyon magas Q bevitel enyhébb gatlast okozhat e

két enzim kapcsan.

3.3. A Chrysin és quercetin konjugdatumok kélcsonhatdasai xantin-oxidaz enzimmel

Korabbi tanulmanyokban a CHR ¢és a Q a xantin oxidacio erds gatloszerei voltak, habar
egyes vizsgalatokban a pozitiv kontroll APU-hoz képest gyengébb, mig mas
vizsgalatokban erdsebb gatlast mutattak. Jelen munkankban a CHR, a Q és egyes Q



konjugatumok (Q3’S, IR, TAM) a xantin oxidaciot hasonld erdséggel gatoltdk, mint az
APU. Ezzel szemben a Q3G, 13G és C7G nem, vagy csak gyengén gatoltak az enzim
miitkodését.

Erdekes modon, a 6-MP oxidaciojat a CHR, a Q és egyes Q konjugatumok (Q3°S, IR,
TAM) kb. 1,5-10-szer erésebben gatoltak az APU-hoz képest. Azonban fontos kiemelni,
hogy mig az APU a xantin oxidacioét a 6-MP oxidacidhoz képest kb. 6tszor erdsebben
gatolta, addig a CHR, Q, Q3’S, IR és TAM ICsp értékei mindkét szubsztrat esetében
hasonléak voltak. A CHR konjugatumok a xantin és a 6-MP oxidacio esetében is gyengébb
gatlast mutattak, mint az anyavegyiilet. Ezzel szemben a Q3°S, IR és TAM a 6-thiohugysav
képzodést a Q-hez képest 2-7-szer erésebben gatoltak. A vizsgalt flavonoidok koziil a C7S
volt az egyetlen, amelyik a 6-MP oxidaciojat Iényegesen er6sebben gatolta, mint a hugysav
képzddését. Tovabbi vizsgalataink alapjan a flavonoidok gatld hatdsa reverzibilis, mivel
nagyobb szubsztrat koncentraciokkal attorhetd.

A szakirodalomban felmeriilt, hogy a flavonoidok in vitro XO-gatlé hatasuk révén
alkalmasak lehetnek hiperurikémia kezelésében. Az ezzel kapcsolatos allatkisérletes
eredmények azonban ellentmondésosak, human vizsgéalatokban pedig még a magas dozisu
(2000 mg/nap) Q sem befolyasolta a szérum htugysav szinteket. Egészséges onkéntesekben
a CHR egyszeri per os (400 mg) bevételét kovetéen a C7S csucs plazma koncentracioja
kb. 400-800 nmol/L, mig a Q 12 héten keresztiil, napi 1000 mg-os oralis adagolasat
kovetden az 6ssz-Q (Q és konjugatumai) cstcs plazmakoncentracidja tobb pmol/L-es
értéket ér el. Ezzel szemben az APU egyszeri 200 mg-0s per o0s bevételét kovetden az APU
¢s az oxipurinol egyiittes csucs plazmakoncentracidja kb. 35-40 pmol/L, de nagyobb
dozisok esetében ennél is magasabb lehet. Tehat a flavonoidok és egyes konjugatumaik in
vitro xantin oxidaciot gatld hatdsa az APU-éhoz hasonld, viszont mennyiségik a
keringésben joval alacsonyabb. E megfontolasok megmagyarazhatjadk a flavonoidok
gyenge in vivo hatasat a hiperurikémia kezelésére vonatkozodan.

Kozismert, hogy a 6-MP és az APU egyiittes alkalmazasa stlyos toxikus
kovetkezményeket vonhat maga utan, mivel az utobbi gatolja a 6-MP eliminaciojat. lgaz,
hogy az APU ¢és az oxipurinol joval magasabb koncentraciot ér el a keringésben (és
valosziniileg egyes szovetekben is) mint a CHR, a Q, valamint konjugalt metabolitjaik,
azonban egyes Q metabolitok (Q3’S, IR, TAM) joval erOsebben gatoljak a 6-MP
oxidacidjat, mint az APU. Korabbi human vizsgalatok alapjan a Q3’S és az 13G lehetnek
a Q keringésben megjelené dominans metabolitjai. Emellett az I3G keringésben megjelend

magas mennyisége, az IR szignifikans intracelluléaris képzddésére utal. Mindezek alapjan
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elképzelhetd, hogy az extrém magas Q bevitel (étrend-kiegészitokkel akar tobb gramm is
lehet naponta) befolyasolhatja a 6-MP eliminaciojat.

4. Osszefoglalas

Eredményeink alapjan nemcsak az anyavegyiiletek, de egyes konjugalt metabolitjaik is
képesek kolcsonhatasba 1épni kiilonboz6 farmakokinetikai szempontbdl fontos fehérjével.
S6t, némely konjugatum hatdsa még az anyavegyiiletét is meghaladja. Eredményeink
relevancidjanak igazolasahoz ugyan tovabbi in vivo kisérletek elvégzése sziikséges.
Mindenestre a magas CHR- és/vagy Q-tartalmu étrend-kiegészitok gyogyszerekkel torténd
egyiittes alkalmazasa fokozott koriiltekintést igényel, kiilondsen a sziik terapids szélességii

hatdanyagok esetében.



5. Uj megallapitasok:

1.

Nemcsak a CHR, de konjugatumai is képesek stabil komplexeket kialakitani HSA-
nal, meghataroztuk e komplexek kotési allandoit. A CHR ¢és konjugatumai

valoszintlileg a Site I régidhoz kapcsolodnak a HSA-on.

. A C7S az anyavegyliletnél magasabb affinitassal kotédik HSA-hoz, és a Site I

marker warfarinnal szemben is joval er0sebb leszoritoképességet mutatott.

A C7G nem, vagy csak kismértékben gatolta a tesztelt CYP enzimeket, a C7S
azonban a CYP2C9 erds gatloszerének bizonyult.

Az 9sszes tesztelt Q konjugatum (Q3’S, IR, Q3G ¢és 13G) az anyavegyiilettel hasonld
mértékll, de viszonylag gyenge gatlo hatast fejt ki a CYP2C19 és a CYP3A4

enzimekre.

A Q3G, I3G és C7G nem vagy csak gyengén gatoljak a XO enzimet. Ezzel szemben,
egyes Q konjugatumok (Q3’S, IR, TAM) még az anyavegyiiletnél is erdsebb gatlo

hatast mutattak.

A xantin és 6-MP oxidaciot a CHR, Q, Q3’S, IR és TAM hasonlo erdsséggel
gatoljak, mig az APU a xantin oxidacio, a C7S pedig a 6-MP oxidacié potensebb
inhibitorai.
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6.4. Egyéb prezentdciok:
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7. Koszonetnyilvanitas

Nagy-nagy koszonettel tartozom témavezetdémnek, Dr. Poor Miklosnak, aki nélkiil ez a
munka nem sziilethetett volna meg. Koszonom, hogy iranymutatasaval és szakmai
tamogatasaval mindig segitette munkamat, valamint azt, hogy szakmai kérdéseimre
mindig készségesen valaszolt. Toretlen lelkesedése, kitartdsa és precizitasa mindig
példaértékii volt szamomra. Tovéabba, halaval tartozom a Gyogyszerhatdstani Tanszék
munkatarsainak (Gabornak, Zelméanak, Orsinak, Eszternek, Katanak, Slavkanak,
Krisztinek és Ritanak), akikkel mindig 6rom volt egyiitt dolgozni. Emellett, kdszondm Dr.
Hetényi Csabanak, Dr. Zsido Balazsnak, valamint Schilli Gabriellanak, hogy szerkezeti
vizsgalataikkal emelték munkam szinvonalat, valamint halas koszonettel tartozom Dr.
Lemli Beatanak is a Hyperquados kiértékelések elvégzéséért. Koszonet illeti Dr. Fliszar-
Nyul Esztert, Fabian Katalint és Schveibert Istvant a HPLC analizisek kivitelezéséért.
Tovabba, szeretném megkoszonni TDK-hallgatoimnak, Panovics Attilanak, Gombor
Boglarkdnak ¢és Bognar Bendeguznak, hogy altaluk az utanpotlas-nevelésbe is
belekostolhattam. Koszonettel tartozom Prof. Dr. Pethd Gabornak, valamint Prof. Dr.
Gregus Zoltannak, hogy mindig érdeklddve figyelték szakmai elérehaladasomat, valamint
koszondm nekik, hogy személyiségiikkel és eldadasmoddjukkal a gyogyszerhatastant és
toxikoldgiat mar gradudalis hallgatoként is a kedvenc tantargyaimma tették. Végezetiil
leirhatatlan nagy haldval tartozom a csalddomnak, a paromnak és a barataimnak, akik
mindvégig tamogattak és lelkesitettek, valamint végig kitartottak mellettem ezen a nehéz
uton. Kiilon halaval tartozom apukéamnak, aki mar évekkel ezel6tt is tudta és mindig is

hangoztatta, hogy képes vagyok helyt allni a kutatas vilagaban.
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