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a-MEM: a Minimum Essential Medium

ABC: ATP binding cassette

ATP: adenozin-trifoszfat

DIDS: 4,4’-diizotiocianostilbene-2,2’-diszulfonsav
DNS: dezoxiribonukleinsav

EC: epikatekin

ECso: 50 %-os effektiv koncentracid

ECG: epikatekin-gallat

EGC: epigallokatekin

EGCG: epigallokatekin-gallat

ER: endoplazmas retikulum

EST: expressed sequence tag

FBS: fetal bovine serum

GC: gallokatekin

GCG: gallokatekin-gallat

GTP: guanozin-trifoszfat

HEPES: 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanszulfonsav
HPLC: high performance liquid chromatography, nagy teljesitményti

folyadékkromatografia
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ICs0: 50%-0s gatld koncentracio

Ki: inhibitoros allando

Km: Michaelis-Menten allando

LC-MS: liquid chromatography — mass spectrometry, folyadékkromatografia —
tomegspektrometria

M3G: morfin-3-glukuronid

M6G: morfin-6-glukuronid

MOPS: 4-morfolin-propanszulfonsav

MUGA: metil-umbelliferil-glukuronid

MUMB: metil-umbelliferon

NAD": oxidalt allapotii nikotinamid-adenin-dinukleotid

NADH: redukalt allapota nikotinamid-adenin-dinukleotid

NADP": oxidalt 4llapotti nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat

NADPH: redukalt allapott nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat

naftol AS-BI: a 7-bromo-3-hidroxi-2-nafto-o-anizidin rovidebb neve

NST: nucleotide sugar transporter

OATP: organic anion transporter protein

PBS: phosphate buffered saline

PSA: prosztata-specifikus antigén

SD: standard deviation, szoras

UDP: uridil-difoszfat
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UGT: UDP-glukuronozil-transzferaz

Vmax: maximalis reakcidsebesség
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5. Irodalmi attekintés

5.1. Az endoplazmas retikulum mint 6nallé6 metabolikus kompartment

Az endoplazmas retikulum (ER) a sejtmagmembrannal egybekapcsolodd
membranrendszer, mely a sejten beliil egy, a citoszoltdl elkiiloniild belsd teret, lument fog
kozre. Az organellum membranja fehérjékben igen gazdag, jellemzdje a viszonylag nagy
permeabilitds. A korabbi allasfoglaldssal szemben — miszerint az ER membranja a
molekulak szdmara szabadon atjarhat6, a membran pusztan a fehérjék kihorgonyzasara
szolgal — azonban tobb megfigyelés szolgaltat bizonyitékot arra, hogy a membran szdmos
vegyiilet szamara barriert képez [1]. Az organellum lumene az anyagcsere fontos
Iépéseinek ad otthont. Itt zajlik a szekrécidra keriild fehérjék szintézise és érése, a
szénhidrat- és a szteroidmetabolizmus egyes reakcidi. Ezeken kiviil a biotranszformacio
tobb enzime is itt mikodik, igy az ,,elokészité” fazishoz sorolhatd, 1-es tipust 11p-
hidroxiszteroid-dehidrogenaz, valamint a konjugacios fazishoz tartozé szteroid-szulfataz,
UDP-glukuronozil-transzferaz izoenzimek (UGT-k) és p-glukuronidaz. Ezekhez a
folyamatokhoz az ER idealis mikrokdrnyezetet teremt. Az ER tiol-oxidalo kornyezete,
amelyet jol mutat a citoplazmahoz képest lényegesen (akar 30-100-szor) alacsonyabb
redukalt-oxidalt glutation arany, sziikséges a diszulfid-hidak kialakuldsdhoz, vagyis az
oxidativ fehérjehajtogatashoz [2]. Ezzel parhuzamosan a luminalis redukalt-oxidalt piridin-
nukleotidok (NADPH-NADP™) magas aranya teszi lehetévé a kortizon-kortizol atalakulast
[3]. Az ER lumene a sejt legjelentdsebb, gyorsan mobilizalhaté kalciumraktaraként a
citoplazmara jellemzonél négy nagysagrenddel magasabb kalciumkoncentarciot tart fenn
[4], ami az UGT-k és a chaperonok miikodéséhez elengedhetetlen [5]. Ez a kiilonleges, a
citoplazmatol jelentdsen eltéré milid nem lenne fenntarthatd, ha az ER membranja nem
korlatozna az anyagok vandorlasat a két kompartment kozott.

A nagyméretli, polaros és gyakran toltéssel rendelkezd molekuldak a lipid
kettosrétegen egyszeri diffuzid segitségével nem jutnak at, felvételilk csak fehérje
kozremiikddésével lehetséges. A transzport legtobbszor szelektiv: mig bizonyos molekuldk

(pl. glukoz-6-foszfat vagy FAD) szdmara biztositott az atjutas, addig igen hasonldé méretii
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¢s szerkezetli vegyiiletek (példaul mas hexodz-foszfatok és piridin-nukleotidok) szamara
nem. A membran transzport folyamatai biztositjdk a luminalis enzimek szubsztrat- és
kofaktorellatasat. =~ A transzport  szelektivitdisa  meghatarozhatjia az  enzim
szubsztratspecificitasat, ezt latjuk a gluk6z-6-foszfataz esetében. Még gyakoribb, hogy a
reakcid kinetikai paraméterei valtoznak meg, mert a lassu transzport korlatozza az enzim
hozzaférését szubsztratjahoz. Ezt mutatja, hogy sok enzim esetében ép membran mellett
alacsonyabb aktivitds mérhetd, mint a membran atjarhatova tétele, permeabilizalasa utan.
Utébbi esetben ugyanis az enzim szabadon hozzafér szubsztratjdhoz, aktivitasat a
szubsztrat membranon keresztiili transzportja nem limitdlja. A latencidnak nevezett
jelenség egyrészt az enzim lumindlis elhelyezkedését bizonyitja, masrészt azt mutatja,
hogy a transzport az adott folyamat sebességmeghatirozd 1épése. Ha az aktivitasokban
észlelt kiilonbséget a permeabilizalt membran mellett mért érték szazalékdban fejezziik ki,
a latencia értékét szamszerileg is megkapjuk. (Ha példaul egy luminalis enzim aktivitasa a
membranpermeabilizalas  kovetkeztében négyszeresére fokozodik, akkor 75%-0s
latenciardl beszélhetiink.)

Az ER mérete sejttipusonként igen eltérd. Néhany sejtben szinte kizdrdlag a
sejtmagburokra korlatozodik, mig masutt a citoplazma jelentds részét kitolti. Ez utobbira jo
példa a majsejt, amely, az intermedier metabolizmusban, ¢s kiillondsen a
biotranszformécioban betdltott kozponti szerepének megfelelden, igen fejlett ER halozattal
bir. Az organellum a majsejt térfogatanak 10%-at foglalja el, a sejt membranjainak pedig
tobb mint 90%-at alkotja [1, 6].

A megfeleld sejtekbdl, illetve szovetekbdl preparalt mikroszomat kiterjedten
hasznaljak a — mas sejtalkotoktol elkiilonitett — ER miikodésének in vitro vizsgalatahoz.
Ennek eldallitaisakor a homogenizalt bioldgiai mintdban frakcionalt centrifugélas
segitségével valasztjuk szét az egyes sejtalkotokat. A procedura soran az ER membranja
feltoredezik és az egybefliggd, haldzatos membranrendszerbdl aprd vezikulumok jonnek
létre. A membran integritdsa ugyanakkor nem sériil, és nem valtozik meg orientdcidja sem:
a korabbi intraluminalis felszin tovabbra is a vezikulumok belseje felé néz [7]. Fontos
kiemelni, hogy a mikroszoéma intravezikularis kdzege sok vonatkozasban az ER-lumen
mikrokornyezetéhez hasonl6: megmaradnak azok a jellegzetességek, amelyek
fenntartdsahoz allandé aktiv transzport nem sziikséges (pl. magas diszulfid/tiol és

NADPH/NADP" aranyok). Az igy létrejott vezikulumok a frakcionalt centrifugéalas utolsé
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1épésében kiiilepedve alkotjak tehat a mikroszéma nevii mesterséges sejtfrakciot. A
mikroszoma olyan sejtek esetében, melyek bdséges ER-membrant tartalmaznak és a
sejtmagmembran mennyisége ehhez képest elhanyagolhatd, szinte teljes egészében ER-
eredetii vezikulumokbol all. A preparatum tisztasagat az egyes sejtalkotokra jellemzd
enzimek aktivitisanak vizsgalataval ellendrizziik. gy a plazmamembran jelenlétét az 5°-
nukleotiddz vizsgalataval, a mitokondridlis szennyezOdést a citokrom-c oxidaz
aktivitdsanak mérésével tudjuk kizarni. Az ER marker enzimének, a gluk6z-6-foszfatdznak
magas aktivitasa igazolja, hogy a mikroszoma frakcid6 ER-eredetli vezikulumokat
tartalmaz. A membran épségét a manndz-6-foszfatdz magas latencidjanak mérésével
ellendrizziik. Ez a hexoz-foszfat ugyanis intakt membran esetén rendkiviil lassan Iép a
lumenbe, és igy enzimatikus hidrolizise is alig detektdlhat6. Amennyiben a membrant
permeabilizaljuk, a lumindlis gluk6z-6-foszfataiz a manno6z-6-foszfatot is elfogadja

szubsztratként, és igy magas enzimaktivitast mériink [8].

5.2. Glukuronidécié — deglukuronidacioé az endoplazmas retikulumban

5.2.1. Glukuronsavas konjugacié, az UDP-glukuronozil-transzferazok

A biotranszformacié masodik, konjugacios fazisanak mennyiségi szempontbol
legjelentdsebb reakcidja az ER lumenében zajlo glukuronsavas konjugacio. A luminalis
aktiv centrummal rendelkez6 UDP-glukuronozil-transzferaz (UGT) enzimek az UDP-
glukuronsav glukuronozilcsoportjat az aglikon nukleofil funkcids csoportjara (példaul
hidroxil-, karboxil-, amino- vagy tiolcsoportjara) helyezik (1. abra). A reakcio terméke a
toltéssel rendelkezd, vizoldékony B-D-glukuronid, melyet a szervezet ily moddon
elOkészitett az epe vagy a vizelet utjan vald kivalasztidsra. Az esetek tObbségében a
konjugaci6 a korabban aktiv vagy toxikus vegyiiletek inaktivalasat is eredményezi. Létezik
azonban kivétel is: a morfin-6-glukuronid a p-opioid receptor hatékony agonistdja, és még
az eredeti vegyiiletnél is erdsebb analgetikus hatassal bir. A morfin biotranszformacidja
soran keletkezO masik konjugatum, a morfin-3-glukuronid azonban nem kotédik a p-
opioid receptorhoz, igy fajdalomcsillapitd hatasa nincs [9, 10].

A biotranszforméci6 soran a xenobiotikumok széles skaldjat képes szervezetiink

atalakitani és kivalasztasra alkalmassd tenni. A kémiai karcinogének jelentds részét

11
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glukuronsavas konjugacio segitségével eliminaljuk [11], igy az UGT-k miikddése a
napjaink egyik legnagyobb egészségligyi problémdjat jelentd daganatos megbetegedések
megeldzésében is fontos szerepet jatszik. Ugyanakkor sok gyogyszermolekula, kozottiik
kemoterapids szerek vagy a posztoperativ és a daganatos fajdalomcsillapitasban széles
korben alkalmazott morfin is az UGT-k szubsztratja. Ezen gydgyszerek farmakokinetikdja
jelentés mértékben fiigg a glukuronidacio sebességétdl [12]. A sokat vizsgalt irinotecan (a
colorectalis malignomak kezelésében hasznalt kemoterapids szer) esetében példaul
kimutattak, hogy a gydgyszert konjugaldo UGT izoenzim egyik polimorfizmusa
(UGT1A1728), mely az enzim csokkent miikddését eredményezi, fokozott rizikét jelent
stlyos mellékhatasok jelentkezésére [13, 14].

Szamos endogén — am szervezetiinkben le nem bonthatd6 — molekula is
glukuronsavas konjugicion esik at, ilyen példdul a hem molekulabol elsé fazisos
biotranszformacidos enzimek altal Iétrehozott Dbilirubin. Az ilyen, ugynevezett
endobiotikumok elimindlasat endogén méregtelenitésként is felfoghatjuk. Ezen feliil a
biotranszformacid enzimei a szervezetben kémiai jelként viselkedd szignalmolekuldk
metabolizmusanak 1épéseit is katalizaljak. A retinoidok, a pajzsmirigy-hormonok, a
szteroid hormonok ¢és a katekolaminok példaul szintén glukuronidacio segitségével
inaktivalodnak.

A biotranszformacio {6 szintere a ma4j, itt zajlik az endo- és xenobiotikumok
tobbségének atalakitasa az elkészitdé és a konjugacios fazis soran. Az UGT-K is
legnagyobb mennyiségben a majban taldlhatok meg, jelenlétiiket azonban szamos egyéb
szovetben is kimutattak, igy a vesében, a tiidében, a gyomor-bél rendszerben, a borben, a
szaglohamban, a herében, a petefészekben és a prosztatiban [15]. Azon kiviil, hogy a
glukuronsavas konjugacio részt vesz a méregtelenités szisztémas feladataban, az UGT-k
helyileg, az egyes sejtek milkodésének modulalasaban is szerepet jatszanak. Egy
androgénfliggd prosztatardk sejtvonalban az intracellularis tesztoszteronszint és a
tesztoszteron hatasara termel6dé PSA (prosztata-specifikus antigén) mennyisége a sejtek
UGT aktivitasaval mutatott Osszefiiggést [16]. A szagloham UGT-i az illatanyagok
inaktivaldsa révén a szaglas és az izlelés folyamatidban toltenek be kodzponti szerepet.
Szamos esetben kimutattdk, hogy egy szovet alacsony UGT aktivitdsa a rakkeltd
vegyliletek csokkent lokalis inaktivaldsat, és igy az ¢érintett sejtek rosszindulata

elvaltozasanak gyakorisdgat vonja maga utan. Példaként emlithetjiik a sz&jnyalkahartydban
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expresszalodd, a dohanyfiist karcinogénjeit metabolizalo UGT1A7 izoenzimet, melynek
csokkent mukddése fokozza a dohdnyosokban kialakulé orolaryngealis carcinoma
kockazatat [17]. Az endometriumrak rizikojat ezzel szemben csOkkenti a
méhnyalkahartyaban taldlhat6 UGTI1Al izoenzim alacsony aktivitdsa, amit az
antiproliferativ  hatasa  2-hidroxi-osztradiol — kisebb mértékii  glukuronidacidjaval

magyaraztak [18].

glukuronid

UDP H,0

glukuronid %

Rie

2 NAD* N sptikon /

UDP-

UDP-glukoz glukuronsav glukuronsav

( \3‘}
' ER lumen
UDP-

glukuronsav

citoplazma

2 NADH +
2H"

1. abra: Az UDP-glukuronozil-transzferaz és a 3-glukuronidaz miikdése

A citoplazmaban keletkezo, facilitalt diffuzioval az ER lumenébe belépé UDP-
glukuronsavrol az UGT izoenzimek glukuronozilcsoportot helyeznek ra endogén és exogén
szubsztratjaikra. A keletkezé vizoldékony glukuronid vagy fehérjemedidlt transzport
segitségevel elhagyja az ER lumenét, vagy a p-glukuronidaz szubsztratjaként szolgdl.
Utobbi  esetben enzimatikus hidrolizis soran felszabadul az eredeti aglikon. A
glukuronidacio és deglukuronidacio sebessége egyiittesen hatarozza meg az endo- és
xenobiotikumok elimindciajanak iitemét. (EG: egazin, GT: glukuronid-transzporter,
GDAZ: mikroszomalis -glukuroniddz, UDPGDH: UDP-glukéz-dehidrogendz, UT: UDP-

glukuronsav-transzporter)
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5.2.2. Az UGT latenciaja, az UDP-glukuronsav transzportja

A biotranszformacié tobb enzime, igy az UGT-k is szabalyozhatok transzkripcios
szinten, indukcio segitségével [19]. Ezzel a mechanizmussal az UGT-k aktivitasa 3-5-
szorosére novelhetd. Az indukcid szerepe azonban megkérddjelezhetd, hiszen in vivo az
UGT-k kapacitdsuknak csak kis hanyadat hasznaljak ki, mikodésiiket ugyanis a
kofaktorellatas jelentdsen korlatozza. A konjugaciohoz sziikséges UDP-glukuronsav a
citoplazmaban keletkezik, amikor az itt talalhaté UDP-gluk6z-dehidrogenaz az UDP-
glukozt két 1épésben oxidalja (1. abra). Az UGT-k ugyanakkor az ER integrans
membranfehérjéi, melyeknek aktiv centruma a lumenben helyezkedik el [20, 21]. Az
enzim luminalis elhelyezkedésének kovetkezménye, hogy miikodéséhez sziikség van a
szubsztrat, a kofaktor és a termékek transzportjara az ER membranjan keresztiil. Az UGT
lipofil szubsztratja szamara az ER membranja rendszerint nem képez barriert, az aglikon
feltehetdleg egyszerti diffuzid segitségével, fehérje kozremiikddése nélkiil jut be a
lumenbe. A toltéssel rendelkezd, nagyméreti UDP-glukuronsav és a glukuronidok
ugyanakkor nem tudnak atdiffundalni a lipid kettésrétegen [22]. Jelenlegi ismereteink
szerint transzportjuk fehérjemedialt, facilitalt diffizio segitségével megy végbe [23-25].

Az UDP-glukuronsav transzportjarél tudjuk, hogy az altalanos aniontranszport-
gatldo szerek, a tiol-alkilalo N-etil-maleimidin, valamint némely hisztidil-specifikus
irreverzibilis gatloszer fékezik, mig Mg®, GTP, valamint bizonyos uridin-nukleotidok
serkentik a folyamatot; a transzport ugyanakkor ATP-t61 fiiggetlen [23, 24, 26-29].

Az UDP-glukuronsav ¢és bizonyos glukuronidok kozott miikodd antiport
mechanizmust is feltartak: eszerint a citoplazmatikus UDP-glukuronsav az ER lumenében
ujonnan keletkezett fenil-glukuronidokra cseré¢lédhet [30]. Mas vizsgalatok azt mutattak,
hogy az UDP-glukuronsav részben a kis kapacitasi transzlokon peptidcsatornakon
keresztiil, facilitalt diffzio segitségével is beléphet a lumenbe [31].

Felvetddott annak a lehet6sége is, hogy az UDP-glukuronsav az NST (nucleotide
sugar transporter) fehérjecsaldd egyes tagjainak kozremiikodésével jut at az ER
membranjan. Ez a transzportercsalad a felelds a fehérjék ko- és poszttranszlacios
glikozilacidjdhoz sziikséges UDP-cukrok felvételéért az ER-be és a Golgiba. Az EST
(expressed sequence tag) adatbazis és rekombinans DNS technikak segitségével mar tobb

olyan NST-t is leirtak, ami UDP-glukuronsav szallitasara is képes, valamint heterolog
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expresszio esetén az ER-ben talalhato [32, 33]. E fehérjék fiziologias szerepe, valamint
részvétele a glukuronidacié folyamataban azonban egyeldre kérdéses [6].

Bar a transzportban résztvevd fehérjéket nem ismerjiik pontosan, funkcionalis
vizsgalatok alapjan tudjuk, hogy az UDP-glukuronsav luminalis felvétele a glukuronidacio
sebességmeghatarozd 1épése. Ezt mutatja az UGT-aktivitas jelentds latencidja: a membran
Kilyuggatasa”, permeabilizalasa a glukuronidaci6 sebességét 10-20-szorosara noveli [34].
Ilyenkor az enzim korlatlanul hozzafér az UDP-glukuronsavhoz, mig intakt membran
mellett az UGT miikddése a transzport folyamatok fliggvénye. Az UGT-kre jellemzd
mintegy 90%-os latenciaért tehat jelenleg az UDP-glukuronsav fehérjemedialt transzportjat
tessziik felelossé [35]. Figyelemre méltd ugyanakkor, hogy intakt mikroszomaban a
glukuronidacié sebessége kiilonbozé UGT-szubsztratok esetében eltérd, annak ellenére,
hogy minden esetben UDP-glukuronsav szolgaltatja a konjugaciohoz sziikséges
glukuronozilcsoportot. gy a kofaktor lassti transzportja nem magyardzza meg teljes
mértékben az észlelt latenciat. Elképzelhetd, hogy a termék luminalis felhalmozodasa is
fékezi a glukuronidacid sebességét, amennyiben a glukuronid kifelé irdnyul6 transzportja

nem tud lépést tartani a konjugacio sebességével.

5.2.3. A mikroszomalis B-glukuronidaz

A glukuronidaci6 sebességét nem csak a transzport folyamatok fékezik. A
létrehozott glukuronidok egy része enzimatikus hidrolizisen esik keresztiil, aminek
kovetkezében felszabadul az eredeti, konjugalatlan aglikon (1. 4bra). A glukuronidécio
jellemzden inaktivalo funkcidja értelmében tehat ilyenkor az altalaban bioldgiai hatassal
bir6 gyogyszer vagy méreg vegyiilet keletkezik ujra. A reakciét az UGT-kkel azonos
kompartmentben, szintén az ER lumenében elhelyezkedd B-glukuronidaz katalizalja. A
szolubilis enzim az ER retencids szignallal rendelkezd egazin nevil fehérjéhez kapcsolodik,
ez biztositja az enzim luminalis lokalizaciojat [36]. A B-glukuronidaz elsé megkozelitésben
az UGT-k ellenében dolgozik; az endo- ¢és xenobiotikumok inaktivaldsanak és
kivalasztasanak nett6 sebessége a két enzim miitkodésének ereddje. A glukuronidacio és a
deglukuronidacié titeme a kémiai karcinogenezisben és a gyogyszermetabolizmusban

meghataroz6 szerepet jatszik.
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A biotranszformaciéo {6 helyszinein, mint a mdj, a bél vagy a tiid0 sejtjeiben
egyidejiileg lehetnek jelen az UGT-k és a B-glukuronidaz (1. &bra). Erdekes megfigyelés,
hogy az utobbi enzim nagyobb affinitassal bontja a gyakran toxikus acil-glukuronidokat,
mint a rendszerint artalmatlan aril-glukuronidokat [37]. Az UGT-k nem teljesen
specifikusan helyezik rd a glukuronsavat a szubsztrat egyik vagy masik funkcids
csoportjara, igy sok molekula esetében mind acil- (karboxilcsoport konjugacidja esetén),
mind aril-glukuronidok (fenolos hidroxilcsoport konjugacidja esetén) létrejohetnek. Az
acil-glukuronidok instabilitasuk miatt a DNS- és a fehérjemolekulakat karosithatjak, igy
elhasitdsuk a szervezet védelmét szolgalja. Ezen alapszik az a hipotézis, hogy a
mikroszomalis B-glukuronidaz feladata az acil-glukuronidok aranyanak a csokkentése.

A B-glukuroniddz nem csak az intenziven konjugald sejtekben van jelen. A
glukuronidok hidrolizise azok keletkezésétdl térben elvalasztva, mdas szovetekben is
végbemehet. Okkal feltételezhetd tehat, hogy a glukuronsavas konjugatumok formdjaban
keringd, inaktiv hormonok példaul magukban a célsejtekben reaktivaloédhatnak (2. abra). A
hormonok tgynevezett prohormonokbol torténd lokalis keletkezését mar tobb esetben
leirtak: ismert példaul a tesztoszteron-dihidrotesztoszteron [38], kortizon-kortizol [39, 40]
vagy tetrajodtironin (tiroxin)-trijodtironin [41] atalakulas. Sé6t, akad példa a hormon-
biotranszformacié  végtermékeinek  dekonjugaciés  Ujraaktivalodasara  is:  az
Osztrogénszulfatok ugyanis ismét hatdsos Osztrogén hormonokka alakulnak a szteroid-
szulfataz altal katalizalt reakcioban [42].

Ezt a jelenséget prereceptorialis hormonaktivalasnak nevezziik. Elképzelhetd, hogy
a mikroszomalis glukuroniddz szintén hasonld szerepet jatszik a glukuronidacioval
inaktivalédd6 hormonok hatdsanak szabdlyozasaban. Ebben a megvilagitasban a
glukuronidok tulajdonképpen az aglikon vérben szallitott, vizoldékony formai, és az ilyen,
inaktiv formédban keringd prohormonokat a célsejtek esetleg ujraaktivalhatjak. A
hidrolizist kovetden ugyanis a felszabadult ligand receptorahoz koétédve kifejtheti hatasat.

Ismert, hogy szamos endo- és xenobiotikum enterohepatikus korforgasaban a
bélflora kitlintetett szerepet jatszik. A bakterialis hidroldzok ugyanis a bélbe keriild
konjugatumok bontasaval lehetévé teszik az immar lipidoldékony vegyiiletek ismételt
felszivasat. Ugyanakkor a bélhdmsejtek B-glukuroniddza szintén hozzajarulhat a felszivodo

glukuronidok dekonjugalésahoz.
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2. abra: Glukuronidok prereceptorialis aktivalasa

A biotranszformacios reakciok legfobb szinterén, a mdjsejtben a xeno- és endobiotikumok
széles skalaja inaktivalodik glukuronsavas konjugdcio segitségével. A vizoldékony
metabolit a szisztémas keringésbe keriil, és eljut a tavoli célsejtekig. Itt a glukuronid ismét
belép az ER lumenébe, és enzimatikus hidrolizisen esik keresztiil. Az eredeti, biologiailag
aktiv, esetleg toxikus aglikon igy felszabadul és lokalisan kifejtheti hatasat. (GT:

glukuronid-transzporter, EG: egazin, GDAZ: mikroszomalis f-glukuroniddiz)

A B-glukuroniddaz miikodése fékezi az endo- és xenobiotikumok gyors inaktivalasat
¢és eliminaciojat. A bilirubin epén 4t torténd kivalasztasat glukuroniddzhidnyos egerekben
jelentésen magasabbnak talaltak, mint a kontroll allatokban [43]. A jelenség feltehetéleg
kétkomponensli, hiszen az enzim hidnydban mar a ma4jsejtben zajlé bilirubin
glukuronidacié is eleve gyorsabb lehet, rdadasul a konjugatum kiliriilését még
hatékonyabba teheti az enterohepatikus korforgas csokkenése. Az antioxidans bilirubin
gyors elimindcioja azonban nem feltétleniil elény. Ezt timasztja ala, hogy a bilirubin-UGT
csokkent aktivitasa kovetkeztében emelkedett szérum bilirubinszinttel jardé Gilbert-kor véd
az ischaemidas szivbetegséggel szemben [44]. Szelekcids elonyként talan ez magyarazza a
Gilbert-kor viszonylag nagy gyakorisagat is.

Ugyanakkor a B-glukuronidaz miikddése kovetkeztében karcinogén vegyiiletek is

crer

reaktivalédnak, ami a sejtek malignus transzformaciojanak kockazatat fokozza.
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Valoszintileg ezzel magyarazhat6, hogy egyes tumorok eléforduldsa és a glukuronidaz
aktivitasa kozott korrelaciot figyeltek meg [45, 46].

A malignus sejtek glukuronidazanak fokozott aktivitisa a kemoterapidban is
felhasznalhat6. A szelektivitas érdekében ,,prodrug” formajaban, glukuronidként adott
gyogyszert a tumorsejt — fokozott glukuronidaz aktivitasanak koszonhetéen — hidrolizalja
¢s igy aktivalja. Ezzel elérhetd, hogy a kemoterapias szer lokalisan fejtse ki hatasat és igy a
szervezet egyéb sejtjeit — azok joval alacsonyabb enzimaktivitasa miatt —Iényegesen
kevésbé karositsa [47, 48]. Elonyos tulajdonsagaik ellenére a klinikai alkalmazas
lehetdségét korlatozza a glukuronsavas konjugatumok rovid féléletideje és gyors rendlis
eliminacigja. Az elmult idében intenziv kutatasok targya a hosszabb féléletidejli
szarmazékok kifejlesztése. Nemrégiben irtak le egy olyan glukuronid prodrugot (egy
doxorubicin-szarmazékot), ami a keringésben albuminhoz ko6tédik, igy elkeriili a renalis
kivalasztast [49]. A hosszabb féléletidejii glukuronid prodrugok a kozeljovo igéretes
terapias lehetoségének tlinnek.

Szintén a karcinogén reaktivaldodassal fligghet dssze az a megfigyelés, hogy a B-
glukuronidaz gatloszere, a gyiimdlcsokben ¢és zoldségekben nagy mennyiségben
megtalalhato D-glukarat szamos daganat kialakulasanak kockazatat csokkenti [50].

Amikor az ER lumenében elhelyezkedd B-glukuronidaz a sejt altal a vérbdl felvett,
azaz nem helyben keletkezett glukuronidot bont, milkddésének feltétele, egyben
sebességmeghatirozd tényezdje a szubsztrat felvétele az ER-be. A toltéssel rendelkezd,
polaros glukuronidok fehérjemedialt, passziv transzport segitségével jutnak be az
organellum lumenébe [25]. Ep membran mellett sok glukuronid bedramlasa nem tud 1épést
tartani a hidrolizis sebességével. Ilyen szubsztratok esetén az enzimaktivitas 1ényegesen
alacsonyabb a membran permeabilizaldsa utan mérhetdénél, és igy a B-glukuronidaz
miikodése jelentés latenciat mutat [51]. Ennek alapjan feltételezhetd, hogy a
glukuronidtranszport gatlasa kozvetve a deglukuronidacio folyamatat is fékezi, €és ezzel
szamos karcinogén vegyiilet reaktivaciojat is korlatozza. A glukuronidtranszport specifikus
gatloszereit — és igy azok karcinogenitasra kifejtett esetleges hatasait — azonban eddig nem
irtak le.
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5.2.4. Glukuronidtranszport az endoplazmas retikulum membranjan keresztiil

Az UGT-k altal katalizalt reakci6 végeztével a keletkez6 glukuronsavas
konjugatumoknak el kell hagyniuk az ER lumenét. A mikroszomalis B-glukuronidaz
miikodéséhez — sok esetben — a glukuronidok ellenkez iranyh transzportja sziikséges.

Annak ellenére, hogy az ER glukuronidtranszportja tobb ponton befolyasolhatja az
endo- és xenobiotikumok metabolizmusat, a transzportot végz6 fehérje (fehérjék) — az ER
legtobb transzporteréhez hasonléan — még azonositasra var (varnak), és mukodésérol
(miikddésiikrdl) is igen kevés ismerettel rendelkeziink. Mindez feltehetdleg annak tudhato
be, hogy az ER sziik lumene és a membran magas fehérjetartalma rendkiviil megneheziti a
transzportfolyamatok vizsgalatat és kiilonosen a kozremiikodo fehérjék identifikalasat.

Jelenleg a mikroszomalis glukuronidtranszportrol csupan funkcionalis vizsgalatok
eredményei dallnak rendelkezéslinkre. A glukuronozilcsoport a vegyiiletnek polaros
karaktert, st negativ toltést is kolesondz, mely lehetetlenné teszi a lipid kettdsrétegen
keresztiili passziv diffuziét. A transzportrol leirtdk, hogy fehérjemedialt, kétiranyu,
telithetd, 1d6- és hOmérsékletfiiggd folyamat. Az altalanos aniontranszport-gatlo DIDS,
probenicid és a tiol-alkilalo N-etil-maleimidin a glukuronidok mikroszomalis felvételét
lassitotta, a folyamat specifikus gatloszere azonban nem ismert [25, 52].

A plazmamembran glukuronid-transzporterei az ABC (ATP binding cassette) €s az
OATP (organic anion transporter protein) transzporter csalddba tartoznak; miikodésiik
soran ATP-t vagy redukalt glutationt hasznalnak. Ezzel szemben a mikroszomalis
glukuronidtranszport sebességét ATP ¢és redukalt glutation hozzdadasatol fliggetlennek
talaltak [25].

Az UDP-glukuronsav transz-aktivalja (vagyis a membran atellenes oldalarél hatva
serkenti) bizonyos fenil-glukuronidok (fenolftalein-B-D-glukuronid, p-nitrofenil-p-D-

glukuronid) transzportjat, mig mas glukuronidok vizsgéalatakor nem észleltek ilyen hatést
[30, 53].
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3. abra: Az eltér6 specificitast glukuronid-transzporterek modellje

A modell szerint az eltéeré méretii glukuronidok kiilonbozo transzport fehérjék segitségével
jutnak at az ER membranjan. A legkisebbek transzportere (GT1) dolgozik a
leggyorsabban. A terjedelmes morfin-3-glukuronid (M3G) ezzel szemben egy igen alacsony
aktivitdasu transzporter (GT3) segitségével hagyja el a lument. A kézepes méretii
glukuronidok egy része nemcsak a sajat, koézepes sebességii transzporterén (GT2), hanem a
lassu M3G transzporteren (GT3) keresztiil is kiléphet az ER-bo.

(E2: dsztradiol, E2G: dsztradiol-glukuronid, Fen: fenolftalein, FenG: fenolftalein-
glukuronid, M: morfin, M3G: morfin-3-glukuronid, N: naftol, NG: naftil-glukuronid, NAB:
naftol AS-Bl, NABG: naftol AS-BI glukuronid, pNP: para-nitrofenol, pNPG: para-nitro-
fenil-glukuronid, UGA: UDP-glukuronsav, GT1: kisméretii glukuronidok transzportere,
GT2: kozepes méretii glukuronidok transzportere, GT3: nagyméretii glukuronidok

transzportere)

A jelek szerint egyes szulfokonjugatumok versenybe szallnak a glukuronid-

transzporterért, mig masok, példaul az 6sztron-3-szulfat, eltéré mechanizmussal 1épik at az
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ER membranjat. A glukuronidok felvételét glukuronsav jelenléte nem befolyasolja [25,
53].

A hasonldé méretti glukuronidok kozott kompeticiot figyeltek meg, mig az eltérd
méretli konjugatumok nem mutattdk ezt a jelenséget. Az Osztradiol-17p-D-glukuronid
felvételét példaul az osztradiol-3p3-D-glukuronid €s a fenolftalein-f-D-glukuronid gatolta.
Ezzel szemben a kisméretl p-nitrofenil-B-D-glukuronid és p-acetamidofenil-p-D-
glukuronid nem befolydsolta a transzport sebességét, annak ellenére, hogy ezek a
vegyiiletek is felvételre keriilnek a mikroszomaba [25].

Mivel a glukuronidok kozott fennallé kompeticios mintazatbol kovetkeztetni lehet
arra, mely vegyiiletek vetélkednek azonos transzporter fehérje kotdhelyéért, a jelenséget
tovabb vizsgaltak. A vizsgalat szerint a glukuronidok mérete és a transzport sebessége
egymassal forditott aranyban allt. Leggyorsabban a kisméretii p-nitrofenil-p-D-glukuronid
Iépte at a membrant [52]. A kdzepes méretli 6sztradiol-17p-D-glukuronid, fenolftalein-p-
D-glukuronid ¢és naftol AS-BI B-D-glukuronid kompetitiv moédon gatoltak egymas
mikroszomalis felvételét. Ezen vegyiiletek transzportjat sem a kisméreti glukuronidok (p-
nitrofenil-p-D-glukuronid, naftil-B-D-glukuronid), sem a nagyméretii, rigid struktaraju
morfin-3-p-D-glukuronid (M3G) nem befolyasolta. Az utobbi vegyiilet igen lassan kertilt
felvételre a mikroszomaba; a transzport kezdeti sebessége két nagysagrenddel kisebbnek
bizonyult, mint a kozepes méretii glukuronidok esetében [52]. Erdekes modon az M3G
felvételét az Osztradiol-17B-D-glukuronid és a naftol AS-BI B-D-glukuronid tovabb
lassitotta, bar forditott irdnyban kompeticié nem volt kimutathat6. A megfigyelések arra
utalnak, hogy az ER membranjaban t6bb (legalabb harom), eltérd specificitast glukuronid-
transzporter fehérje taldlhaté (3. abra). A specificitdas részben atfedé lehet, és a
megfigyelések szerint a transzporterhez vald kotddésben, illetve annak affinitasa
szempontjabol a glukuronid mérete és alakja meghatarozé szempont. Kiilon kiemelendd az
M3G igen lassu mikroszomalis felvétele és mas glukuronidokkal mutatott aszimmetrikus
kompeticidja, amely Osszességében az alabb leirt médon magyarazhatd. Az ER membranja
— a modell szerint — tartalmaz egy kisebb, egy kozepes méretli és egy nagyobb
glukuronidokat szallitdo fehérjét, melyek aktivitdsa a ligand méretével forditott aranyban
all. A kisebb glukuronidok nem interferdlnak a masik két csoport tagjaival. A kdzepes
méretli  glukuronidok (ilyen az Osztradiol-17p-D-glukuronid és a naftol AS-BI B-D-

glukuronid) azonban sajat transzporteriik mellett a nagyobb konjugatumokat (pl. M3G-t) is

21



DOI:10.14753/SE.2015.1981

szallito, de nagysagrendekkel kisebb aktivitasu transzporteren keresztiil is beléphetnek a
mikroszoméba. Ez utdbbi transzporter a nagyobb glukuronidok szdmdara az egyetlen
atjutasi lehetdséget kindlja, hozzajarulasa a kozepes glukuronidok mozgéasahoz viszont
elhanyagolhatd mértékii. Az M3G amugy is lassu bedramlasat tehat hatékonyan
akadalyozza az 6sztradiol-17p3-D-glukuronid és a naftol AS-BI B-D-glukuronid azzal, hogy
az M3G transzporteréért versenybe szallnak. E két kozepes méretli glukuronid viszont
akkor is valtozatlan sebességgel halad 4t a membréanon, ha a nagyobbak transzporterérdl az
M3G kiszoritja 6ket [52].

Az eltéré specificitastt glukuronid-transzporterek létezése mellett szolnak azon
vizsgélat eredményei is, melyben egy konjugalt hiperbilirubinémiaban szenvedd beteg
majabol késziilt mikroszoma glukuronidtranszportjat tanulményoztadk. A bilirubin-p-D-
diglukuronid ugyanis a mikroszomamembranon nem tudott keresztiiljutni, mig a kisméretli

naftil-B-D-glukuronid akadalytalanul kilépett a lumenbdl [54].

5.3. A morfin biotranszformaciéja

Az emberiség évezredek Ota hasznalja a mdkgubd nedvét, az Opiumot
fajdalomesillapitas céljara. Feltételezések szerint mar a sumérok is ismerték, elsd
egyértelmil irdsos emlitése pedig Theophrasztosztdl szdrmazik a Kr.e. IIl. évszazadbol.
Legfontosabb alkaloidjat, a morfint, Friedrich Wilhelm Adam Sertlirner német
gyogyszerész izolalta 1804-ben. A vegyliletet az almok gorog istenérdl, Morpheuszrol
nevezte el [55].

A megfeleld fajdalomcsillapitds napjainkban is az orvostudomédny egyik
legjelentdsebb feladata. Felmérések szerint 6t felndtt koziil egy kronikusan fennallo
fajdalommal €l egyiitt [56, 57]. Az elérehaladott daganatos betegségben szenveddk 90%-
anak vannak fajdalmai. Ebben a betegcsoportban a fdjdalomesillapitas legfontosabb
eszkozei az opioid analgetikumok. Emellett az opiadtok hasznédlata nem nélkiilozhetd a
perioperativ id6szakban és a nem daganatos eredetli kronikus fajdalmak csillapitasdban
sem [58, 59].

A félszintetikus és szintetikus opiatok megjelenése ellenére tovabbra is az egyik
legfontosabb, legtobbet hasznalt major analgetikum a morfin. A kezelés soran azonban

szamitanunk kell mellékhatasok fellépésére is, melyeknek egy részéért nem magat a
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morfint, hanem annak metabolitjat teszik feleldssé. A terdpia fejlesztéséhez, illetve
ismerete.

A morfinmetabolizmus elsddleges Utja a majban zajlo glukuronsavas konjugacio,
melyet emberben az UGT2B7 izoenzim katalizal [60]. Az enzim a glukuronozilcsoportot a
3-as szénatom fenolos hidroxilcsoportjara és a 6-os szénatom alkoholos hidroxilcsoportjara
egyarant képes rahelyezni; igy a reakcio soran morfin-3-B-D-glukuronid (M3G) és morfin-
6-B-D-glukuronid (M6G) keletkezik [61]. A két termék azonban nem egyforma
mennyiségben termelddik: az eldbbi konjugatumot az enzim mintegy Otszords sebességgel
allitja eld [62]. Mivel a konjugalt morfinszarmazékok is kifejthetnek kozponti
idegrendszeri hatdsokat, fontos tudni, hogy a méj mellett az emberi agy is képes morfin-
glukuronidok elballitasara [63].

Patkany majban a morfin glukuronidacidjat az UGT2B1 izoenzim végzi [64].
Elézetes heroinkezelés nélkiil ebben a fajban csak M3G képzodését figyelték meg [65, 66].

Miutan a glukuronidaci6é az ER lumenében megy végbe, a keletkezd glukuronidok
az el6z0 fejezetben részletesen targyalt fehérjemedialt, passziv transzport segitségével
Iépnek ki a citoplazmaba. Az M3G transzportja feltinden lassu, sebessége tobb
nagysagrenddel alacsonyabb, mint mas glukuronidoké [52]. Konnyen elképzelhetd, hogy
az M3G kiaramlasa nem tud Iépést tartani a morfin-UGT mikddésével, vagyis a
konjugdtum  lumindlis  keletkezésével.  Ennek  eredményeképpen a  morfin
biotranszformaciodja soran keletkez6 M3G az ER lumenében felhalmozddhat. Ezt a gyantt
erdsiti az a megfigyelés is, hogy a morfin-UGT indukcidja transz-stilbene-oxid [67, 68]
vagy fenobarbital segitségével [69, 70] a gyorsult {itemii morfinglukuronidacié ellenére
nem fokozta az M3G bilidris kivalasztasat. Egy masik kisérlet soran az izolalt, perfundalt
patkany méjban a hepatocitdk kanalikularis membranjat elroncsoltdk, ennek ellenére a
sejtek M3G-tartalmanak nagy része valtozatlan maradt. Az M3G, ezek szerint, nem a
citoplazmaban, hanem attdl elkiiloniilve talalhatdé meg a sejtekben [71].

Miutan a metabolitok az ER lumenét elhagytak, a sejthartya ABC-transzportereinek
segitségével, aktiv transzport folyamat soran lépnek ki a citoplazmabol [72]. A morfin-
glukuronidok eliminaci6ja nagyobb részben a vizeleten, kisebb részben az epén keresztiil
torténik. Az epével irilé konjugatumok jelentds hédnyada az enterohepatikus korforgas

soran ismét visszaszivodik [73].
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A morfin glukuronsavas konjugatumai maés glukuronidoktdl eltéréen biologiailag
aktiv vegyiiletek, a morfin kezelés soran tehat szamolnunk kell a metabolitok altal kifejtett
hatasokkal is. Az M6G nagy affinitassal kotddik a p-opioid receptorhoz, igy analgetikus
hatdsa 6sszemérhetd a morfinéval. Kiilonosen erds fajdalomcsillapitd hatast figyeltek meg
intracerebroventricularis adagolds utan; szisztémas alkalmazas esetén azonban a vér-agy
gaton csak igen kis mértékben jut at.

A lényegesen nagyobb mennyiségben eldallitott konjugatum, az M3G ezzel
szemben nem agonistdja a p-opioid receptornak, fajdalomcsillapité hatdst nem fejt ki. A
nem opioid medidlt, neurotoxikus mellékhatdsokat (gorcsok, hyperalgesia és allodynia)
azonban ennek a vegyiiletnek tulajdonitjak [10].

Emberben a morfinmetabolizmus egyéb utvonalai, mint az oxidaci6, az N-
demetilacio vagy a szulfatcsoporttal végzett konjugacid, sokkal kisebb jelentdségliek, mint
a glukuronidacio. Még ujsziildttek morfinkezelése soran is csak minimalis mennyiségl
morfin-3-szulfat képzodott, annak ellenére, hogy ujsziilottkorban a glukuronsavas
konjugaci6 éretlensége miatt a szulfaticid nagyobb szerepet kap a biotranszformécio

folyamataban [74].

5.4. A zold tea flavanolok és az endoplazmas retikulum

A teandvény (Camellia sinensis) leveleibdl készitett zold tea a vilagon legnagyobb
mennyiségben fogyasztott italok kozé tartozik, népszerilisége — mara széles korben ismertté
valt egészségmegOrzo szerepének is kdszonhetéen — egyre nd. Mar az okori kinai medicina
is gyogyhatasu italként tartotta szamon. Az elmult években a tudoméanyos érdeklddés is
fokozodott a zold tea sokrétli jotékony hatdsai irant, igy e hatasokat ¢és azok
mechanizmusait is egyre jobban megismerjiik. Fogyasztasa csokkenti a sziv-érrendszeri
betegségek ¢és a metabolikus szindroma eléfordulasat, valamint neuroprotektiv hatassal bir.
Emellett gatolja a rosszindulatii tumorok kialakuldsat és progressziojat a betegség minden
stadiumaban [75]. A z6ld tea genoprotektiv hatasanak koszonhetéen csokkenti az oxidativ
DNS-karosodas mértékét [76], valamint akadalyozza a sejtek malignus elfajulasat és

crer

angiogenezist [78] és a metasztazisok megjelenését [79].
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Mindezen elonyds egészségiigyi hatasokat a tealevélben taldlhaté tobb szaz
vegyiilet koziil a tea polifenoljainak, pontosabban katekinjeinek tulajdonitjuk. Ezek a
vegyiiletek a zold tea szdrazanyag-tartalmanak 30%-at teszik ki. A fekete és az oolong tea
fermentdlasa soran a polifenol-oxiddz enzim a katekin monomerekbdl oxidalt és
polimerizalt vegyiileteket (teaflavin, tearubigin) hoz 1étre, melyek a teanak fekete szint és
jellegzetes aromat kolcsonoznek. Ezzel szemben a zold teat a levelek szaritasaval allitjak
eld, a folyamat soran a polifenol-oxiddz inaktiv, és igy az elkésziilt teafli nagy
mennyiségben tartalmazza a jotékony hatasu katekineket [80, 81].

A tealevélben talalhatd polifenolok kémiai szerkezetiik szerint a katekinek, mas
néven flavan-3-olok csoportjaba tartoznak. Jellemzdjiik a katekinvaz jelenléte, melyet egy
dihidropirdn heterociklusos ¢és két fenolos gytiri alkot. A flavanolok a gallo- ¢és
gallatcsoport  jelenlétében vagy hidnyaban, valamint a gallocsoport kotésének
konfiguracigjaban kiilonboznek egymastdél (4. é&bra). A z0ld tea mennyiségileg
legjelentdsebb és legtdbbet vizsgalt katekinje az (-)-epigallokatekin-3-gallat (EGCG) [82].

A flavanolok antioxidans tulajdonsdguk miatt is az egészségmegdvas
szempontjabol elonyds OsszetevOi taplalékunknak. Ugyanakkor szdmos vizsgalat
bizonyitja, hogy a széleskorti jotékony hatdsok nemcsak az éltaldnos antioxidans aktivitas
kovetkezményei, hanem a flavanolok specifikus pontokon is kedvezden hatnak
szervezetink muikodésére. Az intenziv kutatdsok az eldnyds egészségi hatdsok
1étrejttének tobb lehetséges mechanizmusat is feltartak. Tovabbra sem tisztadzott azonban,
hogy az in vitro és az allatkisérletek soran tapasztalt hatasok koziil melyek jatszanak
valdjaban szerepet a korabban emlitett betegségek megel6zésében [83].

Az elmult évek vizsgalatai azt is megmutattdk, hogy a katekinek megoszlasa a
sejten belill nem egyenletes. Az EGCG egyes sejtalkotokban, nagy valosziniiséggel a
mitokondriumban és az ER-ben, feldasul [84, 85].
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4. abra: A fontosabb katekinek szerkezete

A katekinvazat két fenolos gyiirii (A és B gyiirii) és egy dihidropiran heterociklusos gytirii
(C gyiirii) alkotja. A gallokatekinek a B-gyiirin nem ketté, hanem hdarom vicindlis
hidroxilcsoportot hordoznak (zolddel jelolve). A katekin-gallatok esetében a dihidropiran
gyiirii  3-as  hidroxilcsoportjat - galluszsav (3,4, 5-trihidroxi-benzoesav)  észteresiti

(namncssdrgdval jelo"lve). A katekinek a fenti funkcios csoportokon feliil a B gyiiri

erer

A z61d tea az utobbi organellum miikdését tobb ponton is befolyasolja. A fehérjék
érését az EGCG a glukozidaz II enzim gatlasan keresztiil hatraltatja [86], ami ER-
stresszhez és apoptdzishoz vezethet [87, 88]. Az ER-stressz szerepét tobb korfolyamatban,
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igy a tumorgenezisben is kimutattdk, modulalasat ma a daganatellenes terapia egyik
lehetséges célpontjanak tartjak [89].

Az ER-stressz részeként az ER kalciumraktarai kiiiriilnek [90], ugyanakkor a
luminalis kalciumdepléci6 maga is ER-stresszhez vezethet [91]. Az EGCG tobb
mechanizmussal, sejttipusonként eltérd moédon befolyasolja a sejt kalcium homeosztazisat.
A vérlemezkékben a foszfolipaz C aktivacidjat fékezve a kalciumraktdrak mobilizaciojat
gatolja, ami az EGCG antitrombotikus hatasanak egyik magyarazata lehet [92]. Mas
stresszen keresztiil apoptdzist valthat ki, és igy hozzdjarulhat a z6ld tea tumorellenes
hataséhoz.

A z06ld tea antidiabetikus hatdsait is részben az ER-ben zajlo folyamatok
modulalasaval fejti ki. Az EGCG a mikroszomalis glukoztranszport gatlasan keresztiil
akadalyozza az ER lumenében elhelyezkedd glukdz-6-foszfatdz enzim mukodését, ami
kozvetleniil hozzajarulhat a glukoztermelés csokkenéséhez [96]. A katekin tovabba a
kortizon-kortizol atalakulashoz sziikséges luminalis redukalt NADPH-t NADP'-vé
oxidalja, igy bizonyos sejtekben, elsdsorban a zsirszovetben, a kortizon prereceptoridlis
aktivalasat is gatolja [97].

Az ER lumenében miikddik a biotranszformacié tobb enzime, igy az UGT ¢és a -
glukuronidaz is. Ahogy a kordbbiakban részletesen targyaltuk, a glukuronidacio és a
deglukuronidacié sebessége a karcinogenezis fontos tényezdje. A B-glukuronidaz fokozott
aktivitasa a karcinogén vegyliletek reaktivaciojat eredményezi, és rosszindulati daganatok
kialakulasara hajlamosit [45, 46]. Ennek megfeleléen a deglukuronidacio gatloszerei
kemopreventiv hatassal rendelkeznek [50]. Elképzelhetd, hogy a zold tea flavanolok az
ER-ben zajlo biotranszformacids folyamatokat is befolyasoljak, és ismert daganatmegel6z6

hat4sukat részben a deglukuronidacio fékezésén keresztiil fejtik ki.
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6. Célkitiuzések

A transzport folyamatok a Iluminalis aktiv centrummal rendelkezé enzimek
miikodését jelentdsen modulédljak. Szamos esetben a folyamat sebességmeghatirozé
tényezéjeként szolgalnak, igy az UGT-k esetében az UDP-glukuronsav [34], a
mikroszomalis B-glukuronidaz esetében a glukuronid felvételének titemétdl fiigg az enzim
aktivitasa [51].

Annak ellenére azonban, hogy az UDP-glukuronsav a kiilonb6z6 UGT-k ko6zos
kofaktora, az UGT izoenzimek kozott mégis eltéré mértéki latenciat tapasztalunk.
Elképzelhetd tehat, hogy egyes esetekben nemcsak az UDP-glukuronsav felvétele, hanem
egyeéb tényezok is szerepet jatszanak az UGT-k latencidjanak kialakitdsaban.

Korabban leirtdk, hogy a kiilonb6z6é glukuronidok eltérd sebességgel 1épik at a
mikroszomamembrant. Feltind példaul a nagyméretli, rigid struktiraji morfin-
glukuronidok rendkiviil lassi mikroszomalis felvétele [52]. A lomha transzport felveti
annak a gyanujat, hogy a morfinglukuroniddci6 soran keletkezé konjugatum a lumenben
reked. A termék akkumulacidja esetleg a morfin-UGT milkodését is fékezheti, igy
hozzajarulva az enzim latencidjahoz.

A biotranszformacidban betoltott fontos szerepiik ellenére a glukuronidtranszportot
végz0 fehérjéket mindmaig nem azonositottak, ¢s miikodésiikrdl igen keveset tudunk. Nem
ismert specifikus gatloszeriik sem.

Munkank soran a glukuronidtranszport funkciondlis vizsgélatait végeztik, ezzel
szerettiink volna kozelebb keriilni az oly kevéssé ismert, amde fontos feladatot ellato
fehérjék megismeréséhez. Megvizsgaltuk, hogy az M3G lassi transzportja az in situ
keletkezd konjugdtum luminalis felhalmozodésahoz vezet-e. Emellett kerestik a
glukuronidtranszport lehetséges gatloszereit. [rodalmi adatok alapjan az ilyen hatéanyagok
a B-glukuronidaz kozvetett gatlasa révén a karcinogén vegyliletek reaktivalodasat is
csOkkenthetik, tehat kemopreventiv hatassal birhatnak. Ismert, hogy a zold tea flavanoljai
szamos daganat kialakuldsat megel6zik. Kivancsiak voltunk tehat arra, vajon ehhez a
jotékony hatashoz a deglukuronidacié gatldsa is hozzajarulhat-e. Megvizsgaltuk ezért,
hogyan befolydsoljdk a zd6ld tea katekinek a p-glukuroniddz enzim ¢és a

glukuronidtranszport aktivitasat.
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7. Modszerek

7.1. Patkany maj mikroszoma készitése

A mikroszomat frakcionalt centrifugalassal [98], 180-230 g testtomegl, egy
¢jszakdn keresztiil ¢heztetett, him Wistar patkanyok majabol allitottuk el6. Az izolalt,
feldarabolt méjat jéghideg szachar6z-HEPES puffer oldatban (0,3 M szachar6z, 20 mM
HEPES, pH 7,0), Potter-Elvehjem késziilék alkalmazasaval homogenizaltuk. A kapott
homogenatumot a fenti oldatban 6tszorosére higitva felszuszpendaltuk, majd megkezdtiik a
frakcionalt centrifugalast. Ennek els6 1épése soran (1000 x g, 10 perc, 4°C) kiilonvalik a
homogenizalasnak ellenallé kotdszovet, valamint a sejtmag, ezek képezik az eldobhato
iiledéket. A feliiluszot tovabb centrifugdlva (11 000 x g, 20 perc, 4°C) leiilepszik a
mitokondrialis frakcid, amely a peroxiszomat és a lizoszomat is tartalmazza. A harmadik
1épés ultracentrifuga segitségével torténik (100 000 x g, 60 perc, 4°C), ekkor az el6z0
1épésben kapott feliiliszobdl a mikroszoma frakcio iilepedik le.

A kapott pelletet a feliiluszoéval nagyjabol megegyez6 térfogatt MOPS-KCI
pufferben (100 mM KCI, 20 mM NaCl, 1 mM MgCl,, 20 mM MOPS, pH 7,2)
szuszpendaltuk, majd az ultracentrifugalast valtozatlan paraméterekkel megismételtiik. Ezt
kovetden az iiledéket 50 mg/ml koriili fehérjekoncentraciot beallitva ismét MOPS-KCI
pufferben vettiik fel, majd azonnal folyékony nitrogénben lefagyasztottuk, és
felhasznalasig ott taroltuk.
oldathoz hasonlitva hataroztuk meg, részben BioRad fehérjemérd reagens segitségével, a
gyartd utasitasa szerint, részben pedig Lowry és mtsai. metodikaja szerint [99].

A mikroszoma tisztasagat marker enzim vizsgalatok segitségével ellendriztiik
[100]. A mikroszomalis membran integritdsdit a manno6z-6-foszfataz latencidjanak
mérésével bizonyitottuk, mely 95% felett volt [101].

A fenti moddszer alkalmazdsakor az ER membranjabdl aproé vezikulumok
keletkeznek, melyek eredeti orientacidjukat megtartjak, és sértetlen marad a luminalis
mikrokornyezet is. A marker enzimek vizsgalata tobbszordsen aldtdmasztja, hogy
majszovet esetén a mikroszoma frakciot szinte kizarolag ezek a vezikulumok alkotjak, igy

a maj mikroszoma kivaloan alkalmas az ER folyamatainak in vitro vizsgalatara.
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Kisérleteinket részben intakt, részben permeabilizalt mikroszoman végeztiik.
Utobbi esetben a mintdhoz 0,1 mg/mg mikroszomalis fehérje koncentracioban alameticint
adtunk. Ez a 20 aminosavbol all6 peptid a membranba épiilve azon poérusokat formal, igy a

vezikulumok szétroncsolasa nélkiil a membrant szabadon atjarhatova teszi [102].

7.2. Sejttenyészet fenntartasa, kezelése

Az alkalmazott Hepa Iclc7 egér hepatoma sejtek monolayerben, 37 °C-on, 95%
légkori levegd és 5% CO, mellett, 10% FBS-sel (fetal bovine serum), glutaminnal és
penicillin-streptomycinnel  kiegészitett o-MEM  (minimum  essential  medium)
tapfolyadékban ndvekedtek. Az enzimaktivitds-mérésekhez a konfluens sejtekbdl tripszin
alkalmazasaval szuszpenziot készitettiink, és ezt 10" sejt/ml koncentraciora higitottuk. A
kontroll és az alameticinnel (0,2 mg/ml) kezelt sejteket elkiilonitve 37 °C-on 5 percig
inkubaltuk [34]. A sejteket ezutan centrifugaltuk (250 x g sebességgel, 4 percig), majd
PBS-sel (phosphate buffered saline) végzett mosas utan szérummentes a-MEM oldatban

reszuszpendaltuk 5-10° sejt/ml koncentracidban.

7.3. A glukuronidaz aktivitas mérése

A B-glukuroniddz aktivitasat intakt €s alameticinnel permeabilizalt patkany ma4j
mikroszoman ¢és egér Hepa 1clc7 hepatoma sejteken mértiik. Az enzimaktivitast a modell
szubsztratként hasznalt MUGA (4-metilumbelliferil-glukuronid) enzimatikus hidrolizise
soran keletkez6 MUMB (4-metilumbelliferon) keletkezésének sebességébdl szamitottuk.

A mikroszomat 0,5 mg fehérje/ml koncentracioban alkalmazva MOPS-KCI
MUGA jelenlétében.

Az intracellularis aktivitds méréséhez a sejteket 5-10° sejt/ml koncentracidban
szérummentes o-MEM tépoldatban vettiik fel, majd 37 °C-on, 0,2 mM MUGA
jelenlétében inkubaltuk. A vizsgalt flavanolokat (EGCG, GCG, EGC, GC, ECG, EC) mér
1 perccel a szubsztrdt hozzdaddsat megeléz6en a mikroszomahoz, illetve a
sejtszuszpenziohoz adtuk. A mikroszomalis rendszerben a fenti flavanolok mindegyikét

vizsgaltuk, sejteken csak az EGCG hatésat tanulmanyoztuk. Az EGCG altal kifejtett gatlas
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koncentraciofiiggését 10 uM és 400 pM kozott tanulmanyoztuk mikroszomén, 50 uM
MUGA mellett.

A reakcidt minden esetben haromszoros térfogatt jéghideg metanol hozzdadasaval
allitottuk le. Ezutan a mintakat azonnal lefagyasztottuk, és -20 °C-on taroltuk a tovabbi
vizsgélatig. A HPLC analizishez a felolvasztott mintdkat centrifugaltuk (20 000 x g, 10
perc, 4 °C), majd az igy kapott fehérjementes feliilisz6 MUMB-tartalmat meghataroztuk.

Az enzimaktivitast az 1 perc alatt 1 mg mikroszomalis fehérje vagy 10° sejt altal
eléallitott termék (MUMB) mennyisége (pmol-ban vagy nmol-ban kifejezve) alapjan
szamszerusitettiik. A reakcid soran keletkezett MUMB mennyiségét az inkubacio végén
mért és a kezdeti érték kiilonbségeként hatdroztuk meg; utdbbi az inkubécio végén mért
értéknek kevesebb, mint 5%-at tette ki.

A permeabilizdlt és az intakt mintdkon végzett mérések sordn kapott
enzimaktivitasok kiilonbségét az elobbi szazalékaban kifejezve meghataroztuk a latencia

mértékét.

7.4. A morfinglukuronidacio vizsgalata

crer

mikroszoman mértiik. A vezikulumokat 37 °C-on, feleslegben adott (2 mM) UDP-
glukuronsavat, 10 mM szacharolaktont és valtozo koncentracioja (50, 100 vagy 200 uM)
morfint tartalmazd6 MOPS-KCI pufferben inkubéltuk 5 percig. Ugyanezekkel a
paraméterekkel megmértilk a glukuronidacidé sebességét alameticinnel permeabilizalt
mikroszoman is. A glukuronidazgatld szacharolakton torzsoldatat (40 mM) MOPS-KCI
pufferben készitettiik el, s a pH bedllitasa utdn négyszeres higitdsban adtuk a mintdhoz. Az
alkalmazott koncentraciokat €s az inkubacios 1d6t a mérés gondos optimalizalasat kvetden
valasztottuk ki. Elézdleg azt tapasztaltuk, hogy az M3G mennyisége 60 percen keresztiil
linearisan né mind intakt, mind permeabilizalt mikroszoméban. Igy a fenti paraméterek
mellett az M3G képzddésének kezdeti sebességét mérhet;jiik.

Az inkubacio végeztével kilon-kiilon megmértik a teljes minta, valamint a
vezikulumok M3G-tartalmat is. Az eldbbi esetben a reakciot a mintaval azonos térfogatii
100%-o0s acetonitril hozzdadédsaval Aallitottuk le, majd az M3G mennyiséget LC-MS

analizissel hataroztuk meg (lasd lejjebb). Megmértiik a mintak M3G-tartalméat az inkubécio
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végén és annak kezdetén (az utobbi minden esetben kevesebbnek adodott, mint az elébbi
2%-a). A kettd kiilonbsége adta az inkubacid soran keletkezett M3G mennyiséget. Az
enzimaktivitast az 1 perc alatt 1 mg mikroszomalis fehérje altal termelt M3G
mennyiségeként (pmol-ban kifejezve) definidltuk. A permeabilizalt és az intakt membran
mellett kapott eredmények kiilonbségébdl kiszdmoltuk az enzim latencidjat. A
vezikulumokhoz asszocidlt (a membranhoz kotott plusz a lumenbe zart) M3G
meghatarozasat a transzportmérések soran is alkalmazott gyorsszlirés segitségével
végeztik el. 100 pg mikroszomalis fehérjét tartalmazd mintat celluldz-acetat/nitrat
membranon (MF Millipore, 0,45 pm poérusméret) lesziirtiink, a membrant 3 ml jéghideg
MOPS-KCI1 pufferrel atmostuk. A filteren fennmaradt M3G-ot 50%-0s acetonitril

segitségével extrahaltuk, majd ezuttal is LC-MS segitségével mértiik meg.

7.5. Glukuronidtranszport-mérés

Transzportméréseinkhez a gyorssziirés, mas néven rapid filtrdci6 modszerét
alkalmaztuk. Az eljaras lényege, hogy kiilonboz6 iddtartamu, befelé vagy kifelé iranyuld
transzmembran glukuroniddramlas utdn a mikroszémamintdt megfeleld porusméretii
filteren atszlrjilk. A mikroszoma vezikulumai a filteren fennakadnak, mig a
vezikulumokhoz nem asszocialt glukuronidokat mosassal eltavolitjuk. Kisérleteink soran
celluloz-acetat/nitrat membrant (MF Millipore, porusméret 0,22 um, illetve 0,45 pm)
hasznaltunk, melyen a lesziirt mintdkat még jéghideg MOPS-KCI pufferrel is atmostuk. A
filterrél a glukuronidokat 500 pl 50%-0s acetonitrillel oldottuk le, majd a mintékat
fagyasztva taroltuk a tovabbi analizis elvégzéséig. Mérés eldtt centrifugalas segitségével a
mintdban taldlhatd fehérjéket ¢€és a filter maradvanyait leiilepitettiik, a feliiliszo
glukuronidtartalmat pedig MUGA eset¢ben HPLC, M3G esetében LC-MS segitségével
mértiik meg (részletesen lasd lejjebb).

A méréseket alameticinnel eldkezelt mikroszoman is elvégeztiik, igy a vezikulumok
membranjdhoz — részben aspecifikusan — kotédé glukuronid mennyiségét tudtuk
megmérni. A lumen glukuronidtartalmat az intakt és a permeabilizalt mikroszoman kapott

eredmények kiilonbségeként kaptuk.
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A transzport aktivitasat az 1 perc alatt a mikroszomaba felvett vagy onnan leadott
glukuronid mennyisége (MUGA esetében nmol-ban, M3G esetében pmol-ban kifejezve)
adta, 1 mg mikroszomalis fehérjére vonatkoztatva.

A mikroszomat a transzportmérések eldtt a glukuronidazgétld szacharolaktonnal
(10 mM) eldkezeltiik, hogy a glukuronidok enzimatikus hidrolizise eredményeinket ne

hamisitsa meg [103].

7.5.1. Az M3G transzportjanak mérése

A mikroszoma M3G-felvételét és leadasat 37 °C-on vizsgaltuk. Kifelé vagy befelé
iranyuld koncentraciogradiens létrehozésa utdn kiillonbdz6 idépontokban meghataroztuk a
lumen glukuronidtartalmat.

A glukuronidbearamlas méréséhez 10 mM szacharolaktont tartalmazé MOPS-KCI
oldatban 1 6ran keresztiil el6kezeltiik a mikroszémat, majd M3G hozzéadasaval inditottuk
a transzportot. A mérés optimalizalasa céljabol végzett vizsgalataink azt mutattak, hogy 0,5
mg/ml é 10 mg/ml kozotti mikroszoma koncentraciok alkalmazdsa esetén a
glukuronidfelvétel egyenesen aranyos a fehérjekoncentracidval. Méréseinkhez 1 mg/ml
fehérjekoncentraciot valasztottunk. Az M3G-felvétel 1dofiiggésének vizsgalatdhoz 50 uM
glukuronid hozzaadésa utan, a feltiintetett id6pontokban (0 mésodperc és 100 perc kozott)
mértik a lumindlis glukuronid mennyiségét. A transzport koncentraciofiiggésének
1 perc inkubaci6 utan hataroztuk meg a glukuronidfelvétel kezdeti sebességét.

Az M3G-kidramlds méréséhez a mikroszoma lumenét M3G-vel feltoltottiik: a
mikroszomat (10 mg/ml) 50 uM M3G-ot é¢s 10 mM szacharolaktont tartalmazé MOPS-
KCl1 oldatban 100 percig inkubaltuk. A glukuronidleadés inditdsdhoz a mintat hiiszszorosra
higitottuk 10 mM szacharolaktont tartalmazé MOPS-KCI oldatban, ezzel kifelé iranyulo
koncentraci6 gradienst hozva létre.

Az é4brakon feltiintetett iddpontokban 100 pg fehérjét tartalmazo mintakat vettiink
az inkubdcios elegybdl. A mikroszomat a fent leirt mddszer szerint lesziirtiik, 3 ml
jéghideg MOPS-KCI oldattal mostuk, acetonitrillel kezeltilk, majd lefagyasztottuk. A
mintak M3G-tartalmat felolvasztas és centrifugalds (14 000 x g, 6 perc) utdn a feliiluszobol

LC-MS alkalmazasaval hataroztuk meg.
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7.5.2. Az EGCG glukuronidtranszportra gyakorolt hatasanak vizsgalata

Az EGCG mikroszomalis glukuronidfelvételére gyakorolt hatasanak vizsgalatadhoz
modell szubsztratként a viszonylag gyorsan transzportaldodd és konnyen detektalhatod
MUGA-t hasznaltuk. A mikroszémat (2 mg/ml fehérje) 25 °C-on MOPS-KCI pufferben 2
mM glukuronid és 10 mM szacharolakton jelenlétében inkubaltuk. A flavanolok hatasanak
tanulmanyozasahoz az EGCG-t 1 perccel a MUGA hozzédadasa el6tt kevertiik a mintédhoz.
A glukuronidfelvétel idofiiggését 200 uM EGCG mellett hataroztuk meg. Az EGCG
hatasanak koncentraciofiiggését is vizsgaltuk, ehhez a vegyiiletet 0 és 400 uM kozotti
koncentracioban adtuk a mikroszomahoz.

A megadott idépontokban (0 masodperc és 10 perc kozott) az inkubalt mintabol 200
ng fehérjét tartalmazo frakcidkat vettiink, és ezeket gyorssziiréssel elvalasztottuk, majd 2
ml jéghideg MOPS-KCI oldattal mostuk. A glukuronidokat a filterr6l acetronitril
alkalmazasaval eltavolitottuk, fagyasztva taroltuk. Felolvasztas utdn a mintakat
centrifugéltuk (20000 x g, 10 perc, 4 °C), majd az immaron fehérjementes feliiluszo

MUGA-tartalmat HPLC segitségével megmertiik.

7.6. A MUMB és a MUGA mennyiségének mérése nagy teljesitményii folyadék-
kromatografia (high performance liquid chromatohraphy, HPLC) segitségével

A MUMB ¢és a MUGA mennyiségének meghatarozasahoz a fehérjementes feliiliszo
komponenseit Waters Alliance 2690 tipusu HPLC segitségével, Nucleosil 100 C18-as
oszlopon (5 um 25 x 0,46, Teknokroma), gradiens eliicioval valasztottuk szét.

A MUMB eludlasat 0,9 ml/perc dramlasi sebességgel végeztiik, eluensként 0,1%-0s
trifluorecetsav oldat (A oldat) és 0,1% trifluorecetsavat tartalmazo metanol (B oldat)
valtoz6 aranyu elegyét hasznaltuk. Az els6 30 masodpercben a mozgd fazist 80% A és
20% B oldat keveréke alkotta, majd a kdvetkezd 7 perc alatt a két oldat aranyat linedrisan
megvaltoztattuk 40%-60%-ra. Két percen keresztiil ez az elegyet aramoltattuk keresztiil az
oszlopon, majd az eredeti 80%-20%-os aranyt visszaallitottuk. A MUMB fluoreszcenciajat
325 nm-es excitacidés hullamhossz, 455 nm-es emisszids hullamhossz mellett detektaltuk,

Waters Multi A Fluorescence Detector 2475 segitségével.
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A MUGA esetében a mozgo6 fazist 0,1%-os trifluorecetsav oldat (A oldat) és 0,1%
trifluorecetsavat tartalmazo acetonitril (B oldat) valtozo6 aranyu elegye alkotta. Az els6 egy
percben 100% A oldat segitségével végeztiik az elticiot, majd a mozgd fazist egy perc alatt
linearisan 85% A és 15% B oldat elegyére cseréltiik. 14 percen keresztiil ezt az eluenst
alkalmaztuk, majd visszaallitottuk az A oldat kezdeti 100%-0s ardnyat. 1 ml/perc dramlasi
sebességet alkalmaztunk. A MUGA abszorbancidjat 317 nm-es hulldmhosszon detektaltuk
Waters Dual A Absorbance Detector 2487 segitségével.

A retencios idOket mindkét esetben standard minta analizisével hataroztuk meg. A
MUMB ¢és MUGA mérési interferencidjat a két vegyiiletet egylittesen tartalmazo standard

oldatok vizsgalataval zartuk ki.

7.7. Az M3G mennyiségének mérése folyadékkromatografia — tomegspektrometria

(liquid chromatography — mass spectrometry, LC-MS) segitségével

A morfinglukuronidici6 és az M3G-transzport vizsgalata soran kapott, 50%
acetonitrilt tartalmazé mintak glukuronidtartalmat LC-MS alkalmazasaval mértiilk meg az
irodalomban korabban ismertetett metodika szerint [7]. Roviden: a minta komponenseit
elsd 1épésben HPLC (Aligent HP1100 LC system, Aligent Technologies) segitségével
ODS2 oszlopon, 0,1% hangyasavat tartalmazé acetonitril ndévekvd gradiensével
elvalasztottuk. Az eluatumot kdzvetleniil tomegspektrométerbe (Micromass LC Quattro,
Micromass) injektaltuk, és az M3G-t electrospray és multiple reaction monitoring
alkalmazéséaval pozitiv ionizaciés modban detektaltuk. Az alkalmazott LC-MS modszer

elozetes validalasa alapjan a futtatasok kozotti eltérések 5% alattinak bizonyultak.

7.8. Statisztikai analizis

Az eredmények kiértékeléséhez, a linedris és nemlinearis regresszidhoz, valamint a
statisztikai analizishez GraphPad Prism® szoftvert hasznaltunk. A kinetikai paramétereket
(Km, Vmax) @ Michaelis-Menten egyenlet alapjan szamoltuk. Az ICsp és K; értékének
szamitasahoz az enzimaktivitast az EGCG-koncentracio logaritmusanak fliggvényében
abrazoltuk, majd ebben a féllogaritmusos &abrazolasban szigmoid dozis-hatds gorbét

illesztettliink az altalunk kapott mérési eredményekre és meghataroztuk a logECs értéket
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[104]. Minden vizsgalat soran legkevesebb harom parhuzamos mérést végeztiink, és a
kisérleteket legaldbb héarom alkalommal végrehajtottuk. Az eredményekbdl atlagot
szamoltunk és meghataroztuk a szoras (standard deviation, SD) értékét. Az adatokat
ANOVA modszer szerint analizaltuk, és Dunnett tobbszords 6sszehasonlitasi ,,post hoc”

vizsgélatnak vetettiik ald. P < 0,01 eltérést tekintettiink szignifikdnsnak.

36



DOI:10.14753/SE.2015.1981

8. Eredmények

8.1. Az in situ keletkezé morfin-3-glukuronid luminalis akkumulaciéjanak vizsgalata

Munkank els6 részében az M3G-transzport jellemzo6it tanulmanyoztuk.
Megvizsgaltuk az M3G felvételének ¢és leaddsanak id6- és koncentraciofiiggését.
Meghatéaroztuk a lumen M3G-tartalmat olyan kisérleti koriilmények kozott, mikor a hossza
inkubécios 1dének koszonhetden az extravezikularisan adott M3G ¢és a lumen
glukuronidkoncentracidja kiegyenlitédik. Ezutan megmértik az in situ  morfin
glukuronidacié soran keletkez6 M3G mennyiséget, €s meghatdroztuk a morfin UGT
latenciajat. Kovetkezo kisérletiinkben megvizsgaltuk, hogy a morfin glukuronidacié soran
keletkez6 M3G mekkora hdnyada helyezkedik el a lumenben. A morfin glukuronidécio6
sordn észlelt luminalis M3G-mennyiséget Osszevetettiik azzal a luminalis mennyiséggel,

amit kiviilrl adott M3G esetében, az egyensulyi helyzet beallta utan detektaltunk.

8.1.1. Az M3G-felvétel és leadas idofiiggésének vizsgalata patkany maj mikroszéman

Az M3G bearamlasanak idéfiiggését patkany maj mikroszoman, 37 °C-on, 1 mg/ml-
es fehérjekoncentracid mellett vizsgaltuk. Az intakt mikroszomat 50 pM M3G-vel
inkubalva novekvd inkubécids 1dok mellet a vezikulumok glukuronidtartalménak markéns
novekedését tapasztaltuk. Az intakt mikroszomahoz asszocialt glukuronid mennyiségét a
lumenben talalhato és a membranhoz — részben aspecifikusan — kot6dé M3G egyiittesen
adja, ezért a transzport sebességének meghatarozasahoz sziikséges intraluminalis frakcid
szamitasdhoz alameticinnel permeabilizalt mikroszoman is elvégeztiik a méréseket. A
porusképzd alameticin a membrant az M3G szamara szabadon atjarhatova teszi, igy
gyorsszlirés és mosds utdn a vezikulumok lumenében nem marad glukuronid. Ennek
koszonhetden permeabilizalt mikroszoman végzett méréssel a mikroszOmamembranhoz
kotddé M3G mennyiségét hatdrozzuk meg. Az intraluminalis glukuronid mennyiségét az
intakt €s a permeabilizdlt mikroszoman kapott eredmények kiilonbsége adja. A
membranhoz kétédé M3G mennyisége 30 masodperc alatt elérte az egyensulyi értéket

(70,99 £ 9,23 pmol/mg fehérje), majd a 100 perces inkubacié hatralévd ideje alatt
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valtozatlan maradt. A luminalis glukuronid mennyisége azonban a mérés elsé 3 percében
kozel linedris novekedést mutatott, és csak koriilbeliil 30 perc utan érte el az egyensulyi
allapotot (5. abra). Az eredmények alapjan késobbi méréseinkhez az M3G-felvétel kezdeti
sebességének vizsgalatakor 1 perces inkubacids idot valasztottunk, mig az M3G-kidramlas
tanulmanyozéasakor a mérés eldtt végzett 100 perces inkubécidval biztositottuk az intra- és

extralumindlis glukuronidkoncentracié kiegyenlitodését.
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5. abra: Az M3G felvételének idofiiggése patkany maj mikroszomaban

A mikroszomat (1 mg/ml) 50 uM M3G jelenlétében inkubdltuk. A feltiintetett idopontokban
mintat vettiink, és gyorsszirés utan LC-MS segitségével mértiik a vezikulumok
glukuronidtartalmat. A luminalis M3G mennyiségét az intakt és a permeabilizalt
mikroszoman kapott eredmények kiilonbségekeént szamoltuk. A gorbe kezdeti szakasza (az
els6é harom perc) kinagyitva is lathato.

(harom mérésbol szamolt atlag + szoras)
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6. abra: A mikroszomahoz asszocialt és a minta teljes M3G-tartalma kozotti 6sszefiiggeés

egyensulyi allapotban

e rer

Intakt (kék) és permeabilizalt (bordd) mikroszomat (1 mg/ml) kiilonbozé koncentracioju
M3G jelenlétében 100 percig inkubdltunk. Ennyi ido alatt mind a mikroszoma
glukuronidfelvétele, mind az M3G membranhoz kétédése egyensulyi dllapotot ér el.
Gyorssziirés utan LC-MS segitségével mértiik a vezikulumok glukuronidtartalmat, ezek
ertékét a minta teljes M3G-mennyiségének fiiggvényében dbrdzoltuk. (Az 1 mg/ml
fehérjekoncentracio miatt a vizszintes tengelyen 1 nmol/mg fehérje M3G az inkubdcios
elegyben 1 uM koncentrdcionak felel meg.)

(harom mérésbol szamolt atlag + szoras)

Tovabbi méréseink szempontjabol fontos tisztazni, hogy az intakt és permeabilizalt
mikroszomahoz  asszocialodo M3G aranya esetleg fligg-e az alkalmazott
glukuronidkoncentraciotol. A hosszll inkubacid soran létrejovo egyensulyi helyzetet tehat
ebbdl a szempontbdl tovabbi vizsgalatnak vetettiik ald, azaz meghatdroztuk az intakt,

illetve  permeablizalt —mikroszoma  egyensulyi  glukuronidtartalmat  kiilonb6zo
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extravezikularis glukuronidkoncentraciok alkalmazasa esetén. A mikroszomat M3G
hozzaadasa utan 100 percig 37 °C-on inkubaltuk, majd gyorssziirést kovetden LC-MS
segitségével mértiik a vezikulumokhoz asszocialt glukuronid mennyiségét. A mért érték és
az inkubacié soran alkalmazott glukuronidkoncentracidé kozott mind intakt, mind
alameticinnel kezelt mikroszoma esetében egyenes aranyossagot tapasztaltunk (6. abra).
Az intakt és a permeabilizalt mikroszoman kapott eredmények kiilonbségeként definialt
luminalis  glukuronidmennyiség tehat szintén egyenes aranyossagban all a
glukuronidkoncentracioval. A kisérleteinben mért luminalis és extravezikularis M3G-
mennyiségek atlagos aranya 2,63 + 0,04 pmol/nmol-nak bizonyult. Amennyiben
elfogadjuk, hogy a 100 perces inkubacid6 végére az intra- ¢és extravezikularis
glukuronidkoncentracié kiegyenlitddik, a ketté ardnyabol a vezikulumok lumenének
térfogata is kiszamithat6. Az alkalmazott 1 mg/ml-es fehérjekoncentracioval szdmolva a
luminalis térfogat 2,63 pl/mg fehérje értékiinek adodik.

Az M3G vezikulumokbol torténd kidramlasanak vizsgalatdhoz tehat a mérés elott
100 percig 50 uM glukuroniddal eldinkubalva t61tottiik fel a mikroszomat. Ezt kovetden az
M3G-kidramlast a vezikulumok huszszoros higitasaval létrehozott, kifelé iranyuld
koncentraciogradiens kialakitasaval inditottuk meg. A lumen glukuronidtartalmat ezuttal is
intakt és permeabilizalt mikroszoman végzett parhuzamos kisérletek segitségével, a két
mérés eredményének kiilonbségeként hatdroztuk meg az egyes iddpillanatokban. A valddi
kiinduldsi  érték (a vezikulumok glukuronidtartalma a kihigitds pillanatdban)
meghatdrozasa technikai okokbol nem lehetséges, tekintettel a mérési eljards (a mintadk
Osszekeverése, majd szlirése) iddigényére. Kordbban a mikroszoma glukuronidfelvételének
vizsgalatakor azonban meghataroztuk az 50 uM M3G-vel 100 percig inkubalt minta
glukuronidtartalmat. Ennek értéke (135,87 + 8,39 pmol/mg fehérje) kozel megegyezik
azzal, amit a glukuronidleadas vizsgalatakor mért adatokra illesztett gorbébdl (7. abra)
extrapolalhatunk (127,31 pmol/mg fehérje). Az M3G-kiaramlas 1dofiiggésének
tanulmanyozasahoz ezért ezt az értéket kiinduladsi értéknek elfogadtuk. A luminalis
glukuronid mennyisége az elsé 3 percben kozel linearisan csokkent, az egyensulyi helyzet
pedig 45 perc utan allt be (7. dbra). Az M3G be- ¢és kiaramlasdnak idébeni lefutdsa tehat
nagyon hasonl6 képet mutat, ami 6sszhangban all a kordbbi eredményekkel, melyek szerint
a glukuronidok kétirdnyu, facilitalt diffazio segitségével jutnak at az ER membranjan. A

befelé, valamint a kifelé irdnyuld transzport kezdeti sebességét az 1 perces eredményekbdl
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szamoltuk ki, és a két érték 1ényegében megegyezett (rendre 28,84 + 8,41, valamint 28,94

+ 7,67 pmol/perc/mg fehérje).
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7. abra: Az M3G leadasanak id6fiiggése patkany maj mikroszémaban

A mérést megel6zd, 100 perces inkubdcio sordan a mikroszomalis vezikulumokat (1 mg/ml)
feltoltottiik 50 uM M3G-vel. Az egyensuly bedllta utin mérheté Ilumindlis M3G-
mennyiséget korabban meghataroztuk (135,87 + 8,39 pmol/mg fehérje), az M3G-leadas
vizsgalatakor ezt az értéket tekintettiik kiindulasi (0 mp-es) értéknek. A minta hiiszSzoros
higitasaval hoztunk létre kifelé iranyulo koncentraciogradienst, melynek hatasara az M3G-
kiaramlas megindult. A feltiintetett idopontokban gyorssziirés és LC-MS segitségével
meértiink a vezikulumok M3G-tartalmat. Intakt és permeabilizalt mikroszomaban
parhuzamosan végzett mérések kiilonbségeként hataroztuk meg a luminalis M3G
mennyiséget. A gorbe kezdeti szakasza (az elso harom perc) kinagyitva is lathato.

(harom mérésbol szamolt atlag + szoras)
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8.1.2. Az M3G felvételének koncentraciofiiggése

Az M3G-transzport kinetikai jellemzdinek vizsgalatahoz a glukuronidfelvétel
kezdeti sebességét mértik kiilonbozé (5 ¢és 200 pM  kozotti) extravezikularis
glukuronidkoncentracidokat alkalmazva. A mikroszoma glukuronidtartalmat 1 perces
inkubaci6 utan mértiik mind intakt, mind alameticinnel permeabilizalt mikroszéman, és a
luminalis glukuronid mennyiségét a két érték kiilonbségeként szamoltuk ki. A transzport
sebességét az alkalmazott glukuronidkoncentraci6 fliggvényében abrazolva linedris
Osszefliggést észleltiink a vizsgalt tartomanyban (8. dbra), mely egy kis affinitasu, nagy
kapacitasu transzport mechanizmusra utal. A transzporter fehérje telitéséhez sziikséges
glukuronidkoncentracidt nem tudtuk alkalmazni a mintdk inkubdldsa soran, a telitést még

megkozeliteni sem tudtuk az M3G oldhatdsagi tulajdonsagai miatt.
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8. abra: A mikroszomalis M3G-transzport koncentraciofiiggése

7.

M3G-felvétel kezdeti sebességének meghatarozasahoz 1 perc utin gyorsszirés eés LC-MS
segitsegevel mértiik a vezikulumok glukuronidtartalmat. Intakt és permeabilizalt
mikroszoman parhuzamosan végzett mérések kiilonbségekent hataroztuk meg a luminalis
M3G mennyiségét.

(harom mérésbol szamolt atlag + szoras)
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8.1.3. Morfinglukuronidacio intakt és permeabilizalt mikroszomaban

A morfin UGT enzim latencidjanak vizsgalatdhoz az M3G-szintézis sebességét
feleslegben alkalmazott UDP-glukuronsav jelenlétében 5 perc alatt keletkezett M3G
mennyiségébdl  szdmoltuk a  glukuronidacié  sebességét.  Amennyiben a
mikroszOmamembrant alameticin segitségével szabadon atjarhatova tettiik, a reakcio
sebessége tizszeresére noétt (1. tablazat). Mas szavakkal, intakt mikroszoman mindossze
10%-at mértiik a permeabilizalt mikroszoman kapott értéknek. Az enzimaktivitas
ugyanakkor mindkét esetben a morfin koncentracidjaval parhuzamosan nétt.

Osszességében tehat az UGT enzim latencidja, az alkalmazott morfinkoncentraciotol

fiiggetleniil, 90%-nak bizonyult.

) UGT aktivitas UGT aktivitas )
morfln'- ., intakt mikroszoma permeabilizalt mikroszéma Iat%nCIa
koncentracid  ,5]/perc/mg fehérie) (pmol/perc/mg fehérije) (%)
50 uM 20,53 +£3,71 233,36 £ 55,26 91,20
100 uM 44,85 + 4,08 458,80 £ 61,97 90,23
200 pM 62,02 £ 12,19 809,07 + 26,72 92,33

1. tablazat: A morfinglukuronidacio6 sebessége intakt és permeabilizalt mikroszomaban

Intakt és permeabilizalt mikroszomat (1 mg/ml) inkubdltunk morfin (a tablazatban
olvashaté koncentrdciokban) és feleslegben (2 mM) adott UDP-glukuronsav jelenlétében.
A morfinglukuronidacio sebességét az 5 perc alatt keletkez6 M3G mennyiségébdl
szamoltuk. (harom mérésbol szamolt dtlag + szords) Az enzimaktivitas latenciajat (a
permeabilizalt és az intakt mikroszomdan mért aktivitaskiilonbség, az elobbi érték

szazalékaban kifejezve) szintén feltiintettiik.
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8.1.4. Az ujonnan keletkezett M3G akkumulacidja intakt mikroszomaban

A tovabbiakban 100 pM morfin in situ glukuronidacioja soran mértiik a keletkezd
M3G teljes mennyiségét, valamint az intakt és a permeabilizalt vezikulumokhoz asszocialt
M3G mennyiségét kiilon is meghataroztuk. A mikroszomat — ismét feleslegben
alkalmazott UDP-glukuronsav jelenlétében — ezhttal 100 pM morfin jelenlétében
inkubéltuk, majd kiilonbozd idépillanatokban mintat vettiink, melybdl gyorssziirés és
mosas utdn meghataroztuk a mikroszomahoz asszocialt M3G mennyiségét. Permeabilizalt
mikroszoman végezve a kisérletet magahoz a membranhoz tapado glukuronid mennyiségét
mértilk, mely az idével (tulajdonképpen a glukuronidkoncentracioval) linearisan

novekedett (9. abra).
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9. abra: A vezikulumok M3G-tartalmanak alakulasa in situ glukuronidacié esetén

Intakt (kék) és permeabilizalt (bordo) mikroszomat (1 mg/ml) 2 mM UDP-glukuronsav és
100 uM morfin jelenlétében inkubaltunk. A termelt M3G teljes mennyisége az dbrdan nincs
feltiintetve. A vezikulumok M3G-tartalmat gyorssziirés utan LC-MS segitségével hataroztuk
meg a feltiintetett idopontokban.

(harom mérésbol szamolt atlag + szoras)
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10. abra: A lumindlisan keletkez6 M3G akkumulacidja intakt mikroszomaban

Intakt (kék) és permeabilizalt (bordd) mikroszomat (1 mg/ml) kétféleképpen kezeltiink:
egyrészt 2 mM UDP-glukuronsav és 100 uM morfin jelenlétében inkubdltuk (folytonos
vonal), és az in situ keletkez6 M3G-mennyiséget hataroztuk meg. Mdasrészt a mikroszomat
hoztunk létre az extra- és intraluminalis tér kozott (szaggatott vonal). Mindkét esetben
gyorsszires utan LC-MS segitségével meértiik a (keletkez6 vagy hozzdadott) M3G
vezikulumokhoz  asszocialt mennyiségét. A  kapott értékeket a minta teljes
glukuronidmennyiségének fiiggvényében abrazoltuk.

(harom mérésbol szamolt atlag + szoras)

A permeabilizalt mikroszoma M3G-tartalmat a minta teljes
glukuronidmennyiségének fiiggvényében is abrazoltuk (10. abra). Az igy kapott linedris
fliggvényt Osszevetettiik korabbi eredményeinkkel, mikor M3G jelenlétében 100 percig
inkubalva a mikroszémat egyensulyi helyzetben vizsgaltuk a vezikulumokhoz asszocialt és
a minta teljes glukuronidmennyisége kozotti Osszefliggést (6. abra). A két fliggvény
Osszehasonlitasakor azt tapasztaljuk, hogy a glukuronidok membranhoz kotédésében nincs

érdemleges kiillonbség abban az esetben, ha a glukuronidot kiviilrdl adjuk a
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mikroszomahoz vagy ha az M3G in situ termelédik (10. abra). Ez a megallapitas
Osszhangban 4ll azzal a feltételezéssel, hogy az Gjonnan keletkezett M3G a poérusképzd
alameticinnel ,kilyuggatott” mikroszomamembranon keresztiil akadaly nélkil 1ép ki a
lumenbdl.

Ettdl 1ényegesen eltérd eredményeket kaptunk intakt mikroszoman, ahol az M3G
luminélis felhalmozodasanak egyértelmii jelei mutatkoztak. Annak ellenére, hogy intakt
mikroszomaban a glukuronidacio sebessége csak tizede a permeabilizalt mikroszoméaban
mért aktivitdsnak, a vezikulumok M3G-tartalma rovid inkubacids idék mellett mégis
jelentdsen, mintegy 30-szor gyorsabban nd, amennyiben a mikroszoma membranja ép (9.
abra). Az M3G mennyiségének kezdeti, gyors novekedése 8-10 perc utan megall, elér egy
platd szakaszt, az M3G magas szintje innentdl a kisérlet végéig (40 perc) valtozatlanul
fennmarad. A teljes M3G-mennyiség fliggvényében abrazolva a vezikulumok
glukuronidtartalmat (10. abra), ¢és az eredményeket ebben az esetben is a korabbi,
egyensulyi helyzetben mért adatokkal (6. é&bra) Osszevetve, latjuk, hogy intakt
mikroszomaban in situ glukuronidacio esetén az egyensulyi helyzetnél joval magasabb

intraluminalis M3G-koncentracio alakul ki.

8.2. A zold tea flavanolok glukuronidtranszportra kifejtett hatasanak vizsgalata

Munkéank masodik részében megvizsgaltuk, milyen hatast gyakorolnak a zold tea
flavanolok a deglukuronidaciora és a glukuronidtranszportra. Sejttenyészeten és
mikroszoman mértiikk a mikroszomalis B-glukuronidaz aktivitasat és latencidjat a fontosabb
katekinek jelenlétében ¢és hidnyaban. Ezt kovetOen transzportméréseket végeztiink, és
meghataroztuk az EGCG glukuronidtranszportra gyakorolt hatasanak 1d6- és
koncentraciofiiggését. Ezekhez a kisérletekhez modell szubsztratként a konnyen

detektalhato MUGA -t hasznaltuk.

8.2.1. A B-glukuronidaz aktivitasanak és latenciajanak mérése

Kiilonb6zd (1 pM és 1 mM kozotti) MUGA-koncentraciok mellett mértiik a
glukuronid hidrolizisének sebességét intakt €s permeabilizalt mikroszéman (11. abra).

Amennyiben a membrant alameticinnel permeabilizaltuk, és igy az enzim szabadon
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hozzafért szubsztratjdhoz, a Michaelis-Menten kinetikdt mutaté glukuroniddz aktivitas
kinetikai paraméterei a kovetkezOképpen alakultak: a Michaelis-konstans (Ky,) értéke
279,7 £ 12,6 uM-nak, a maximalis enzimaktivitas (vmax) pedig 1,99 + 0,04 nmol/perc/mg
fehérjének bizonyult (3. tablazat). Intakt mikroszomamembran esetén ezzel szemben
jelentésen alacsonyabb enzimaktivitast tudtunk detektdlni, a kiilonbség az alkalmazott
koncentraciotartomanyban kozel 40%-a (50 uM MUGA mellett 36,5%-a) volt a
permeabilizalt mikroszoman mért aktivitasnak.

Sejttenyészeten (Hepa 1clc7 egér hepatoma sejtek) tovabb vizsgaltuk a fenti,
latencianak nevezett jelenséget (13. abra). Alameticin segitségével mind a sejthartyan,
mind az ER membranjan porusokat létrehozva a fentiekkel dsszhangban az enzimaktivitas
jelentds novekedését lattuk. Erintetleniil hagyott membran esetén a MUGA-hidrolizis
sebessége csak mintegy 55%-at tette ki a permeabilizalt sejteken mért aktivitasnak. A
latencia értéke sejtes rendszerben tehat még a mikroszéman mért 40%-os értéknél is

valamelyest nagyobbnak, 45%-nak bizonyult.

intakt mikroszoma permeabilizalt mikroszoma  latencia

(pmol/perc/mg fehérje) (pmol/perc/mg fehérje) (%)
kontroll 202,5+ 18,2 3189+11,4 36,5
EC 191,5+ 10,7 315,9+8,3 39,4
ECG 67,6 £5,7* 312,0+ 10,6 78,3
EGC 161,6 £12,9 * 3235+7,6 50,0
EGCG 40,4 £5,0 * 284,3+9,3 85,8
GC 130,9+9,7 * 306,6 11,5 57,3
GCG 35,7+2,8 * 1946 £ 19,9 * 81,6

2. tablazat: Zold tea flavanolok hatisa a mikroszomalis -glukuronidazra

Intakt és alameticinnel permeabilizalt patkany mdj mikroszomaban (0,5 mg/ml) mértiik a
[-glukuronidaz aktivitasat 50 uM MUGA szubsztrat mellett, 200 uM flavanol jelenlétében
vagy hianyaban (kontroll mérés). A latencia mutatjia a permeabilizalt és az intakt
mikroszoman mért aktivitasok kiilonbségét, az el6bbi érték szazalékaban kifejezve. (harom
mérésbol szamolt atlag + szoras)

* szignifikans kiilonbség (p < 0,01) a kontrollhoz képest
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11. abra: Patkany m4j mikroszoma glukuroniddz (MUGA-hidrolaz) aktivitasa

Kiilonbozo koncentracioban (0 és 1000 uM kozott) adott MUGA mellett hataroztuk meg
intakt (A) és permeabilizalt (B) mikroszoma (0,5 mg/ml) glukuronidaz aktivitasat 200 uM
EGCG jelenlétében (sotétkek) vagy hianyaban (kontroll mérés, vilagoskeék). A 10 perc alatt
keletkez6 MUMB mennyiségét HPLC segitségével mértiik meg. A reakcio kezdeti
sebessegét az 1 perc alatt 1 mg fehérje altal termelt MUMB mennyiségeként adtuk meg.

(harom mérésbol szamolt atlag + szoras)

8.2.2. A zold tea flavanolok hatasa a B-glukuronidaz aktivitasara mikroszomaban és

hepatoma sejtekben

Kiilonb6z6 zold tea polifenolok deglukuronidaciéra gyakorolt hatasat vizsgaltuk
intakt és alameticinnel kezelt mikroszoman, 50 uM MUGA koncentraciot alkalmazva (2.
tablazat). Permeabilizalt mikroszoman a tanulmanyozott flavanolok a GCG kivételével
nem fejtettek ki hatast a hidrolizis sebességére, ami azt jelenti, hogy a B-glukuronidaz
enzimet kozvetlentil csak a GCG gatolta az alkalmazott 200 uM-os koncentracidban. Ezzel
szemben, az EC kivételével, mindegyik polifenol szignifikansan lassitotta a MUGA
hidrolizisét ép mikroszomamembran esetén. Legerdsebb gatlast (70-80%) a GCG és az

EGCG esetében figyelhettiink meg. Valamivel gyengébb gétld hatast gyakorolt a
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deglukuronidaciéra az ECG; a legkevésbé effektiv, de még mindig szignifikdns hatast
kifejté polifenolok pedig az EGC és a GC voltak. Az intakt és a permeabilizalt
mely példaul az EGCG esetében a korabban megfigyelt 40% koriili értékrdl 80% feletti
értekre emelkedett. A flavanol jelenlétében tehdt a glukuronid membranon keresztiili

transzportja sokkal nagyobb mértékben korlatozza a luminalis enzim aktivitasat.

intakt mikroszoma permeabilizalt mikroszoma
Vmax (nmol/perc/mg fehérje)
kontroll 1,42 +0,08 1,99 + 0,04
EGCG 0,85+ 0,05 2,10 £ 0,05
Km (1M)
kontroll 380,6 £ 47,6 279,7 £ 12,6
EGCG 1243,0 + 120,2 361,4+ 18,0

3. tablazat: A glukuronidaz kinetikai paramétereinek valtozasa EGCG hatasara

A glukuronidaz aktivitdst intakt és permeabilizalt mikroszoman (0,5 mg/ml) mértiik
kiilonbozé koncentracioban (0 és 1000 uM kozott) alkalmazott MUGA szubsztrat mellett
200 uM EGCG jelenlétében vagy hianydaban (kontroll mérés). A kinetikai paramétereket a
11. dabran bemutatott eredmények alapjan, GraphPad Prism® szoftver segitségével

szamoltuk. (harom mérésbol szamolt atlag + szoras)

A glukuronidaz aktivitas kinetikai paramétereinek valtozasat a latencia emelkedése
szempontjabol leghatasosabb, egyben a zdldtedban el6forduldo, mennyiségileg
legjelentésebb polifenol, az EGCG esetében vizsgaltuk. A korabbi eredményekkel
Osszhangban a permeabilizalt mikroszoman felvett telitési gorbe EGCG jelenlétében
csupan minimalis eltérést mutatott a kontrollhoz képest (11/B édbra), igy az enzimaktivitas
valds kinetikai paramétereiben a K enyhe ndvekedésén kiviil egyéb valtozds nem
kovetkezett be. Amennyiben azonban a vezikulumok membranjat el6zdéleg nem tettiik
szabadon atjarhatova, az EGCG nagymértékben fékezte a glukuronidok hidrolizisét (11/A

abra). Az aktivitas latszolagos (az intakt mikroszéman mért aktivitasokbdl kiszamithato)
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kinetikai jellemzoéiben tehdt szamottevd valtozads jelentkezett, a vmax kozel a felére

csokkent, mig a K, értéke tobb mint haromszorosara nétt (3. tablazat).
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12. abra: Az EGCG glukuronidazra gyakorolt gatloé hatasanak koncentraciofiiggése

A glukuronidaz aktivitasat 50 uM MUGA szubsztrat mellett, intakt (kék) és permeabilizalt
(bordo) patkany maj mikroszomadaban (0,5 mg/ml) mértiik. Az EGCG-t 1 perccel a
szubsztrat hozzdadasa elott alkalmaztuk a feltiintetett koncentraciokban (0 uM és 400 uM
kozott). A permeabilizalt és az intakt mikroszoman mért aktivitasok kiilonbségebol szamolt
latenciat is az EGCG-koncentracio fiiggvényében dabrazoltuk.

(harom mérésbol szamolt atlag + szoras)

Funkcionalis vizsgélatainkat az EGCG hatdsanak koncentraciofiiggésével folytattuk
(12.  4bra). Permeabilizdlt mikroszoman 10 puM és 400 puM  kozotti
koncentraciotartomanyban ezuttal sem tapasztaltunk figyelemre méltd gatld hatast: 50 uM
EGCG jelenlétében példaul az aktivitds minddssze 6%-kal mérseklédott (301,3 + 18,0
pmol/perc/mg fehérje a kontroll 318,9 £ 11,4 pmol/perc/mg fehérje értékhez képest; atlag

+ szoras; p > 0,05; n=3). Ezzel ellentétben mar alacsony flavanolkoncentracié mellett is
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jelentésen csokkent a deglukuronidacié sebessége intakt mikroszémaban: 50 uM EGCG
esetén 70%-nal is nagyobb volt a gatlas mértéke (56,6 = 6,1 pmol/perc/mg fehérje a
kontroll 202,5 + 18,2 pmol/perc/mg fehérje értékhez képest; atlag + szoras; p < 0,01; n=3).
csOkkenését tudtuk elérni. A mért adatokbdl szamolt ICsy és K értékek rendre 14,5 uM-
nak ¢és 12,8 puM-nak adoédtak. Az EGCG emelkedd koncentracidinak hatdsara a
glukuronidaz latenciajanak egyre nagyobb mérvii emelkedését figyelhettik meg: a
kontrollban észlelt 40%-os latencia mar 50 uM EGCG jelenlétében is 80%-ra, magasabb
EGCG koncentracié esetén 90% folé emelkedett. Ez utobbi esetben tehdt a mikroszoma
integrans membranjan keresztiili transzport az enzimaktivitast a membranpermeabilizalas

utan elérhet6 érték 10%-ara korlatozta.
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13. abra: EGCG hatasa egér hepatoma sejtek glukuroniddz aktivitasara

Intakt és alameticinnel kezelt egér Hepa Iclc7 hepatoma sejtek (5-10° sejt/ml)
glukuronidaz aktivitasat 200 uM MUGA szubsztratot alkalmazva mértiik 100 uM EGCG
jelenléteben (sotétkék) vagy annak hianyaban (kontroll mérés, vilagoskek). A keletkezo
MUMB mennyiségét HPLC segitségével hataroztuk meg. A reakcio sebességét az 1 perc
alatt 10° sejt altal eloallitott termék mennyiségeként adtuk meg.

(harom mérésbol szamolt atlag + szoras)

* szignifikans kiilonbség (p < 0,01) a kontrollhoz képest
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Az EGCG hatasat Hepa Iclc7 egér hepatoma sejteken is megvizsgaltuk. A
mikroszoman végzett kisérletekkel egyezéen a flavanol nem fejtett ki hatist az
alameticinnel kezelt sejtekben zajlé deglukuronidaciéra, mig ép membranokkal rendelkezd
sejteken jelentds mértékli gatlast mértiink (13. abra).

A sejtes rendszerben végzett kisérletek soran az EGCG szulfatacid és
glukuronidacié segitségével konjugaldédhat. Ennek kizarasara HPLC-vel meghataroztuk a
mintdk EGCG-tartalmat is. Azt tapasztaltuk, hogy az EGCG mennyisége az inkubacio

ideje alatt nem csokkent szignifikdns mértékben.

1.67

1.4

<

1.07

0.8

Luminalis MUGA (nmol/mg fehérje)

),08
0 10 20 30

0 100 200 300 400 500 600
Ido (masodperc)

14. abra: A MUGA felvételének idofiiggése patkdny maj mikroszémaban

Szacharolaktonnal (10 mM) kezelt mikroszomdahoz (2 mg/ml) 2 mM MUGA-t adtunk 200
uM EGCG jelenlétében (sotétkék) vagy hianyaban (kontroll mérés, vilagoskék). A
feltiintetett idopontokban a vezikulumok glukuronidtartalmat gyorssziirés utan HPLC
segitségevel hataroztuk meg. A MUGA mennyiségét mind intakt, mind permeabilizalt
mikroszoman megmértiik, a ketto kiilonbsége adta a luminalis glukuronidmennyiséget. A
kontroll mérést szacharolakton hozzaaddsa nélkiil is elvégeztiik (bordo, szaggatott vonal).
A MUGA-felvétel kezdeti 30 masodperce kinagyitva is lathato.

(harom mérésbol szamolt atlag + szoras)
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8.2.3. Az EGCG hatasa a mikroszomalis glukuronidtranszportra

Az enzimaktivitds-mérések eredményei arra engednek kovetkeztetni, hogy a
MUGA hidrolizisét a flavanolok nem az enzim kozvetlen gatlasan keresztiil fékezik,
hanem a szubsztrdt ER membranjan keresztlili atjutasat lassitjak, igy az enzim
szubsztratellatottsagat rontjak. Feltételezésiinket a glukuronidtranszport kozvetlen
mérésével tdmasztottuk ald. Gyorsszirés (rapid filtracid) segitségével nyomon kovettiik a
MUGA felvételét a mikroszémaba. Intakt €és permeabilizalt vezikulumokon végzett
parhuzamos mérések segitségével, a két eredmény kiilonbségeként hatdroztuk meg a
luminalisan elhelyezkeddé MUGA mennyiségét.

A kisérlet sordn a lumen glukuronidtartalma gyorsan nétt, 2 perc alatt elérte az
egyensulyi allapotot, mely ezutan legalabb 10 percen keresztiil valtozatlanul fennmaradt
(14. abra). A glukuronidazgatld szacharolakton jelenléte — a varakozéasnak megfeleléen —
kezdeti sebességét nem befolyasolta, és igy a transzportméréseink eredményeit sem
torzitotta.

200 pM EGCG hozzaadasa a (szacharolaktonnal kezelt) vezikulumokhoz
nagymértékben lassitotta a MUGA felvételét, az egyenstlyi helyzetet azonban nem
befolyasolta. A vezikulumok 2 perc alatt csupan feleannyi glukuronidot vettek fel, mint
EGCG hidnyaban, 10 perc utan azonban mar nem volt szignifikans kiilonbség a luminalis
MUGA mennyiségében a flavanollal kezelt és a kontroll mikroszomak kozott. A transzport
kezdeti sebessége 86%-kal csokkent EGCG jelenlétében (0,35 £ 0,14 nmol/perc/mg fehérje
a kontroll 2,49 + 0,22 nmol/perc/mg fehérje értekhez képest; atlag & szoérés; P <0,01; n=3).

A gatlas kinetikdjanak vizsgélatdhoz a transzportméréseket az EGCG kiilonb6zd
koncentracioi mellett is elvégeztiik. Az aktivitdismérések soran tapasztaltakkal
megegyezOen koncentraciofiiggd gatlast lattunk (15. dbra), a két dozis-hatas gorbe erds
hasonlosagot mutatott. 50 pM EGCG a glukuronidfelvétel sebességében 80%-0S
csokkenést okozott (0,5 + 0,07 nmol/perc/mg fehérje a kontroll 2,49 + 0,22 nmol/perc/mg
fehérje értékhez képest; atlag + szoérds; P < 0,01; n=3), ennél magasabb EGCG-
koncentraciokat alkalmazva kozel 90%-os gatlast is el tudtunk érni. Azt ICsp szamitott

értéke 7,9 uM-nak bizonyult.
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MUGA transzport schessége
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15. abra: Az EGCG glukuronidtranszportra gyakorolt hatasanak koncentraciofiiggése

Kiilonbozé koncentracioju (0-400 uM) EGCG jelenlétében kovettiik nyomon a MUGA (2
mM) felvételét szacharolaktonnal (10 mM) eldkezelt patkany mdj mikroszomaba. A
flavanolt egy perccel a szubsztrat hozzaadasa elott adtuk a mikroszomahoz. Gyorssziirés és
mosas utan HPLC-vel mértiik meg a minta MUGA-tartalmat. A lumindlis glukuronid

mennyiséget az intakt és a permeabilizalt mikroszoman mért eredmények kiilonbsége adta.

(harom mérésbol szamolt atlag + szoras)
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9. Megbeszélés

Az ER-ben zajlé biokémiai folyamatok modulalasaban jelentds szerepet jatszanak
az organellum membranjanak transzport folyamatai. A reakciokat katalizalé luminalis
enzimek szubsztratjaikat a citoplazmabol kapjak, a termékeik pedig oda 1épnek ki. Az ER
membranja barrierként miikodik, a luminalis enzimek szubsztratellatottsagat, a termékek
eliminaciojat a membranon keresztiil folyd transzport sebessége és szelektivitasa hatarozza
meg. A foszfolipid kettdsréteg a nagyméretii polaros, esetleg toltéssel rendelkezo
molekulak szamara atjarhatatlan, ezek a vegyiiletek a bioldégiai membranokon csak
megfeleld transzporter fehérje kozremiikodésével juthatnak at. Kisérletes koriilmények
kozott intakt mikroszomamembran esetén — mikor a lumindlis enzim mikodését a
szubsztrat membranon keresztiili atjutasa korlatozza — gyakran alacsonyabb aktivitast
mériink, mint a membran permeabilizalasa, atjarhatova tétele utdn. A latencidnak nevezett
jelenség azt mutatja, hogy a transzport az adott biokémiai folyamat sebességmeghatirozo
Iépése. Ebben az esetben csak permeabilizalt mikroszémaban mérjiik az enzim maximalis
aktivitasat és a valos kinetikai paramétereket, mig intakt mikroszoémaban nem érjiik el a
maximalis sebességet, €s csupan latszolagos kinetikai jellemzoket mériink. Az ER
lokalizécioji enzimek legtobbjérél, igy az altalunk vizsgalt UGT-kr6l és a f-
glukuronidazrol is, leirtak kordbban, hogy latens aktivitdsuak. Fenti méréseink sorén, az
irodalmi adatokkal 6sszhangban [34], 90%-os latenciat észleltiink a morfin UGT esetében
(1. tablazat). A B-glukuroniddz latencidja MUGA szubsztrat mellett mikroszémaban
36,5%-nak bizonyult (2. tablazat). Hasonl6 eredményt irtak le korabban, mikor mas modell
vegyiiletek, a 4-nitrofenil-glukuronid és a fenolftalein-glukuronid segitségével vizsgaltak a
B-glukuronidaz aktivitasat [51]. A MUGA deglukuronidaciojat egér hepatoma sejteken
vizsgalva valamelyest nagyobb latenciat detektaltunk (45%), mint mikroszomaban, mely
arra utal, hogy sejtes rendszerben nem csak az ER membran, hanem a sejthartya is lassitja
a glukuronidok eljutasat az enzimhez.

A sejtek tartalmaznak lizoszomalis B-glukuroniddzt is: ez az enzim fizioldgias
koriilmények kozott az exo- és endocitdzis soran a lizoszomékba zart proteoglikanok és
glikolipidek lebontasat katalizalja. Miukodéséhez savas pH sziikséges, melyet a
lizoszomalis membran elroncsolasa vagy atjarhatova tétele megsziintet, igy permeabilizalt

sejtekben az enzim inaktiv. Ugyanakkor nem zarhato ki, hogy az intakt sejteken végzett
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mérések sordn a glukuroniddz aktivitds egy részét a lizoszomalis enzim miikddésének
koszonhetjiilk. Mindezt figyelembe véve, elképzelhetd, hogy sejtes rendszerben a
mikroszomalis B-glukuronidaz valddi latencidja a mért 45%-nal is magasabb.

A latencia fent részletezett jelensége egyrészt igazolja a vizsgalt enzimek aktiv
centrumanak intralumindlis elhelyezkedését, masrészt felhivja a figyelmet a transzport
folyamatok jelentdségére.

A glukuronsavas konjugacié szubsztratjai, a rendszerint zsiroldékony aglikonok
feltehetden egyszeri diffuzio segitségével atjutnak az ER membranjan. Ezzel szemben a
glukuronsav  disszocialt karboxilcsoportja ¢és hidroxilcsoportjai hidrofil, toltéssel
rendelkez6 ¢és polaros karaktert kolcsondznek az UDP-glukuronsavnak ¢és a
glukuronidoknak, vagyis ezek transzportja sziikségképpen csak fehérjemedialt
folyamatként valosulhat meg [22]. Ennek megfeleléen altalaban az UDP-glukuronsav
transzportjat tartjuk a glukuronidacié sebességmeghatarozd 1épésének, €s ezt tessziik
mikroszoméban a glukuronsavas konjugacid sebessége a kiilonb6zd szubsztratok esetén
igen eltérd, annak ellenére, hogy az 6sszes UGT izoenzim UDP-glukuronsavat hasznal
kofaktorként. Igy az UGT enzimek latenciajat nem magyarazza teljes mértékben az UDP-
glukuronsav lassi mikroszomalis felvétele. Feltételezhetd, hogy a nagyméretii
glukuronidok esetében az ER-bdl torténd lasst kidramlas — a glukuronid luminalis
akkumuldacidja révén — szintén befolyasolja a konjugacid sebességét.

Mig a glukuronidtranszport sebessége az UGT-k aktivitdsat csak bizonyos
szubsztratok esetében, és csak részben korlatozza, egyértelmilen sebességmeghatarozo
szereppel bir az ellenkez6 iranyu folyamatban, a mar konjugalt vegyiiletek hidrolizisekor,
amit a mikroszomalis B-glukuronidaz latencidja bizonyit. A glukuronidtranszport gatlasa
tehat elsdsorban a deglukuronidéciot befolyéasolhatja, mig a legtobb aglikon glukuronsavas

Az ER transzportfolyamatainak jelentds szerepe ellenére a kozremiikodd fehérjék
tobbségének azonositdsa mindeddig sikertelen volt. A teriilet lassu fejlddése minden
bizonnyal a technikai nehézségeknek tulajdonithatd: a kis lumindlis térfogat és az ER
membranjdnak igen magas fehérjetartalma miatt a transzportfehérjek vizsgalatanak

klasszikus ~ moddszerei  kudarcot  vallanak. Nem  meglepd tehdt, hogy a
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metabolittranszporterek koziil sikeresen azonositott glukdz-6-foszfat-transzlokdzt sem
biokémiai, hanem molekularis biologiai (génalapu) modszerrel identifikaltak [105].

Hasonléan az ER transzportereinek tobbségéhez, a glukuronidok felvételét és
leadasat végzo fehérjé(ke)t sem ismerjik molekularis szinten. A fehérje funkcionalis
vizsgélatarol is csak néhany kozlemény olvashatdé az irodalomban. Az értekezésemben
bemutatott sajat vizsgalataink a glukuronidtranszport néhany eddig nem ismert sajatossagat
tartak fel.

Korabbi eredmények szerint az &sztradiol-17B-D-glukuronid mikroszomalis
felvétele és leadasa fehérjemedialt, kétiranyu, telithetd, id6- és homérsékletfiiggd, passziv
transzport folyamat. Mig a plazmamembranon keresztiil a glukuronidok aktiv transzport
segitségével jutnak at — ezt a folyamatot a jol ismert ABC-transzporterek és az OATP
csaladba tartozo fehérjék katalizaljdk ATP vagy redukalt glutation felhaszndldsaval —,
addig a glukuronidok mikroszomalis felvételét sem ATP, sem glutation hozzdadasa nem
befolyasolja. Ez a folyamat, az UDP-glukuronsav felvételhez hasonldéan, az altalanos
aniontranszport-gatlo szerekkel (DIDS, probenicid) lassithatonak bizonyult, a transzport
specifikus gatloszerét azonban eddig nem irtak le [25].

Kisérleteink soran a zold tea flavanolokrol kimutattuk, hogy a glukuronidtranszport
hatékony gatloszerei. Az EGCG, a zold tea legjelentésebb polifenolja, nativ
mikroszomaban koncentraciofiiggd modon gatolta mind a mikroszomalis B-glukuronidaz
mikodését (12. dbra), mind a glukuronidtranszportot (15. dbra).

Enzimaktivitads-mérések segitségével azt tapasztaltuk, hogy a zold tea polifenoljai
intakt mikroszomamembran esetén a MUGA hidrolizisét jelentdsen fékezték, nem fejtettek
ki azonban hatdst permeabilizalt membran mellett (2. tablazat, 11. &bra). Mas
megfogalmazasban a vizsgalt katekinek hatdsara az intakt ¢és a permeabilizalt
EGCG ¢és GCG a B-glukuronidaz latencigjat 80% folé emelte. A mikroszoméan végzett
mérésekhez hasonloan az EGCG ép membrannal rendelkezd egér hepatoma sejteken is
csokkentette a MUGA deglukuronidaciojat, mig ebben az esetben sem fejtett ki gatld
hatast a membran permeabilizalasa utan (13. abra).

Az intakt sejteken végzett mérések esetében nem zarhaté ki, hogy a MUGA

crer

folyamatnak a jelentdségét megitélni nem tudjuk, tekintettel arra, hogy sem a lizoszomalis
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membran glukuronidtranszportjat, sem a lizoszomalis glukuroniddz latencidjat nem
vizsgaltak eddig. Mindemellett a mikroszéman és a hepatoma sejteken megfigyelt hasonld
gatlast kétféleképpen magyarazhatjuk. Egyik lehetséges magyarazat az, hogy a
lizoszomalis  hidrolizis  elhanyagolhatd6 mértéki az ER  lumenében  zajlo
deglukuronidacidhoz képest. Elképzelhetd ugyanakkor az is, hogy az EGCG a lizoszomalis
¢s a mikroszomalis aktivitast egyforma mértékben fékezi.

Az EGCG hatéstalansaga olyan kisérleti koriilmények kozott, mikor az enzim
szabadon hozzafér szubsztratjadhoz, azt mutatja, hogy a katekin a B-glukuronidaz enzimet
kozvetleniil nem gatolja. A latencia novekedése arra utal, hogy EGCG jelenlétében a
glukuronid nehezebben jut el a luminalisan elhelyezkedd enzimhez, vagyis a katekin az ER
glukuronidtranszportjat fékezi. Ezt a feltételezést kozvetlen transzportvizsgalataink is
alatamasztottadk. Gyorsszlirés segitségével mértik a mikroszoma MUGA-felvételének
sebességét kontroll mintdkon (EGCG hozzéadésa nélkiil) és EGCG jelenlétében. A katekin
a transzport kezdeti sebességét jelentésen csokkentette: mar 50 uM-os koncentracioban
80% feletti gatlast figyelhettiink meg; nagyobb koncentracioknal a gatlas a 90%-ot is
megkozelitette (15. abra). A mikroszomalis glukuronidfelvétel vizsgalata soran EGCG
hianyaban 2 perc alatt, mig EGCG jelenlétében csak 10 perc alatt allt be az egyensulyi
allapot (14. éabra). Kiemelendd, hogy a flavanol jelenléte nem valtoztatta meg az
egyensulyi glukuronidkoncentraciot; ezzel kizarhatjuk, hogy az ozmotikus viszonyok és a
vezikulumok méretének a megvaltozdsa okoznad a transzport latszolagos csokkenését.
Eredményeink alapjan kijelenthetjiik, hogy a zold tea katekinek a deglukuronidaciot
kozvetve, a glukuronidtranszport gatlasan keresztiil fékezik.

Egyelore kevés vizsgalat sziiletett arra vonatkozoan, hogy az EGCG hogyan
befolyasolja az ER tobbi transzporterének miikodését. A rendelkezésre allo adatok alapjan
mégis ugy latszik, hogy az EGCG jelentdsen specifikusabb hatast fejt ki, mint az eddig
ismert gatloszerek, az altalanos aniontranszport-gatlo és tiol-alkilalo vegyiiletek. A
flavanol ugyanis nem befolyasolja sem a glukozidok (példdul a MUGA-hoz hasonlo
szerkezeti metil-umbelliferil-glukozid) [86], sem a gluk6z-6-foszfat mikroszomalis
felvételét [96]. Ugyanakkor az ER glukoztranszportjat — bar jelentdsen kisebb mértékben —
ugyancsak lassitja [96]. A glukuronidtranszportot gatld katekinek szerkezetét
tanulmanyozva megallapithatjuk, hogy a gallo- és a gallatcsoport jelenléte a hatékonysagot

fokozta (2. tdblazat). Legjelentdsebb gatlast azon vegyiiletek esetében figyelhettiink meg,
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melyek mindkét funkcids csoportot tartalmazzdk: az EGCG ¢és a GCG esetében.
Gallocsoport hianyaban a vegyiilet (ECG) kevésbé hatékony, és még enyhébb gatlast
lattunk, amennyiben a katekin gallocsoportot ugyan hordoz, galldtcsoportot azonban nem
(GC ¢s EGC). Az EC, mely egyik funkcios csoporttal sem rendelkezik, kisérleteink soran
hatastalannak bizonyult.

A katekinek a késébbiekben hasznos segitséget nyujthatnak a mindeddig
azonositatlan transzport fehérje/fehérjék tovabbi vizsgalataban.

Korabbi eredmények alapjan valoszinlinek latszik, hogy a glukuronidok
transzportjat nem egyetlen fehérje végzi, hanem a mikroszomdlis membran tobb
kiilonb6zo, eltérd specificitast  glukuronid-transzporterrel rendelkezik. Megfigyelték
ugyanis, hogy az 6sztradiol-17p-D-glukuronid felvételét tobb glukuronid (6sztradiol-33-D-
glukuronid és a fenolftalein-pB-D-glukuronid) gatolta, mig mas glukuronidok (p-nitrofenil-
B-D-glukuronid és a p-acetamidofenil-pB-D-glukuronid) nem befolyasoltak a transzport
sebességét, annak ellenére, hogy maguk is felvételre keriilnek a mikroszémaba [25]. A
jelenség tovabbi vizsgdlata a kiilonb6zé glukuronidok kozotti  kompeticiok
feltérképezésével legalabb harom kiilonb6z6 transzporterfehérje 1étezését valdsziniisiti; a
transzporterek specificitasat a glukuronidok mérete és alakja hatarozza meg [52].

Annak ellenére, hogy nem ismert olyan korkép, melynek hatterében bizonyitottan a
glukuronidtranszport defektusa allna, az elvaltozast egy konjugalt hiperbilirubinémiaban
szenvedd beteg esetében kimutattdk. A bilirubin-p-D-diglukuronid felhalmozddott a beteg
majabol késziilt mikroszomaban, érdekes modon azonban a kisméretti 1-naftil-B-D-
glukuronid normalis sebességgel 1épett ki a lumenbdl [52]. A kiilonb6z6 méretii
glukuronidok transzportja kozott e human patologias esetben is megfigyelt kiilonbség
ismételten alatdmasztja a mérettdl/alaktol fiiggd eltérd specificitdsu glukuronid-
transzporterek 1étezését. A kicsi és nagy glukuronidok elkiiloniilt transzportja felveti annak
a lehetdségét is, hogy a transzportért felelos fehérje a konjugalt vegyiiletek tovabbi utjanak
meghatarozasdban is szerepet jatszik. Ismert jelenség ugyanis, hogy a terjedelmes
glukuronidok rendszerint a hepatocitak apikalis (kanalikularis) membranjan keresztiil, mig
a kisebb méretiiek jellemzden a bazolateralis membranon keresztiil hagyjak el a sejtet [54].
Kérdéses azonban, hogy a sejt melyik részén kezdddik a glukuronidok szortirozésa.

A kiilonb6z6 glukuronidok transzportjanak sebessége széles hatarok kozott

valtozik. Altalanossagban elmondhato, hogy a kisméretii glukuronidok gyorsabban, a

59



DOI:10.14753/SE.2015.1981

nagyobbak lassabban 1épik at az ER membranjat. A legkisebb vizsgalt glukuronid, a p-
nitrofenil-B-D-glukuronid olyan gyorsan hagyja el a patkany maj mikroszomat, hogy gyors
sziiréssel nem is volt lehetséges a transzport sebességének a mérése. Ezzel szemben a
modszer alkalmasnak bizonyult a nagyobb méretli glukuronidok (6sztradiol-17B-D-
glukuronid, fenolftalein-p-D-glukuronid, M3G) vizsgalatara. Az alkalmazott legnagyobb
konjugatum, az M3G az ER membranjan feltiinden lassan jut at; a transzport sebessége két
nagysagrenddel kisebbnek adoddott, mint az 0Osztradiol-17B-D-glukuronid vagy a
fenolftalein-B-D-glukuronid esetében [52]. A kifejezetten lasst transzport felveti annak a
gyanujat, hogy a morfin biotranszformacidja soran luminalisan keletkezé6 M3G az ER-ben
reked. Osszhangban 4ll ezzel a feltételezéssel az a korabbi vizsgilat is, amely elkiiloniilt,
intracellularis M3G-készlet jelenlétét bizonyitja a morfint konjugal6 hepatocitakban [71].
vizsgaltuk. Ehhez a morfin glukuronsavas konjugécioja soran ujonnan keletkezé6 M3G
luminalis hanyadat LC-MS segitségével meghataroztuk.

Eredményeink azt mutattak, hogy in situ glukuronidacié esetén, ép membran
mellett a vezikulumok M3G-koncentracidja az egyensulyi koncentracional joval magasabb
értéket ér el (10. abra). A kisérlet elsé perceiben a luminalis M3G-mennyiség gyorsan nott,
azonban 8-10 perc utan ez a ndvekedés megallt. Ett6l a ponttdl kezdve a hosszabb
inkubacids id6k és magasabb teljes M3G-mennyiség ellenére a luminalis M3G-tartalom
nem nott tovabb, hanem az elért magas koncentracion stagnalt. A gorbe tantsaga szerint
tehat ebben az intervallumban a nagy kapacitassal, azonban kis affinitdssal jellemzett
M3G-transzport sebessége egyensulyt tart a glukuronid szintézisével. Ha szamszertsitjiik
megfigyelésiinket, a kovetkezé eredményt kapjuk: az in situ morfinglukuronidaci6é soran
elért egyensulyi allapotban az intralumindlis M3G mennyisége koriilbeliil 70 pmol/mg
fehérje volt (9. abra). Ugyanilyen intralumindlis koncentraciot a kiviilrél adott M3G
esetében (100 perces inkubacid utan, egyensulyban) akkor értiink el, amikor a teljes minta
M3G-tartalma 20 nmol/mg fehérje, azaz (tekintve az alkalmazott 1 mg/ml-es
fehérjekoncentraciot) 20 uM volt (6. abra). Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a 100 pM
morfin glukuronidacidja soran elért intraluminalis M3G-koncentracié 20 uM koriil lehet.
Méréseink szerint ennél a koncentracional az M3G-transzport sebessége koriilbeliil 40
pmol/perc/mg fehérje volt (8. abra). Ugyanakkor a morfinglukuronidacio sebességének

vizsgalatakor 100 uM szubsztrat mellett a szintézis sebességét 44,85 pmol/perc/mg
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fehérjének talaltuk (1. tdblazat). A szdmolasok eredményei tehat 6sszhangban vannak, és
szintén alatdmasztjdk azt a feltevésiinket, mely szerint a morfin glukuronidacidjakor az
uyjonnan keletkezé6 M3G felhalmozoédik a lumenben arra a szintre, amely mellett a kifelé
iranyul6 transzport mar 1épést tud tartani az UGT aktivitasaval.

Az altalunk leirt jelenség egyben azt is jelenti, hogy a morfin eliminalasat végzo
hepatocitak ER-jében egy — a citoplazmatol elhatarolt — dinamikus M3G-készlet épiil fel,
ami megmagyarazhatja azt a fent emlitett, korabbi megfigyelést, mely szerint az M3G a
patkany méajban elkiiloniilt intracellularis frakciot alkot. Annak ellenére, hogy az izolalt,
perfundalt patkany majba retrograd intrabiliaris Triton X-100 injekciot fecskendeztek, és
ezzel a hepatocitak kanalikularis membranjat szelektiven elroncsoltak, a sejtek M3G-
tartalmanak jelentds része érintetlen maradt [71]. Egy masik érdekes megfigyelés szerint a
morfin UGT indukcidja transz-stilbene-oxid [67, 68] vagy fenobarbital segitségével [69,
70] a gyorsult iitem{i morfinglukuronidacié ellenére az M3G biliaris kivalasztasanak
csOkkenését okozza. Az eredmények szerint a morfin UGT indukcidja sordn az M3G-
eliminacié megvaltozik, amiben szerepet jatszhat az M3G luminalis felhalmozddasa és a
lassu M3G-kiaramlas.

A major analgetikumként széles kdrben alkalmazott morfin biotranszformacidja és
— ezzel Osszefliggésben — a morfinmetabolitok bioldgiai aktivitdsa napjainkban sokat
kutatott téma. A morfin a fenolos hidroxilcsoport glukuronsavas konjugécidja soran
elvesziti fajdalomcsillapité hatasat, mert az M3G nem ko6tddik a p-opioid receptorhoz.
Ugyanakkor a nagy dézisi morfinkezelés soran megfigyelt, nem opioid receptor altal
medialt neurotoxikus mellékhatdsokért (allodynia, hyperalgesia, myoclonus) ezt a
metabolitot teszik elsdsorban feleléssé [10]. Igy a morfinglukuronidacio sebessége, az
M3G akkumulécidja és transzportja jelentds szerepet jatszik a morfinkezelés soran
tapasztalt terapids hatasok és a kezelést nehezitd mellékhatasok fellépésében, erésségében,
illetve idOtartamaban.

A morfin mellett szamos egyéb gyogyszerként hasznalt molekula, valamint
endobiotikumok, toxikus vagy karcinogén vegyiiletek biotranszformacidja torténik
glukuronsavas konjugacié segitségével. A glukuronidacié sordn ezen anyagok bioldgiai
aktivitasa, toxicitdsa modosul: az esetek jelentds részében csokken vagy teljesen elvész. A
vegyliletek ugyanakkor reaktivalodhatnak, és igy biologiai hatasukat vagy toxicitasukat

visszanyerhetik a glukuronozilcsoport enzimatikus hidrolizise, vagyis a deglukuronidéacio
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soran. Az UGT ¢és a B-glukuronidaz aktivitdsa meghatdrozo szerepet jatszik tobbek kozott a
gyogyszerek hatdstartamaban és a kémiai karcinogenezisben. Utobbit tamasztja ald az
egyes tumorok és a B-glukuronidaz aktivitasa kozott megfigyelt korrelacio is [45]. Ezzel
0sszhangban 4ll az a megfigyelés is, hogy a gyiimolcsokben és zoldségekben talalhato D-
glukarat ismert daganatmegel6z6 hatasat a B-glukuronidaz gatlasa révén fejti ki [50].

A deglukuronidacié folyamatdnak gatloszerei tehat orvosi szempontbdl a
daganatmegel6zés eszkOzei lehetnek. A zold tea flavanoljainak kemopreventiv
tulajdonsaga jol ismert tény; hatterében szamos kiillonb6z6 mechanizmust leirtak. Nem
mutattak ki azonban a zold tea katekinjeirél sem bakteridlis, sem dallati, sem human
sejteken, hogy a B-glukuronidaz enzimet kozvetleniil gatolndk. Patkanyokban a zold tea
fogyasztasanak hatdsara a bélbaktériumok glukuronidaz aktivitasa csokkent. A 20% kortili
gatlas pontos mértéke azonban erds Osszefliggésben 4allt az elfogyasztott tea
szeléntartalmaval, igy a hatast nem tulajdonithatjuk egyértelmiien a polifenoloknak [106].
Ezzel szemben kisérleteink soran kimutattuk, hogy a zdld tea polifenoljai izolalt ma3j
mikroszoméban és intakt hepatoma sejtekben kozvetve, a glukuronidtranszport gatlasan
keresztiil fékezik a deglukuronidacidé sebességét. Igy a flavanolok jelenlétében a
karcinogén vegyiiletek reaktivalasa csokkenhet, eliminacidjuk pedig felgyorsulhat.
Elképzelhetd, hogy a z06ld tea ismert tumorellenes hatasahoz az altalunk megfigyelt
mechanizmus is hozzéjarul.

Human farmakokinetikai vizsgélatok szerint rendszeres z06ld tea, illetve zold tea
kivonat fogyasztasaval 4 uM koriili plazma EGCG koncentracio érheté el [107, 108].
Ennél valamivel magasabb, 8,7 + 4,5 uM-os koncentraciot értek el az emberi plazméban,
amennyiben az 1200 mg EGCG-t tartalmazo, egyszeri Polyphenon E (koffeinmentesitett
zold tea kivonat) dozist éjszakai €hezés utan, éhgyomorra fogyasztottdk el a vizsgalt
onkéntesek [109]. A zold tea elfogyasztasat kovetéen 1,3 és 1,6 ora kozotti id6 elteltével
észlelték a kiilonb6zd katekinek maximalis plazmakoncentraciojat; az eliminécids
féléletidé EGCG esetében 3,4 ora volt [110]. A tea polifenolok bioldgiai hasznosulasa
rendkiviili mértékben fiigg a taplaltsagi allapottol [109] és a zold teaval egyiitt bevitt
taplalék oOsszetételétdl [111], valamint jelentds egyéni kiilonbségeket is megfigyeltek
[112].

A tea flavanolok oralis bejutas esetén jelentGs ,,first pass” effektuson mennek

keresztiil. Mar a vastagbélben bakterialis emésztésen esnek at, tobbek kozott a dihidropiran
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gyurti felhasitdsa utan valerolaktonok keletkeznek. A bélhamsejtek enzimeinek
segitségével szulfatdlt, metilalt, glukuronsavas konjugatumok képzddnek. Ezek a
szarmazékok a majban tovabbi biotranszformacion mennek keresztiil; igy a szisztémas
keringésbe jutd, valamint a vizeletbe kivalasztodo vegyiileteknek csak elenyészé hanyadat
képezik az eredeti katekinek. Sajnalatos modon a metabolitok bioldgiai aktivitasat eddig
nem vizsgaltak, igy ezek jelentdségét nem tudjuk felmérni [112, 113].

A katekinek rakmegel6z6 hatasanak in vitro vizsgalatahoz, a szignal transzdukcios
utak ¢és az apoptozis tanulmanyozasakor sejtes modellen az elérhetd plazmaszintnél
magasabb, 10 ¢és 100 pM kozotti EGCG-koncentracid alkalmazasat az irodalom
elfogadhatonak tartja [114-116]. Sajat kisérleteink soran is ebben a tartomanyban bizonyult
az EGCG hatékonynak. Vizsgalatainkkor mar 10 pM EGCG-t alkalmazva is a
glukuronidtranszport tobb mint 40%-os gatlasat észleltiik (15. 4bra). Ennek ellenére
elképzelhetd, hogy a zdld tea némely kisérleti koriilmények kozott megfigyelt hatasa csak
a katekinek farmakologiai dozisaval érhetd el. Ugyanakkor az in vitro és az in vivo
megfigyelések a kiilonb6zd koncentraciok ellenére egymadssal 6sszhangban allnak, emellett
a katekinek intraperitonedlis injekcidja utan ugyanolyan metabolikus hatdsokat
figyelhetiink meg, mint a zold tea szajon keresztiili elfogyasztasa utan. Mindez arra enged
kovetkeztetni, hogy bar az EGCG plazmaszintje oralis adagolast kovetden nem éri el az in
vitro hatasos koncentraciot, in vivo a flavanolok mégis kifejtik a hatasukat. Ennek egyik
magyarazata lehet a katekinek feltételezett feldusuldsa bizonyos sejtekben, sejtalkotokban;
igy lokalisan hatékony koncentraciot érhetnek el. Ezt tdmasztja ald, hogy kisagyi
szemcsesejtekbol  izolalt  sejttenyészeten kimutattdk az EGCG  mitokondrialis
endotelsejteken vizsgaltdk a vegyiilet sejten beliili megoszlasat. A citoszolban észlelt
fluoreszcens mintazat arra utalt, hogy az EGCG egyes sejtalkotokban felhalmozodott, nagy
valoszintiséggel az ER-ben ¢s a mitokondriumokban [85].

A fejezet végén egy metodikai kérdésre, a szacharolakton alkalmazésara térek ki. A
glukuronidacio és a glukuronidtranszport sebességének mérésekor szdmitasba kell venniink
a mikroszomalis B-glukuronidaz miikodését, mely a lumindlis glukuronid egy részét
hidrolizalja. Tekintettel arra, hogy a glukuronidacié sebessége jellemzden 5-10-szer
nagyobb, mint a hidrolizisé¢, az UGT aktivitdsanak mérésekor a glukuronidazgatlo

szacharolakton hasznalatat rutinszerien nem ajanljak [117]. Nem hanyagolhatjuk el
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azonban a mikroszomalis B-glukuroniddaz miikodését a transzportmérések soran (amikor
UDP-glukuronsav hidnyaban a glukuronid nem keletkezik, csak bomolhat), igy ebben az
esetben az enzim szelektiv gatlasa (esetlinkben szacharolakton segitségével) javasolt [7,
52]. Szacharolakton hozzaadasa a mintakhoz a MUGA felvételének kezdeti sebességét
nem modositotta, igy méréseink eredményét nem torzitotta (14. &bra). Jol lathato
ugyanakkor az is, hogy szacharolakton hianyaban, amikor a B-glukuroniddz a luminalis
MUGA-t fogyasztja, az egyensuly jelentésen alacsonyabb glukuronidkoncentracional all
be. Ez a megfigyelés jol egyezik a latencia jelenségébdl is levont kdvetkeztetéssel, mely
szerint a glukuronidtranszport a deglukuronidacié sebességmeghataroz6 tényezdje.
Amennyiben ugyanis a B-glukuronidazt nem gatoljuk, a glukuronidbedramlés képtelen az
enzimatikus hidrolizissel 1€pést tartani.

A MUGA-transzport vizsgalatahoz hasonléan szacharolaktont az M3G-vel végzett
méréseink soran is alkalmaztunk. Ezlttal azonban nemcsak a transzportméréseket, hanem a
morfinglukuronidacio vizsgalatat is a gatloszer jelenlétében végeztiik. Az in situ keletkez6
morfinglukuronid mikroszoémahoz asszocidlt hanyaddnak meghatidrozasa utdn ugyanis
eredményeinket Osszevetettiik azokkal a mérésekkel, amikor kiviilrél adott M3G mellett,
100 perces inkubacié utdn mértilk a vezikulumokhoz asszocialt M3G-mennyiséget (10.
abra). Az utdobbi méréshez a hosszll inkubacids idé miatt a szacharolakton alkalmazasa
feltétleniil  sziikséges  volt. A két  kisérlet soran  kapott  eredmények
Osszehasonlithatosadganak érdekében a morfin glukuronidacio vizsgélatat is azonos kisérleti
koriilmények mellett, szacharolakton jelenlétében végeztiik.

A morfin glukuronidacidjanak és az M3G transzportjanak vizsgalata soran is
parhuzamos meéréseket végeztiink a gatloszer jelenlétében és annak hianyaban. Az
eredmények azt mutattdk, hogy a szacharolakton sem az M3G képzddésének, sem
transzportjanak a sebességét nem befolyésolta jelentés mértékben (ezeket az adatokat a

dolgozatban nem mutattam be).
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10. Kovetkeztetések

Munkank soran az ER glukuronidtranszportjat tanulmanyoztuk. Megvizsgaltuk, hogy
az M3G lassu kidramlasa [épést tud-e tartani a glukuronid keletkezésével, vagy a luminalis
morfinglukuronidacié soran a termék felhalmozddik az organellum lumenében. Emellett
kerestik a glukuronidtranszport gatloszerét. A konjugatum ER-be jutdsa ugyanis a
deglukuronidacié sebességmeghatarozo 1épése, igy gatloszerei kozvetve fékezik az
inaktivalt karcinogén vegyiiletek reaktivalasat, és ezaltal csokkenthetik a sejtek malignus
hatdsdhoz a fenti mechanizmus hozzdjarulhat-e: befolyasoljak-e a katekinek a
mikroszomalis B-glukuroniddz vagy a glukuronid-transzporter miikodését. Kiséreleteink

soran az aldbbi kovetkeztetésekre jutottunk:

1.  Megallapitottuk, hogy intakt patkany maj mikroszoméaban az in situ morfin-
glukuronidacid soran az egyensulyi koncentracional jéval magasabb luminalis M3G-
koncentracio épiil fel, tehat az M3G, a lassu kidramlas kovetkeztében, a lumenben

felhalmozodik.

2. Az ujonnan keletkez6 M3G lumindlis felhalmozoddsa megmagyardzza azokat a
korabbi eredményeket, melyek szerint a konjugdtum a citoplazmatol elkiiloniilten
helyezkedik el a sejtben [61]; egyben felveti annak lehetdségét, hogy a
glukuronidtranszport bizonyos esetekben a glukuronidacié sebességmeghatarozo

lépése lehet.

3. A qgallo- és/vagy gallatcsoporttal rendelkezé z6ld tea flavanolok a mikroszomalis
glukuronidaz aktivitdst jelentdsen csokkentették ¢ép membran mellett, mig
membranpermeabilizalas utan egyediil a GCG fejtett ki szignifikans hatast. A
glukuronidbontast gatld hatast EGCG esetében intakt hepatoma sejteken is
bizonyitottuk. Az altalunk leirt jelenség, a deglukuronidacié — ép membran mellett

megfigyelt — gatlasa hozzajarulhat a zold tea ismert kemopreventiv hatasahoz.
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Kozvetlen transzportmérések segitségével igazoltuk, hogy az EGCG fenti hatasat a
mikroszomalis glukuronidtranszport gatldsan keresztiil fejti ki. Az altalunk vizsgalt
glukuronid ER-membranon keresztiili mozgasat a flavanol koncentraciofiiggé moédon
gatolja. Azonositottunk tehat egy, a korabban alkalmazott altaldnos aniontranszport-
gatld és tiol-alkilald szereknél lényegesen specifikusabb, hatékony és nem toxikus
gatloszert, amely a mindeddig azonositatlan glukuronid-transzporter(ek) tovabbi

vizsgalata soran hasznos segitséget nyujthat.
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11. Osszefoglalas

Az endoplazmas retikulum (ER) lumenében elhelyezked6 UDP-glukuronozil-
transzferdz (UGT) ¢és pB-glukuronidaz enzimek aktivitdsa szorosan kapcsolodik a
membranon keresztiili transzporthoz. Az UGT-k termékei, illetve a P-glukuronidaz
szubsztratjai, a B-D-glukuronidok, fehérjemedialt, passziv transzport segitségével jutnak at
az ER membranjan, ami az utdébbi enzim mikodésének sebességét is meghatarozza.
Fontossaga ellenére — a technikai nehézségek miatt — a glukuronidtranszport alapos
jellemzése és a kdzremiikodo fehérjék azonositasa még varat magara.

Kimutattuk, hogy a morfin biotranszformacidja soran keletkez6 morfin-3-
glukuronid (M3G) rendkiviil lassu transzportja kovetkeztében az ER lumenében
felhalmozodik. Megallapitasunk Osszhangban all azzal a korabbi megfigyeléssel, mely
szerint az M3G a sejten beliil elkiiloniilt, a plazmamembran szelektiv elroncsolasaval nem
mobilizalhat6 frakciot alkot; egyben felveti annak lehetségét, hogy a glukuronidtranszport
bizonyos esetekben a glukuronidaci6 sebességmeghatarozo 1épése is lehet.

Gyors sziirés modszerrel kimutattuk, hogy a tea flavanol epigallokatekin-gallat
(EGCG) hatékonyan, koncentraciéfiiggd modon gatolja a metilumbelliferil-glukuronid
(MUGA) mikroszomalis felvételét, és ezaltal a mikroszomalis B-glukuroniddz mikodését
is fékezi. A deglukuronidacid géatlasa a kémiai karcinogének reaktivalodasat csokkenti, ami
hozzajarulhat a z61d tea ismert rakmegel6z6 hataséhoz.

Az EGCG mint a glukuronid-transzporter gatloszere a késObbiekben hasznos

eszkoz lehet a fehérje vizsgalata, esetleg azonositasa soran.
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12. Summary

Activity of UDP-glucuronosyltransferase (UGT) and B-glucuronidase enzymes is
necessarily associated with transport processes due to their localization in the lumen of the
endoplasmic reticulum (ER). Transport of B-D-glucuronides — products of UGTs and
substrates of B-glucuronidase — across the ER membrane was shown to be protein-
mediated, and their uptake limits the activity of the latter enzyme. Despite its importance,
due to the technical difficulties, glucuronide transport has not been exactly characterized
yet, neither at functional, nor at molecular level.

We revealed the luminal accumulation of morphine-3-glucuronide (M3G) during
morphine conjugation because of the extremely slow release of this glucuronide. Our
observation is in accordance with earlier findings, which suggested the existence of
separate intracellular M3G pools: a remarkable part of the intracellular M3G content was
unaffected by the selective permeabilization of the apical plasma membrane. The observed
accumulation suggests that transport of certain glucuronides might limit the rate of
glucuronidation.

Using rapid filtration method, we detected that epigallocatechin-gallate (EGCG),
the main green tea flavanol, significantly inhibit the microsomal uptake of
methylumbelliferyl-glucuronide (MUGA) in a concentration-dependent manner. Via
inhibition of glucuronide transport, flavanols also moderate the activity of -glucuronidase.
Blocking of deglucuronidation reduces the reactivation of chemical carcinogens, which
might contribute to the known anti-cancer effect of green tea.

EGCG, as a novel specific inhibitor of microsomal glucuronide transport, might
become a useful experimental tool for further investigation and identification of the yet

unknown protein(s) involved.
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koromtol iranyitasa alatt dolgozhattam, és rengeteget tanulhattam t6le. Barmikor
fordulhattam hozzd szakmai segitségért, humoranak, tiirelmének és bizalmanak
kdszonhetden munkcsoportjaban 6rom volt a kutatas.

Koszonettel tartozom Mandl és Béanhegyi professzor uraknak, amiért lehetové
tették, hogy PhD-munkamat az Orvosi Vegytani, Molekularis Bioldgiai és Patobiokémiai
Intézetben végezzem.

Koszonom Tiittd Anndnak, hogy egyiitt kezdtiik a glukuronidtranszportot vizsgalni
és sok kisérletet kozosen végeztiink. Koszonet illeti kooperacios partneriinket, a Dundee-i
Egyetem kutatocsoportjat, ahol Adam G. Staines és Michael W. H. Coughtrie segitségével
a mérések egy része késziilt.

Halas vagyok a labor tagjainak segitOkészségiikért, a kiilonboz6 metodikak
megtanitdsdért, a viddm légkorben zajldé munkéért. Koszonetet szeretnék mondani
M¢észaros Tamasnak az irdnyitdsaval végzett kisérletekért, szakmai ¢és emberi
tamogatasaért. Mile Valéridnak koszonom a kisérletek soran nyujtott technikai segitséget

¢és Sonnevend Kingéanak a fokozatszerzési eljards megszervezésében nyujtott segitséget.
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