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Bevezetés

A Dbiotranszformacidé sordn szervezetink az endogén ¢€s exogén
vegyliletek széles skaldjat képes atalakitani és kivalasztasra alkalmassa
tenni. A masodik, konjugacidos fazis mennyiségi szempontbol
legjelentdsebb reakcioja az endoplazmas retikulum (ER) lumenében zajld
glukuronsavas konjugacio. Aluminalis aktiv centrummal rendelkezé UDP-
glukuronozil-transzferaz (UGT) enzimek az UDP-
glukuronsavglukuronozilcsoportjataz ~ aglikon  nukleofil ~ funkcids
csoportjara helyezik (1. abra). A reakcio terméke a toltéssel rendelkezd,
vizoldékonyB-D-glukuronid, melyet a szervezet ily moédon elOkészitett az
epe vagy a vizelet utjan valo kivalasztasra. Az esetek tobbségében a
konjugaci6 a kordbban aktiv vagy toxikus vegyliletek inaktivaldsat is

eredményezi.
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1. abra: Glukuronidacio és deglukuronidacio

EG: egazin, GDAZ: f-glukuronidaz, GT: glukuronid

transzporter,UGT: UDP-glukuronozil-transzferaz

Az UGT enzimek szubsztratjai kozott szerepelnek endogen
vegyliletek, mint példaul a bilirubin, a retinoidok, a pajzsmirigy
hormonok, a szteroid hormonok és a katekolaminok. Emellett szamos
xenobiotikum, tobbek kozott gyogyszerek (példaul kemoterapias szerek
vagy a morfin) ¢és a kémiai karcinogének jelentds része
inaktivalodikglukuronsavas konjugacio segitségével. Ennek megfelelden
az UGT-k alacsony aktivitasa a rakkeltd vegyiiletek csokkent inaktivalasan
az UGT-k mikodése a napjaink egyik legnagyobb egészségiigyi
problémajat jelentd daganatos megbetegedések megeldzésében is fontos

szerepet jatszik.



A biotranszformacid fo helyszinein, elsOsorban a majban keletkezo
glukuronsavaskonjugatumok egy része a szisztémas keringéssel eljut
tavolabbi sejtekig, és itt a B-glukuronidaz altal katalizalt reakcioban
enzimatikus hidrolizisen megy keresztiil (1. abra). A folyamat
kovetkeztében felszabadul az eredeti, konjugalatlan — jellemzden
bioldgiailag aktiv vagy toxikus — aglikon, mely igy lokalisan kifejtheti
hatasat. A B-glukuronidaz miikodése soran reaktivalodnak a karcinogén
vegyliletek is. Ezzel magyarazhatd, hogy az enzim aktivitasa és egyes
tumorok  el6forduldsa  kozott  korrelaciot  figyeltek meg. A
daganatmegel6z0 hatasu glukaratrol pedig leirtak, hogy jotékony hatédsat
af-glukuronidaz gatlasa réven fejti ki.

Mind a glukuronidécid, mind a deglukuronidéacié az ER lumenében
megy végbe. A luminalis lokalizacio kovetkezménye, hogy az enzimek
mukddéséhez sziikség van a szubsztratok €s a termékek transzportjara az
ER membranjan keresztiil. Mig az UGT lipofil szubsztratja szdmara az ER
membranja nem képez barriert, addig a toltéssel rendelkezd, nagyméretii
UDP-glukuronsav ¢s glukuronidok a lipid kettdsrétegen egyszerli diffuziod
segitseégével nem jutnak at. Funkcionalis vizsgélatok szerint transzportjuk
fehérjemedialt, kétirdnyu, passziv folyamat, a folyamatban résztvevo
fehérjek azonositasa azonban mindeddig sikertelen volt.

A transzport folyamatok fontossagara hivja fel a figyelmet a
luminalis enzimek latenciaja, vagyis az a jelenség, hogy intakt membran
mellett az enzim aktivitasa csak toredéke annak, amit a membran
atjarhatova tétele, permeabilizaldsa soran tapasztalunk. Utobbi esetben

ugyanis az enzim szabadon hozzafér szubsztratjdhoz, mig €p membran
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mellett az enzimaktivitast a szubsztrat membranon keresztiili transzportja
limitdlja. Ha az aktivitasokban ¢&szlelt kiilonbséget a permeabilizalt
membran mellett mért érték szazalé¢kaban fejezziik ki, a latencia értekét
szamszerlleg is megkapjuk. Az UGT-k mintegy 90 %-os latenciajat az
UDP-glukuronsav felvételének tulajdonitjuk, mig a B-glukuronidaz 40 %
koriili latenciajat a glukuronidtranszport magyarazza.

A glukuronidok felvétele az ER-betehat a deglukuronidacio
sebességmeghatarozo 1épése.Ennek koszonhetden a folyamat lassitasa
feltételezhetéen ugyanugy kemopreventiv hatasa lehet, mint a J-
glukuronidaz enzim kozvetlen gatlasa. Ismert, hogy az altalanos
aniontranszport-gatldé és tiol-alkilalo szerek a glukuronidbearamlast
akadalyozzak, azonban a folyamat specifikus gatloszerét még nem irtak le.

A kiilonbozd glukuronidok eltérd sebességgel lépik at az ER
membranjat, a transzport sebessege elsdsorban a konjugatum méretével
mutat — forditott irany — Osszefliggeést. A nagymeéretili, rigid struktiraja
morfin-3-glukuronid (M3G) tobb nagysagrenddel lassabban jut at a
membranon, mint mas glukuronidok. Az igen lassi transzport felveti
annak a gyanujat, hogy a morfin biotranszformacioja sordn az M3G-
kidramlas nem tud 1épést tartani a szintézissel, igy a konjugatum az ER
lumenében reked. Ezt a gyantt erdsiti az a megfigyelés is, hogy az M3G a
sejten beliil elkiiloniilt, a plazmamembran szelektiv elroncsolasaval nem
mobilizadlhato frakciot alkot. A major analgetikumként széles korben
alkalmazott morfin mennyiségileg legjelentdsebb metabolitjanak, az M3G-
nek az eliminacigja tobbek kozott azért is érdekes, mert ezt a

fajdalomcsillapito hatassal nem rendelkezd konjugatumot teszik feleldssé a
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morfin kezelés soran fellépd mellékhatasok egy részéért (myoclonus,

hyperalgesia, allodynia).



Ceélkituzések

A Dbiotranszformacidoban betoltott fontos szerepiik ellenére a
glukuronidtranszportot végzo feherjeket mindmaig nem azonositottak, €s
miikodesiikrdl igen keveset tudunk. Nem ismert specifikus gatldoszeriik
sem.

Munkank soran a glukuronidtranszport funkcionalis vizsgalatait
végeztiik. Megvizsgaltuk, hogy az M3G lassu transzportja az in Situ
keletkezé6 konjugatum luminalis felhalmozddasahoz vezet-e. Emellett
kerestiik a glukuronidtranszport lehetséges gatloszereit. Irodalmi adatok
alapjan az ilyen hatdéanyagok a B-glukuronidaz kozvetett gatlasa révén a
karcinogén vegyiiletek reaktivalodasat csokkenthetik, tehatkemopreventiv
hatassal birhatnak. Ismert, hogy a zold tea flavanoljai(katekinjei) szamos
daganat kialakuldsat megel6zik. Kivancsiak voltunk tehat arra, vajon
ehhez a jotékony hatashoz a deglukuronidacid gatlasa is hozzajarulhat-e.
Megvizsgaltuk ezért, hogyan befolyasoljak a zold tea katekinek a P-

glukuronidaz enzim ¢€s a glukuronidtranszport aktivitasat.



Modszerek

A — mas sejtalkotoktol elkiilonitett — ER miikddésének in vitro
vizsgalatdhoz  kiterjedten hasznaljak a  frakcionalt centrifugalas
segitseégével eldallitott mikroszoma frakcidt. Kiseérleteinket intakt és
alameticinnel permeabilizaltWistar patkdny maj mikroszoman ¢és Hepa
Iclc7 egér hepatoma sejteken végeztiik.

A morfinglukuronidacié vizsgalatakor feleslegben adott UDP-
glukuronsav és morfin jelenlétében inkubaltuk a patkdny m3j
mikroszomat, a keletkezd M3G mennyiségét LC-MS segitségével mertiik.

Patkany maj mikroszoma és egér hepatoma sejtekp-glukuronidaz
aktivitasinak ~ méréséhez  modell  szubsztratkéntmetil-umbelliferil-
glukuronidot (MUGA) hasznaltunk, a keletkezo metil-
umbelliferon(MUMB) mennyiségétHPLC segitségével hataroztuk meg. A
z0ld tea flavanolok hatasdnak vizsgalatdhoz a katekineket egy perccel a
szubsztrat hozzaadasa elott adtuk a mintahoz.

A glukuronidtranszport méréséhez a gyorssziirés (rapid filtracio)
modszerét alkalmaztuk. Transzmembran koncentracidgradiens 1étrehozéasa
utan a mikroszomatinkubaltuk, majd celluloz-acetat/nitrat filteren
lesziirtiik és atmostuk. A glukuronidokat a filterrél 50 %-0s acetonitrillel
leoldottuk, majd HPLC (MUGA esetében) és LC-MS (M3G esetében)
segitségével detektaltuk. A membranhoz asszocialt glukuronidmennyiséget
permeabilizalt mikroszoman végzett mérés segitségével hataroztuk meg.

Alumen  glukuronidtartalmataz intakt és a  permeabilizalt



mikroszomankapott eredmények kiilonbsége adta.A transzportméréseket a
glukuronidazgatldszacharolakton jelenlétében végeztiik.

A MUGA felvétel idofiiggését a legjelentdsebb zold tea flavanol, az
epigallokatekin-gallat (EGCG) jelenlétében is megmértiik, majd az EGCG
hatasanak koncentraciofliggését megvizsgaltuk 0 és 400 uM kozott
koncentraciotartomanyban.

A MUMB ¢és a MUGA mennyiségének meghatarozasahoz az
elvalasztas WatersAlliance 2690 tipusu HPLC segitségével, Nucleosil 100
C18-as oszlopon, gradiens elucidval tortent. A MUMB fluoreszcencidjat
325 nm-es excitacios hulldamhossz és 455 nm-es emisszids hulldamhossz
mellett, a MUGA abszorbancidjat 317 nm-es hullamhosszon detektaltuk.

Az M3G méréséhez a minta komponenseit elsé 1épésben HPLC
(Aligent HP1100 LC system, Aligent Technologies) segitségével ODS2
oszlopon, gradiens elucioval elvalasztottuk, majd az
eluatumottomegspektrométerbe (Micromass LC Quattro) injektaltuk €s az
M3G-t electrospray ¢és multiplereaction monitoring alkalmazaséaval pozitiv
ionizacidés modban detektaltuk.

Az eredmények kiértékeléséhez, a linearis ¢és nemlinearis
regresszidhoz, valamint a statisztikai analizishez GraphPadPrism®
szoftvert hasznaltunk. Minden vizsgalat soran legkevesebb harom
parhuzamos mérést végeztiink, ¢és a kisérleteket legaldbb harom
alkalommal végrehajtottuk. Az eredményekbodl atlagot szamoltunk ¢s
meghataroztuk a széras (standard deviation) értékét. A szignifikancia-

szintet0,01 p-értéknél allapitottuk meg.



Eredmények

Az in situ keletkez6 M3G luminalis akkumulacidjanak vizsgalata

Az M3G be- és kiaramlasanak vizsgalata soran az irodalmi adatokkal
osszhangban kétiranyu, kis affinitdsti transzport mechanizmusra utal6
eredményeket kaptunk. A morfin UGT enzim latencidja vizsgalataink
soran az alkalmazott morfinkoncentraciotdl fliggetleniil minden esetben
90%-nak bizonyult, ami szintén az irodalomban olvashatdo adatoknak
megfelel.

Megvizsgaltuk, hogyan valtozik a mikroszoma M3G-tartalma a
morfin in situglukuronidacidja soran (2. 4bra). Permeabilizalt
mikroszomaban a glukuronidmennyiség az iddvel ¢és a keletkezett M3G-
mennyiseggel linearisan novekedett. Ezzel szemben intakt membran
mellett a vezikulumokglukuronidtartalma a mérés elsé perceiben
jelentdsen, mintegy harmincszor gyorsabban ndtt, mint permeabilizalt
mikroszomaban; annak ellenére, hogy a glukuronidacidé sebessége ¢ép
membran mellett csak tizede annak, amit membranpermeabilizalds utan
mérhetiink. Az M3G mennyiségenek kezdeti, gyors ndvekedése 8-10 perc
utan megallt és elért egy platd szakaszt. Ettol a ponttol kezdve a hosszabb
inkubacios 1dok és magasabb teljes M3G-mennyiség ellenére a luminalis
M3G-tartalom nem nétt tovabb, hanem az elért magas koncentracion

stagnalt.
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2. abra: Az in situ keletkezé6 M3G akkumulacioja

intakt mikroszomaban

Az in situmorfinglukuronidiaci6 soran mért eredményeket
Osszevetettik azokkal az értékekkel, amiket az extra- és
intravezikularisglukuronidkoncentracié kiegyenlitddése utan mérhetiink.
Ehhez amikroszomatkiviilrol adott M3G jelenlétében hosszasan
inkubaltuk, majd az egyensulyi helyzet beallta utan meghataroztuk a minta
teljes M3G-tartalma és a mikroszomahoz asszocialt M3G-mennyiség
kozotti  Osszefliggést.Mind intakt, mind permeabilizalt mikroszoma
esetében linearis 0sszefiiggést tapasztaltunk (2. abra).

Eredményeink azt mutatjak, hogy in situ glukuronidacié esetén, ép

membran mellett a vezikulumok M3G-koncentracidja az egyensulyi
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koncentracional joval magasabb értéket ér el (2. abra). A morfin
glukuronidacioja soran az ujonnan keletkez6 M3G felhalmozddik a
lumenben arra a szintre, amely mellett a kifelé iranyul6d transzport mar
Iépést tud tartani az UGT aktivitasaval. Az altalunk leirt jelenség egyben
azt is jelenti, hogy a morfin eliminalasat végzo hepatocitdkER-jében egy —
a citoplazmatél elhatarolt — dinamikus M3G-készlet épiil fel, ami
megmagyarazhatja azt a korabbi megfigyelést, mely szerint az M3G a

patkany majban elkiiloniilt intracellularis frakciét alkot.

A zold tea flavanolok glukuronidtranszportra kifejtett hatasa

Patkany mdj mikroszoma ¢s egér hepatoma sejtek MUGA--hidrolaz
aktivitasdnak mérésekor 40% koriili latenciat észleltiink.

A vizsgalt zold tea flavanolok tobbsége a glukuronidaz aktivitasat
jelentésen csokkentetteintakt mikroszomaban, ugyanakkora flavanolok a
gallokatekin-gallat (GCG) kivételével hatastalannak  bizonyultak
permeabilizalt membran mellett. Mas megfogalmazasban a katekinek

hatasara az intakt €s a permeabilizalt mikroszomaban mért aktivitdsok

glukuronidaz latencigjat 80% folé emelte. Az EGCG hatasat egér
hepatoma sejteken is megvizsgaltuk. A flavanol ebben az esetben sem
fejtett ki hatdst a membran permeabilizaldsa utan, mig intakt
membranokkal rendelkez6 sejteken jelentds mértékili gatlast tapasztaltunk.

A flavanolok hatéastalansdga olyan kisérleti koriilmények kozott,
mikor az enzim szabadon hozzafér szubsztratjdhoz, azt mutatja, hogy a
katekinek a B-glukuroniddz enzimet kozvetleniil nem gatoljak. A latencia
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novekedése arra utal, hogy a flavanolok jelenlétében a glukuronid
nehezebben jut el a lumindlisan elhelyezkedd enzimhez, vagyis a
katekinek az ER glukuronidtranszportjat fékezik. Ezt a feltételezést
kozvetlen transzportvizsgdlataink is alatamasztottak. Gyorssziirés
segitségeével mértiik a mikroszomaMUGA -felvételének sebességét kontroll
mintakon (EGCG hozzaadasa n¢lkiil) és EGCG jelenlétében (3. abra).

1.67
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EGCG

1.41

0.6
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%
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3. abra: Az EGCG hatasa a

mikroszémaglukuronidfelvételére

A katekin a transzport kezdeti sebess€gét jelentdsen csokkentette:

mar 50 uM-os koncentracidban 80% feletti gatlast figyelhettiink meg;
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nagyobb koncentracioknal a gatlas a 90%-ot 1s megkozelitette. A
mikroszomalisglukuronidfelvétel vizsgalata soran EGCG hianyaban 2 perc
alatt, mig EGCG jelenlétében csak 10 perc alatt allt be az egyensulyi
allapot (3. abra). Kiemelendd, hogy a flavanol jelenléte nem valtoztatta
meg az egyensulyi glukuronidkoncentraciot; ezzel kizarhatjuk, hogy az
ozmotikus viszonyok ¢€s a vezikulumok méretének a megvaltozasa okozna
a transzport latszolagos csokkenesét. Eredményeink alapjan kijelenthet;iik,
hogy a z0ld tea katekinek a deglukuronidaciot kozvetve, a

glukuronidtranszport gatlasan keresztiil fekezik.
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Kovetkeztetések

1.  Megallapitottuk, hogy intakt patkdny maj mikroszomaban az in
situmorfinglukuronidacidé soran az egyensulyi koncentracional joval
magasabb luminalis M3G-koncentracid ¢€piil fel, tehat az M3G, a lassu

kiaramlas kovetkeztében, a lumenben felhalmozodik.

2. Az yjonnan keletkez06 ~M3G  luminalis  felhalmozodasa
megmagyarazza azokat a korabbi eredményeket, melyek szerint a
konjugatum a citoplazmatol elkiiloniilten helyezkedik el a sejtben; egyben
felveti annak lehetdségét, hogy a glukuronidtranszport bizonyos esetekben

a glukuronidaciosebességmeghatarozé 1épése lehet.

3. A gallo- és/vagy gallatcsoporttal rendelkez6 zold tea flavanolok a
mikroszomalisglukuroniddz  aktivitast jelentdsen csOkkentették ¢ép
membran mellett, mig membranpermeabilizdlas utan egyedil a GCG
fejtett ki szignifikdns hatast. A glukuronidbontast gatlo hatist EGCG
eseteben intakt hepatoma sejteken i1s bizonyitottuk. Az Aaltalunk leirt
jelenség, a deglukuronidacio — ép membran mellett megfigyelt — gatlasa

hozz4ajarulhat a zold tea ismert kemopreventiv hatasdhoz.

4,  Kozvetlen transzportmérések segitségével igazoltuk, hogy az EGCG
fenti hatasat a mikroszomalisglukuronidtranszport gatlasan keresztiil fejti
ki. Az altalunk vizsgélt glukuronid ER-membranon keresztiili mozgésat a
flavanol koncentraciofiiggd mddon gatolja. Azonositottunk tehat egy, a
kordbban alkalmazott 4ltaldnos aniontranszport-gatld ¢&s tiol-alkilalo

szereknel lényegesen specifikusabb, hatékony €s nem toxikus gatldszert,
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amely a mindeddig azonositatlan glukuronid-transzporter(ek) tovabbi

vizsgalata soran hasznos segitséget nyujthat.
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