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1. UVOD

1.1 FLAVONOIDI

Flavonoidi su prirodni polifenolni spojevi koji se mogu naéi u voéu, povréu, Zitaricama, kori,
korijenju, cvije¢u te pi¢ima poput ¢aja i vina (Middleton, 1998). Otkri¢cem ,,francuskog
paradoksa®, odnosno pojave da se kod Francuza biljezi manja stopa smrtnosti i obolijevanja
od kardiovaskularnih bolesti, iako njihova prehrana u prosjeku sadrzi ve¢u koli¢inu zasi¢enih
masnih kiselina nego prosje¢na prehrana stanovnistva ostalih razvijenih zemalja, flavonoidi
su se na$li u srediStu mnogih istrazivanja (Formica i Regelson, 1995). Smatra se da su za
velik udio tih u¢inaka odgovorni spojevi sadrzani u vinu, to jest flavonoidi. Zato se danas
flavonoidi smatraju neophodnim komponentama u raznim farmaceutskim, medicinskim i
kozmetickim primjenama (Slika 1). To se pripisuje njihovim antioksidativnim, protuupalnim,
protu-virusnim, anti-mutagenim i anti-kancerogenim svojstvima povezanim s njihovom
sposobnos$¢éu moduliranja funkcija kljuénih stani¢nih enzima, poput ksantin-oksidaza (XO),

ciklooksigenaza (COX), lipoksigenaza i fosfoinozitid 3-kinaza (Panche i sur., 2016).
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Slika 1. Veza izmedu mehanizama djelovanja flavonoida i njihov u¢inak na bolesti (Nijveldt

i sur., 2001).



Flavonoidi su heterogena skupina spojeva ¢ija osnovna struktura je kostur difenilpropana.
Naime, dva benzenska prstena povezana su s tri lanca ugljika koji tvori zatvoreni piranski
prsten s benzenskim prstenom (Slika 2). Zbog toga se njihova struktura takoder naziva C6-
C3-C6 (www.tuscany-diet.net).
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Slika 2. Struktura flavonoida (preuzeto s epharmacognosy.com).

Flavonoidi se mogu podijeliti u razli¢ite podskupine ovisno o ugljiku na prstenu C na kojem
je vezan prsten B, stupnju nezasic¢enosti te oksidaciji C prstena (Slika 3). Flavonoidi u kojima
je B prsten povezan na polozaju 3 prstena C nazivaju se izoflavoni. Oni u kojima je B prsten
povezan na poziciji 4 nazivaju se neoflavonoidi, dok oni kod kojih je prsten B vezan na
poloZzaju 2 mogu se dalje podijeliti u nekoliko podskupina na osnovi strukturnih znacajki
prstena C. Ove podskupine su: flavoni, flavonoli, flavanoni, flavanonoli, flavanoli ili katehini,

antocijanini i kalkoni (Panche i sur., 2016).
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Slika 3. Vrste flavonoida (preuzeto s www.researchgate.net).



Ove podgrupe flavonoida imaju jedinstvene prirodne izvore, kao §to je prikazano u Tablici 1.

Tablica 1. Prirodni izvori flavonoida (preuzeto s blog.aicr.org).
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Flavonoidi se uglavnom javljaju u glikoziliranom obliku. U tankom crijevu i debelom crijevu
djelomi¢no su hidrolizirani na njihove aglikone enzimima bakterijskog porijekla (Slika 4.).
Njihovi farmakoloski u€inci ovisni SU o broju 1 polozaju hidroksilnih skupina u molekuli. Ove
skupine su uglavnom konjugirane da tvore O-glukuronide, sulfat-estere i O-metil etere.

Biotransformacija flavonoida utjeCe na njihova bioloSka svojstva, a time posljedi¢no i na
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zdravlje ¢ovjeka. Polifenoli su gotovo u cijelosti konjugirani. Oksidacija je manje zastupljen

metaboli¢ki put, ali takoder moZe imati znaGajan utjecaj na svojstva flavonoida (Covié i sur.,

2009). Za biotransformaciju flavonoida klju¢na je jetra gdje se odvija vecina metabolic¢kih

reakcija, a kod nekih je dokazano da su za to odgovorni upravo jetreni enzimi citokromi P450
(Viskupicova i sur., 2008).
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Slika 4. Pretpostavljena sudbina flavonoida u organizmu (Rice-Evans, 2001).



1.2 ENZIMI CITOKROM P450

Citokrom P450 (P450) enzimi predmet su velikog broja istrazivanja zbog njihove vaznosti za
metabolizam lijekova, steroida i karcinogenih spojeva. Njih 57 prisutno je u ljudskom
organizmu te su ukljuéeni u oko tri Cetvrtine metabolizma svih lijekova na trzistu. Uloga
pojedinih P450 moze se predvidjeti tijekom razvoja lijeka, a mnoge interakcije lijekova
shvacaju se u kontekstu P450 (Guengerich, 2005). Nazvani su tako jer su vezani za
membrane unutar stanice (cito) i sadrze pigment hema (krom i P) koji apsorbira svjetlost na
valnoj duljini od 450 nm kada je izloZen ugljicnom monoksidu u reduciranim uvjetima
(Weinshilboum, 2003; Wilkinson, 2005).

Citokrom P450 zajednicko je ime za velik broj razli¢itih hem-tiolatnih enzima koji su prisutni
u razli¢itim oblicima zivota: biljkama, insektima, ribama, sisavcima, mikroorganizmima te
virusima. Po svom djelovanju tipi¢ne su monoksigenaze, odnosno iz molekulskog kisika
jedan atom kisika unose u molekulu organskog supstrata, dok drugi reduciraju u oksidacijski
stupanj vode. Takoder, mogu djelovati i kao oksidaze, preoksidaze, a kataliziraju i neke
reduktivne reakcije (Rendi¢ i Medié-Sari¢, 2013).

Op¢a jednadzba monooksigenacije posredovana enzimima citokroma P450:

Supstrat (RH) + O, + NADPH + H+ — Produkt (ROH) + H,O + NADP+

CYP enzimi su hemproteini koji sadrze izmedu 400 do 500 aminokiselinskih ostatka i jednu
hemprotetsku skupinu u aktivnom mjestu (Slika 5). Apoprotein je preko cisteinskog ostatka

vezan na atom zeljeza iz hemske skupine (Manikandan, 2018; Rendi¢ 1 Medi¢-Sarié, 2013).
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Slika 5. Shematski prikaz aktivnog mjesta enzima CYP P450 (Rendi¢ i Medi¢-Sari¢, 2013).

Enzimi citokroma P450 primarno se nalaze u jetrenim stanicama, no takoder se mogu naéi i u
tankom crijevu, plu¢ima, placenti i bubrezima (Slaughter i Edwards, 1995). Unutar stanica,
smjeSteni su u endoplazmatskom retikulumu (strukturi koja je ukljuena u procesiranje i
transport proteina) i mithondrijima (sredi$ta stanica za proizvodnju energije). Enzimi koji se
nalaze u mitohondrijima uglavnom su ukljuceni u sintezu i metabolizam unutarnjih tvari, dok
enzimi u endoplazmatskom retikulumu obi¢no metaboliziraju vanjske tvari, prvenstveno

lijekove i zagadivace okolisa (Guengerich, 2008).

Otkri¢em strukture gena i proteina CYP enzima omogucena je njihova podjela na porodice i
potporodice. Svaki gen citokroma P450 oznacava se sa CYP, §to ukazuje da je dio obitelji
gena citokroma P450, dok superporodica enzima ima oznaku CYP. Enzimi unutar
superporodice se dalje Kklasificiraju, na temelju slicnosti aminokiselinskog slijeda u
proteinskom lancu, dodatkom odredenog broja povezanog sa skupinom unutar obitelji gena,
slovom koje oznacava potporodicu te brojem dodijeljenim specificnim genima unutar

potporodice (www.ghr.nlm.nih.gov), kako je prikazano u Tablici 2.

Tablica 2. Klasifikacija enzima citokrom P450 (Rendi¢ i Medié-Sari¢, 2013).

Superporodica CYP Sli¢nost primarne strukture
porodica CYP2 >= 40 posto

potporodica CYP2C >=55

enzim CYP2C19 >=08




1.2.1 Polimorfizam enzima citokrom P450

Neki ljudi mogu imati pretjerani odgovor ili biti u potpunosti bez odgovora na neke lijekove
(npr. beta-blokatori/tramadol). To je zato Sto metabolizam putem enzima CYP pokazuje
genetsku varijabilnost (polimorfizam) koji utjeCe na odgovor bolesnika na odredeni lijek
(Wilkinson, 2005). Polimorfizam se javlja kada se neka osobina, u istoj populaciji odredene
vrste pojavljuje u dva ili vise jasno razli¢itih fenotipa. Drugim rije¢ima, pojavljuje se u vise
od jedne forme ili morfe (Ford, 1977).

Specifi¢an gen kodira svaki CYP enzim. Svaka osoba naslijedi jedan geneticki alel od svakog
roditelja. Aleli se nazivaju "divlji tip" ili "varijabilni", pri ¢emu se divlji tip najceSce
pojavljuje u opcoj populaciji. "Normalni” metabolizator primio je dvije kopije alela divljeg
tipa. Polimorfizam nastaje kada varijabilni alel zamijeni jedan ili oba alela divljeg tipa.
Varijabilni aleli obi¢no kodiraju enzim CYP koji ima smanjenu ili nikakvu aktivnost. Osobe s
dvije kopije varijabilnih alela su "siroma$ni" metabolizatori, dok oni s jednim divljem tipom i
jednim varijantnim alelom imaju smanjenu enzimsku aktivnost. Takoder, neke osobe
nasljeduju viSestruke kopije alela divljeg tipa, §to rezultira viSom aktivnoséu enzima. Ovaj

fenotip naziva se ultrabrzi metabolizator (Wilkinson, 2005; Phillips i sur., 2001).



1.2.2 2C potporodica enzima citokrom P450

Medu glavnim izoformama CYP enzima, potporodica 2C klini¢ki je znacajna jer metabolizira
priblizno 20% svih klinicki primijenjenih lijekova (Slika 6) te predstavlja nekoliko
varijabilnih alela §to dovodi do nuspojava ili promjena u djelotvornosti lijeka (Isvoran i sur.,
2017).

Tablica 3. Klasifikacija enzima potporodice CYP2C (Rendi¢ i Medié-Sari¢, 2013).

Porodica (supstrati) Potporodica Enzimi
CYP2 CYP2C CYP2C8
(lijekovi/ksenobiotici, steroidi, CYP2C9
vitamin D) CYP2C18
CYP2C19

Enzimi unutar potporodice 2C, prikazani u Tablici 3, imaju interindividualne varijabilnosti te
se razlikuju svojim funkcionalnim i klini¢kim utjecajem, strukturnim osnovama te
molekularnim mehanizmima kojima utje¢u na metabolizam lijeka (Isvoran i sur., 2017).
Sustav citokroma P450 pokazuje vrlo visok stupanj polimorfnosti. Za metabolizam lijekova,
unutar potporodice 2C, vazan je polimorfizam enzima CYP2C9 i CYP2C19. Istrazivanja
polimorfizama gena CYP rezultirala su brojnim geneti¢kim informacijama koje nam pomazu
u razumijevanju ucinaka te toksi¢nosti brojnih ksenobiotika na ljudski organizam (Goldstein,
2001).

m CYP 3A4
m CYP 2D6
m CYP 2C9
m CYP 1A2
CYP 2E1
CYP 2C19

Slika 6. Relativna vaznost CYP450 enzima u metabolizmu lijekova.




CYP2C8

Enzim CYP2C8 ima relativno nisku kataliticku aktivnost prema poznatim supstratima
citokroma 2C9 i 2C19. Medutim, bitna mu je uloga u metabolizmu amiodarona, amiodakvina
(marker reakcija, Slika 7), arahidonske kiseline, paklitaksela i repaglinida (Guengerich,
2005).

Cl N cl N
e =~
1ee a0
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oo RO G A
OH “CHg OH

Slika 7. Marker reakcija: N-deetilacija amiodiakina (Rendi¢ i Medi¢-Sarié, 2013).

CYP2C9

Enzim CYP2C9 je jedan od glavnih enzima uklju¢enih u metabolizam lijekova. Neke tvari
prirodno prisutne u organizmu oksidirane su P450 2C9, poput arahidonske i linoleinske
kiseline, te vitamina A. Vazni lijekovi primarno oksidirani citokromom 2C9 ukljuéuju
celekoksib, diklofenak (marker reakcija, Slika 8), ibuprofen, naproksen, tobutamid, varfarin i
dr. Klini¢ki je znacajan zbog svojih genetskih varijacija (polimorfizam) koje pokazaju bitan

aspekt prilikom terapije varfarinom (moguce krvarenje) (Guengerich, 2005).

Cl Ho©:0|
- NH
NH Gl OH
Cl OH
O

O

Slika 8. Marker reakcija: C4-hidroksilacija diklofenaka (Rendi¢ i Medi¢-Sari¢, 2013).
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CYP2C18

Unutar potporodice enzima 2C, enzim CYP2C18 ima najmanju ekspresiju u jetri. Pokazuje
nisku kataliticku aktivnost u metil hidroksilaciji tolbutamida te je aktivan u metabolizmu
fenitoina. Zbog svoje ograni¢ene ekspresije nije klini¢ki toliko znacajan kao ostali enzimi 2C
potporodice (Guengerich, 2005). Enzimska aktivnost CYP2C18 enzima moze se izmjeriti C7-

hidroksilacijom kumarina (Slika 9).

N HO o.__0O
_
o "0 Z
Slika 9. Reakcija za mjerenje enzimske aktivnosti: C7-hidroksilacija kumarina (Rendic i
Medi¢-Sarié, 2013).

CYP2C19

Enzim CYP2C19 odgovoran je za metabolizam mnogih lijekova. Pojavljuje se u vise oblika
(polimorfizam), stoga dolazi do klinicki znacajnih razlika u terapiji CYP2CI19
metaboliziranim lijekovima. Lijek omeprazol se metabolizira putem 2C19 te kod osoba sa
smanjenom enzimskom aktivno$¢u pokazuje bolji odgovor na terapiju. Drugi znacajni
supstrati CYP2C19 su steroidi, progesteron i testosteron te lijek klopidogrel (Guengerich,
2005). Najc¢esce se kao marker supstrat CYP2C19 primjenjuje S-mefenitoin, pri ¢emu se prati
nastajanje hidroksiliranog oblika (Slikal0).

CH, CH,
~M “::t:rf" M
H .;;H:T%_ >‘='3 P450 H, >_D
/ /"‘h -/_ H
H"L___f,f”r f}_ /
HO

Slika 10. Marker reakcija: hidroksilacija S-mefenitoina (Rendi¢ i Medi¢-Sari¢, 2013).
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1.2.3 Induktori/inhibitori CYP 2C potporodice enzima

Interakcija lijekova je promjena ucinka jednog lijeka zbog istodobne ili prethodne primjene
drugog lijeka (Slika 11). Premda su u¢inci kombiniranih lijekova ponekad blagotvorni,
interakcije su ve¢inom nezeljene i Stetne. Interakcije medu lijekova mogu pojacati ili smanyjiti

oc¢ekivane ucinke ili pogorsati nuspojave (www.msd-prirucnici.placebo.hr)

Slika 11. Interakcija lijekova (preuzeto s www.interakcije-lijekova.com).

Mnoge interakcije lijekova rezultat su promjena metabolizma CYP. Lijekovi koji uzrokuju
interakcije metabolizma CYP nazivaju se inhibitori ili induktori (Tablica 4.) Inhibitori
blokiraju metabolicku aktivnost jednog ili vise CYP enzima vezanjem na njega. Mjera u kojoj
inhibitor utjeCe na metabolizam lijeka ovisi o ¢imbenicima kao S§to su doza i sposobnost
inhibitora da se veZe na enzim. Inhibitorski uéinci obi¢no se javljaju odmah (Sproule i sur.,
1997). Induktori, s druge strane, pojacavaju djelovanje enzima S$to rezultira brzim
metaboliziranjem odredenog lijeka i u kona¢nici moguéim slabijim ucincima. Za razliku od
metaboli¢ke inhibicije, obi¢no postoji odgoda prije povecanja enzimske aktivnosti, ovisno 0

poluzivotu induciranog lijeka (Lynch, 2007).

12



Tablica 4. Inhibitori i induktori CYP P450 2C potporodice enzima (Guengerich, 2005;

Rendi¢ i Di Carlo, 1997).

Enzimi Inhibitori Induktori
2C8 Gemfibrozil, paklitaksel, Rifampicin
naringenin, kvercetin, kemferol,
montelukast, nilotinib
2C9 Sulfafenazol, amiodaron, Karbamazepin, fenitoin,
flukonazol, fluoksetin, fenobarbital, rifampicin
metronidazol, ritonavir,
trimpetoprim
2C18 Sulfafenazol
2C19 Fluoksamin, izoniazid, ritonavir Karbamazepin, fenitoin,

rifampicin

13




1.3 METODA TEKUCINSKE KROMATOGRAFIJE SPREGNUTE SA
SPEKTROMETRIJOM MASA

Tekucinska kromatografija/spektrometrija masa (LC/MS) moc¢na je analiti¢ka tehnika koja
kombinira snagu odvajanja tekucinske kromatografije sa specifiénos¢u detekcije
spektrometrije masa. Tekucinska kromatografija (LC) odvaja komponente uzorka i zatim ih
uvodi u spektrometar masa (MS), dok MS stvara i detektira nabijene ione (Slika 12). Podaci
LC/MS mogu se Koristiti za dobivanje informacija o tezini molekule, strukturi, identitetu i
koli¢ini specifiénih komponenti uzorka. LC/MS danas se moze primijeniti u Sirokom spektru
sektora, ukljucujuci biotehnologiju, pracenje stanja okoliSa, preradu hrane te u farmaceutskoj,

agrokemijskoj i kozmetickoj industriji (Hewlett-Packard Company, 1998).

HPLC uredaj

Al el

Otopine

Mikser
Kolona

Detektor

Slika 12. Shematski prikaz LC-MS (preuzeto s www.slideshare.net).
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Opéenito, tekucinska kromatografija (LC) odvaja komponente uzorka na temelju razlika u
njihovom afinitetu (ili ¢vrsto¢i zadrzavanja) izmedu dviju faza (Stacionarne i mobilne).
Teku¢a mobilna faza pod tlakom prolazi kroz celicnu kolonu napunjenu cCesticama
stacionarne faze nose¢i sastavnice uzorka. Mehanizam odjeljivanja ovisi o vrsti stacionarne
faze, a moze se temeljiti na razdiobi, adsorpciji, ionskoj izmjeni, raspodjeli prema veli¢ini
Cestica te stereokemijskim interakcijama (Nigovic i sur., 2007, www.shimadzu.com).
Detekcija odvojenih  komponenti  vrSi  se uporabom UV-Vis, fluorescencijskog,
elektrokemijskog ili detektora rasprienja svjetla u uparenom uzorku (ELSD). Takvi detektori
kvalitativno odreduju tvari na temelju razli¢itih vremena retencije i kvantitativno na temelju
vr$nog intenziteta i povrSine vrha. Kromatografija nudi veliku razluc¢ivost, ali precizno
kvalitativno i kvantitativno odredivanje tvari moze biti zahtjevno ako vi$e komponenti eluraju
otprilike u isto vrijeme, kao §to je to slucaj kod istodobne analize vise analita (Nigovi¢ i sur.,
2007, www.shimadzu.com).

Spektrometrija masa (MS) visoko je osjetljiva tehnika koja ionizira komponente uzorka
upotrebom razli¢itih metoda: djelovanjem snopa elektrona, kemijskom ionizacijom,
elektrosprej ionizacijom, kemijskom ionizacijom kod atmosferskog tlaka te matriksom
potpomognutom ionizacijom laserskom desorpcijom. Zatim, primjenom elektricnog ili
magnetskog polja razdvaja nastale ione u vakuumu na osnovi njihovih omjera masa i naboja
(m/z) te mjeri intenzitet svakog iona. Budu¢i da dobiveni spektri mogu ukazati na razinu
koncentracije iona koji imaju odredenu masu, izuzetno je korisna za kvalitativnu analizu. To
je zato $to je masa specificna za odredenu molekulu, a MS omogucuje dobivanje tih
informacija izravno. Medutim, to vrijedi samo za mjerenje jedne komponente. Ako se
istodobno injektira vise komponenti, postaje izuzetno tesko analizirati spektre (Nigovic i sur.,
2007, www.shimadzu.com).

Upravo zbog kombiniranja izvanredne sposobnosti razdvajanja tekucinske kromatografije sa
specificnos¢u detekcije spektrometrije masa, LC/MS sustavi postali su preferirana metoda
analize. Maseni spektri dobiveni na ovaj nacin, nadopunjuju kvalitativne podatke dobivene

tekuc¢inskom kromatografijom (www.shimadzu.com), kako je prikazano na Slici 13.
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Intenzitet
Kromatogram

Maseni V. TIC, MIC)

kromatogram

Masen spektar

Slika 13. Kromatogram i maseni spektar (preuzeto s www.shimadzu.com).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Flavonoidi su prvi put otkriveni 1938. godine kada je madarski nobelovac i znanstvenik
Albert Szent-Gyorgyi za njih upotrijebio termin "vitamin P" kako bi ih opisao. Kasnije im je
dan dana$nji naziv. Flavonoidi u posljednje vrijeme privlace puno pozornosti zbog svojih
uc¢inaka na zdravlje covjeka. Pokazalo se da flavonoidi imaju sposobnost hvatanja slobodnih
radikala, te tako utjeCu na antioksidativni status organizma. Zbog toga imaju vaznu ulogu u
farmaceutskoj i prehrambenoj industriji kao lijekovi i antioksidansi. Flavonoidi ispovljavaju i
Sirok niz drugih biokemijskih u¢inaka te su jedni od najkorisnijih fitokemikalija pronadenih u
hrani. Pokazalo se da flavonoidi imaju antibakterijsko, sedativno, antialergijsko,
antimutageno, antiviralno i druga djelovanja (Kazazi¢, 2004).

Ljudska CYP superporodica sadrzi 57 funkcionalnih gena, a ¢lanovi porodica 1, 2 i 3 igraju
vaznu ulogu u metabolizmu terapijskih lijekova, drugih ksenobiotika i nekih endogenih
spojeva. Polimorfizmi CYP2D6, 2C19 i 2C9 predstavljaju najées¢e promjene u metabolizmu
lijekova faze I, budu¢i da je gotovo 80% lijekova u upotrebi danas metabolizirano ovim
enzimima (Zhou i sur., 2009).

Zbog pozitivnih u¢inaka na zdravlje flavonoidi su izuzetno vazan dio ljudske prehrane. Ljudi
normalnom dnevnom prehranom osobito voéem i povréem unose 1-2 g flavonoida.
Bioraspolozivost, metabolizam i bioloska aktivnost flavonoida ovise o strukturi, ukupnom
broju hidroksilnih skupina i supstituciji funkcionalnih grupa unutar njihove nuklearne
strukture (Kumar i Pandley, 2013). Flavonoidi se velikim dijelom metaboliziraju hepaticki
preko citokroma P450 te njihovi metaboliti mogi imati znacajan utjecaj na njihove u¢inke kao
i moguce interakcije s drugim spojevima i lijekovima.

Zbog mnogobrojnih pozitivnih uc¢inaka flavonoida, a sve vece ucestalosti odredenih bolesti na
koje oni utjeCu, istrazivanja apsorpcije flavonoida, distribucije, metabolizma i eliminacije
postaju predmetom velikog broja znanstvenih radova.

Cilj ovog rada je odrediti koji flavonoidi se metaboliziraju preko potporodice enzima 2C te
koji su oblici flavonoida najzastupljeniji, izvorni spoj ili metaboliti, koriste¢i rekombinante
jetrene citokrome P450 i metodu LC/MS. Rezultatima zelimo pridonijeti daljnjim
istrazivanjima, maksimalizirati pozitivne ulinke flavonoida te smanjiti njihove moguce

negativne interakcije s drugim lijekovima.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1 Materijali

U ovom istrazivanju kori$teno je 11 flavonoida ¢iji je metabolizam preko citokroma P450

prethodno dokazan analizom 30 flavonoida pomo¢u humanih jetrenim mikrosoma (HML)

kao izvora citokroma P450.

e 3,7-Dihidroksiflavon
e 6-Hidroksiflavon

e 7-Hidroksiflavon

e Acacetin
e Apigenin
e Flavon

o Galangin
o Kemferol

o Naringenin
e Sakuranetin

e Tangerentin

Ostali reagensi:

o Kalijev fosfat

e Glukoza 6-fosfat

« NADP*

o Glukoza-6-fosfat dehidrogenaza
o Metanol

e Metilen klorid

o Acetonitril

o Natrijev karbonat, Na,CO3

o Natrijev klorid

e Amonijev acetat
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3.2 Aparatura

Ovaj eksperiment napravljen je u laboratoriju, prilikom ¢ega je koristena dolje navedena

aparatura:

o Epruvete

o Staklene caSe

o Pipete

o Mikropipete

o Vodena kupelj, 37°
o Vortex uredaj

o Sustav HPLC-MS

3.3 Metoda

Priprema sustava za inkubaciju
e Pripremimo inkubacijsku otopinu 0,05 M Kkalijevog fosfatnog pufera (pH 7,4, 10ul),
bakulosoma koji sadrze 10 pmol P450 (10 ul), supstrata (2 ul) te vode (148 pl).
e U zasebnim boc¢icama inkubiramo otopinu za inkubaciju i NADPH generirajuci sustav

u vodenoj kupelji na temperaturi od 37 ° C kroz 3 min.

Inkubacija
e Dodamo 30 pul NADPH generiraju¢eg sustava u otopinu za inkubaciju kako bi
zapocela reakcija.

e Ostavimo uzorke da se inkubiraju 30 minuta na temperaturi od 37 ° C.

Zaustavljanje reakcije
e Nakon 30 minuta inkubacije na temperaturi od 37 °C, reakciju zaustavljamo
dodatkom acetonitrila (120 pl).

e Reakcijsku smjesu centrifugiramo 20 minuta (1000 okr/min).
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HPLC-MS analiza

Centrifugiranjem smo odvojili inaktivirane ostatke HLM od teku¢e faze. Budu¢i da

djelovanjem citokroma P450 nastaju polarniji metaboliti, za HPLC-MS analizu

uzimamo gornji sloj vode i acetonitrila.

HPLC uvjeti:

Kolona: Poroshell 120 EC-C18, 100x3,0 mm, 2,7 um

Protok: 0,4 ml/min

Temperatura kolone: 40 °C

Volumen injektiranja: 5 pl

Valna duljina (UV detektor): 350 nm

Mobilna faza A: voda:metanol:mravlja kiselina = 93:5:2 (V/V/V)
Mobilna faza B: voda:metanol:mravlja kiselina = 3:95:2 (V/V/V)

o Gradijent:
t (min) 0 14 15 16
udio B (%) 40 80 80 40
MS (Q-TOF) uvijeti:

Instrument Mode: Low (1700 m/z), High Resolution (4 GHz, HiRes)
lon Polarity: Positive

Izvor (Source): Dual AJS ESI:

Gas Temperature: 200 °C

Drying Gas: 8 L/min

Nebulizer: 40 psig

Sheath Gas Temperature: 300 °C
Sheath Gas Flow: 11 L/min

MS TOF:

Fragmentor: 175 V

Skimmer: 65 V

OCT 1RF Vpp: 750 V

Collision Energy: 0 V

20
40
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Acquisition mode:
MS

TOF Spectra:
Mass range: 100-1000 m/z

Acquisition rate:

1 scan/s

Referent mass:
m/z = 121.050873
m/z = 922.009798

Obrada rezultata

Pri obradi rezultata koristili smo negativnhu kontrolu, inkubacijsku smjesu bez
generirajuceg sustava, kojom smo pomocu UV kromatograma dokazali da bez
generirajuceg sustava ne dolazi do reakcije.

Ako se na UV kromatogramu uzorka s generiraju¢im sustavom 0Sim pika supstrata
nalazi jo$ neki pik, zna¢i da je doSlo do reakcije supstrata preko citokroma 2C,
odnosno da su nastali novi metaboliti.

Masu i molekulsku formulu novonastalih metabolita mozemo analizirati pomoé¢u MS

kromatograma te zakljuciti o kojim je metabolitima te reakciji rijec.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

11 razli¢itih flavonoida inkubirano je s 3 enzima potporodice 2C kako bi utvrdili koji je
citokrom odgovoran za metabolizam odredenog flavonoida, odnosno da li je odredeni
flavonoid uop¢e metaboliziran potporodicom enzima 2C te koji metaboliti potencijalno

nastaju.

U analizu biotransformacije flavonoida preko enzima 2C8, 2C9 i 2C19 uzeto je 11 uzoraka

flavonoida koji su prethodnim eksperimentima pokazali metabolizam preko citokroma P450:

Tablica 5. Metabolizam flavonoida posredovan enzimima 2C8, 2C9 i 2C19.

Enzim

Flavonoid 2C8 2C9 2C19

Apigenin ne ne ne
Flavon ne ne ne
Kemferol ne ne ne
7-Hidroksiflavon ne ne da
3,7-Dihidroksiflavon ne ne ne
6-Hidroksiflavon ne ne ne
Akacetin ne ne ne
Naringenin ne ne ne
Sakuranetin ne ne ne
Tangeretin ne ne ne

Analizom dobivenih rezultata utvrdeno je da od tri obradena citokroma potporodice enzima
2C, samo putem enzim 2C19 dolazi do biotransformacije dva promatrana flavonoida,
galangina i 7-hidroksiflavona (Tablica 5).
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4.1 Rezultati analize metabolizma galangina

Uzorci bez dodanog generirajuceg sustava

U uzorcima bez dodanog generiraju¢eg sustava ne dolazi do reakcija jer nisu sadrzani

koenzimi nuzni za aktivnost citokrom enzima, stoga nam oni sluze kao kontrola.

Budu¢i da ne dolazi do reakcije bez generirajuceg sustava, UV kromatogram inkubacijske
smjese za galangin bez dodanog generirajué¢eg sustava prikazuje samo pik galangina kojeg

smo uzeli u analizu s vremenom zadrzavanja od 11,57 min (Slika 14).

x10 2 |VWD1 - A:Wavelength=350 nm 033.d

11.57

0.8
0.6
0.4
0.2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Response Units (%) vs. Acquisition Time (min)

Slika 14. UV kromatogram inkubacijske smjese za galangin bez dodanog generirajuc¢eg

sustava.

Kromatogram izdvojenog iona (eng. Extracted lon Chromatogram, EIC) galangina
(m/z=271,0604) inkubacijske smjese za galangin bez dodanog generirajuéeg sustava daje nam
podatke 0 molekulskoj masi te strukturi galangina (Slika 15). Analizom je odredeno vrijeme

zadrzavanja od 11,59 minuta, te molekulska masa od 270,0531.
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x10 2 | YESI EIC(271.0604) Scan Frag=175.0v 033.d Smooth
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Slika 15. Kromatogram izdvojenog iona galangina (m/z = 271,0604) inkubacijske smjese za

galangin bez dodanog generirajuceg sustava.

Kromatogram izdvojenog iona kemferola (m/z = 287,0550), potencijalnog metabolita

galangina, inkubacijske smjese za galangin bez dodanog generirajuceg sustava, ne prikazuje

nam pik na poziciji karakteristi¢noj za kemferol, budué¢i da nije moglo do¢i do reakcije jer

nisu prisutne koenzimi potrebni za aktivaciju enzima (Slika 16).

x10 2 | *ESI EIC(287.0550) Scan Frag=175.0V 033.d Smooth
1 112
1,

0.8
0.6
0.4

0.2

“‘1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

Slika 16. Kromatogram izdvojenog iona kemferola (m/z = 287,0550) inkubacijske smjese za

galangin bez dodanog generiraju¢eg sustava.
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Uzorci s dodanim generirajucim sustavom

Generirajuéi sustav sadrzi NADP”, glukozu-6-fosfat i glukoza-6-fosfat dehidrogenazu koji su
potrebni za djelovanje enzima citokroma P450 jer sluze za generiranje koenzima citokroma
P450 odnosno NADPH. Stoga, u uzorcima s dodanim generiraju¢im sustavom moze doc¢i do

biotransformacije, ukoliko je ona posredovana ispitivanim enzimom.

Analizom UV kromatograma inkubacijske smjese za galangin s dodanim generiraju¢im
sustavom uo¢avamo dva pika (Slika 17). Pik koji ima retencijsko vrijeme 11,60 min odgovara
piku standarda za galargin, dok pik s retencijskim vremenom od 7,12 minuta potencijalni je

metabolit biotransformacije galangina.

x10 2 |VWD1 - A:Wavelength=350 nm 034.d
n 11.60

0.8
0.6
0.4

0.2
ol AL *7.12 I

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Response Units (%) vs. Acquisition Time (min)
Slika 17. UV kromatogram inkubacijske smjese za galangin s dodanim generiraju¢im

sustavom.

Kromatogram izdvojenog iona galangina (m/z = 271,0604) inkubacijske smjese za galangin s
dodanim generirajué¢im sustavom odgovara kromatogramu izdvojenog iona galangina (m/z =

271,0604) inkubacijske smjese za galangin bez dodanog generirajuceg sustava (slika 15 i 18).
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x10 2 | *ESI EIC(271.0604) Scan Frag=175.0v 034.d
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Slika 18. Kromatogram izdvojenog iona galangina (m/z = 271,0604) inkubacijske smjese za

galangin s dodanim generiraju¢im sustavom.

Kromatogram izdvojenog iona kemferola (m/z = 287,0550), inkubacijske smjese za galangin
s dodanim generiraju¢im sustavom, prikazuje pik na poziciji karakteristicnoj za kemferol

(Slika 19). To znaci da je doslo do metabolizma preko citokroma 2C19.

4102 | ¥ESI EIC(287.0550) Scan Frag=175.0v 034.d Smooth
|1 12 *7.10 2
038
06
04-

- NMJ
04

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

Slika 19. Kromatogram izdvojenog iona kemferola (m/z = 287,0550) inkubacijske smjese za

galangin s dodanim generiraju¢im sustavom.

Iz kromatograma izdvojenog iona kemferola (m/z = 287,0550) inkubacijske smjese za
galangin s dodanim generiraju¢im sustavom odredili smo molekulsku masu kemferola koja
iznosi 286,048. Na temelju razlike molekulskih masa pocetnog flavonoida galangina i
metabolita kemferola, koja iznosi 15,99, mozemo zakljuciti o kojoj je biotransformaciji rijec.

Budu¢i da 15,99 odgovara atomskoj masi kisika, zakljucili smo da je metabolizmom
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galangina preko citokroma 2C19 doslo do aromatske hidroksilacije, prilikom ¢ega nastaje

flavonoid kemferol (Slika 20).

Reakcija biotransformacije flavonoida galangina

OH O
Galangin

2C19

Slika 20. Reakcija aromatske hidroksilacije flavonoida galangina posredovana citokromom

P450 2C109.
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4.2 Rezultati analize metabolizma 7-hidroksiflavona

Osim galangina, drugi flavonoid koji se metabolizira putem citokroma 2C19 je 7-
hidroksiflavon. To smo zakljucili analiziraju¢i LC-MS kromatograme na isti na¢in kao $to je

gore navedeno.

Usporedbom UV kromatograma inkubacijske smjese za 7-hidroksiflavon bez dodanog
generirajuceg sustava s UV kromatogramom s dodanim generiraju¢im sustavom, vidimo da je

doslo do reakcije zbog pojave novog pika s vremenom zadrzavanja od 5,40 minuta (Slika 21 i
22).

<10 7 [VWD - AcWavelength=350 nm 033.d
LRI
|
1.5
1
0.6
i} T — .._.-:L = - e — —

1 2 i 4 &5 8§ ¥ & & 10 11 12 13 14 15 16 17 18 18
Rasponsa LInis va. Acquisition Timss (e

Slika 21. UV kromatogram inkubacijske smjese za 7-hidroksiflavon bez dodanog

generirajuceg sustava.
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Slika 22. UV kromatogram inkubacijske smjese za 7-hidroksiflavon s dodanim

generirajuéim sustavom.
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Analizom kromatograma izdvojenog iona 7-hidroksiflavona, inkubacijske smjese za 7-

hidroksiflavona bez dodanog generiraju¢eg sustava dobivamo podatke o molekulskoj masi 7-

hidroksiflavona koja iznosi 238,063. Taj kromatogram nam je ekvivalentan kromatogramu

izdvojenog iona 7-hidroksiflavona inkubacijske smjese za 7-hidroksiflavona s dodanim

generiraju¢im sustavom (Slika 23).

10 8 |Cpd 13: 7-hydroxyflavone: +ESI EIC{233.1216, 240.1198, 241.0755, 242.0786 ...) Scan Frag=175 x106

Cpd 14 7-hydroxyflavone: +ESI EIC{239.0183, 240.1345, 241.0730, 242.0778 ...) Scan Frag=175.

0 - - —— - - ; .
7 8 85 9 95
Counts vs. Acquisition Time (min)

b.

85 9 95
Counts vs. Acquisition Time (min)

Slika 23. Kromatogrami izdvojenog iona 7-hidroksiflavona inkubacijske smjese za 7-

hidroksiflavona bez (a) / s (b) dodanim generiraju¢im sustavom.

Kromatogram izdvojenog iona metabolita 7-hidroksiflavona inkubacijske smjese za 7-

hidroksiflavon bez dodanog generirajueg sustava ne sadrzi pik potencijalnog metabolita,

buduéi da bez generirajuceg sustava nije moglo do¢i do reakcije.

Kromatogram izdvojenog iona metabolita 7-hidroksiflavona inkubacijske smjese za 7-

hidroksiflavon s dodanim generiraju¢im sustavom sadrzi pik pomoc¢u kojem smo dobili

podatke o strukturi i masi metabolita 7-hidroksiflavona (Slika 24).

x10 4 |Cpd 2: C15 H10 O4: +ESI EIC(255.0630, 256.0687, 257.0693) Scan Frag=175.0V 034.d
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Slika 24. Kromatogram izdvojenog iona metabolita 7-hidroksiflavona inkubacijske smjese za

7-hidroksiflavona s dodanim generiraju¢im sustavom.
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Molekulska masa potencijalnog metabolita flavonoida 7-hidroksiflavona iznosi 254,0577
(prikazano u Tablici 6). Budu¢i da razlika molekulske mase tog metabolita i pocetnog
flavonoida uzetog za analizu iznosi 15,99, mozemo zakljuciti kako se i ovdje, kao i kod

galangina, radi o aromatskoj hidroksilaciji (Slika 25).

Tablica 6. Primjer prikaza podataka za 7-hidroksiflavon i njegov metabolit dobivenih LC-MS

metodom
Spoj Vrijeme zadrzavanja Masa Ime Formula
C15 H10 04 5,39 254,0577 C15H10 04
7-hidroksiflavon 9,06 238,063 7-hidroksiflavon C15H10 03

Pretpostavljena reakcija biotransformacije flavonoida 7-hidroksiflavona

7-hidroksiflavon 4'7-dihidroksiflavon
Slika 25. Reakcija aromatske hidroksilacije flavonoida 7-hidroksiflavona posredovana
citokromom P450 2C19.

Ova reakcija aromatske hidroksilacije flavonoida 7-hidroksiflavona posredovana enzimom
CYP2C19 izuzetno je slaba, odnosno uz maksimalnu koncentraciju nastaje vrlo malo
metabolita (ispod 1 %) (prikazano u Tablici 7) te su za metabolizam 7-hidroksiflavona

primarno odgovori neki drugi citokrom enzimi (3A4).

Tablica 7. Primjer prikaza podataka UV kromatogram inkubacijske smjese za 7-

hidroksiflavon s dodanim generiraju¢im sustavom

Pik Pocetak RT Kraj Visina | Povrsina | Povrsina %
1 5,28 54 5,53 0,1 0,57 0,76
2 8,92 9,06 9,37 11,59 75,3 100
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5. ZAKLJUCCI

Flavonoidi su biljni spojevi, inicijalno poznati pod nazivom 'vitamini P', koji se zbog svojih
pozitivnih uc¢inaka na ljudsko zdravlje sve ceSce proucavaju. Njihovo antioksidirajuce,
antitromboticko, kardioprotektivno djelovanje, kao i uéinak na imunosni sustav potaknulo je
mnoge znanstvenike da upravo oni postanu predmet njihovih istrazivackih radova.

U okviru ovog diplomskog rada analizirali smo 11 flavonoida koji su prethodnim
eksperimentima pokazali metabolizam preko citokroma P450. Cilj nam je bio odrediti koji od
proucavanih flavonoida: apigenin, flavon, kemferol, 7-hidroksiflavon, galangin, 3,7-
dihidroksiflavon, 6-dihidroksiflavon, akacetin, naringenin, sakuranetin i tangeretin, se
metabolizira preko citokroma P450 2C potporodice enzima.

U tu svrhu, koristili smo tekucinsku kromatografiju spregnutu s masenom spektrometrijom
(LC-MS). Ova metoda kombinira izuzetnu snagu separacije tekuéinske kromatografije sa
specificnos¢u detekcije odredenih masa spektrometrije masa. Separacija uzorka pomocu
teku¢inske kromatografije omogucava proucavanje tocno odredenog pika, dok nam
spektrometrija masa preko kromatograma izdvojenih iona daje informacije o masi,
molekulskoj formuli i strukturi potencijalnih metabolita.

Prilikom provedbe eksperimenta, istovremeno smo inkubirali same flavonoide (bez dodanog
generirajuceg sustava), kao i flavonoide s generiraju¢im sustavom. Samo u uzorcima S
dodanim generiraju¢im sustavom moglo je do¢i do biotransformacije, budu¢i da su glukoza-
6-fosfat dehidrogenaza i NADP" neophodni za odvijanje reakcije. Ukolilko se prou¢avani
flavonoid ne metabolizira preko odredenog enzima 2C potporodice s kojim je inkubiran, UV
kromatogrami smjese bez dodanog generirajueg sustava i onog s dodanim ne smiju se
razlikovati, budu¢i da nije doslo do reakcije. To je uoceno kod 9 od 11 proucavanih
flavonoida: apigenin, flavon, kemferol, 3,7-dihidroksiflavon, 6-dihidroksiflavon, akacetin,
naringenin, sakuranetin i tangeretin.

Od ispitivanih flavonoida, samo su dva pokazala reakcije biotransformacije posredovane
citokrom P450 2C potporodicom enzima, i to iskljuc¢ivo enzima CYP2C19. Kod flavonoid
galangina uoc¢ena su dva pika analizom UV kromatograma inkubacijske smjese za galangin s
dodanim generiraju¢im sustavom. Osnovni pik koji odgovara piku standarda za galargin, te
pik potencijalnog metabolita biotransformacije galangina. Pomo¢u kromatograma izdvojenog

iona potencijalnog metabolita galangina (m/z = 287,0550) odredili smo masu, molekulsku
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formulu i strukturu metabolita te zakljucili iz razlika molekulskih masa kako se radi o reakciji
aromatske hidroksilacije prilikom ¢ega nastaje flavonoid kemferol.

Isti postupak ponovili smo kod flavonoida 7-hidroksiflavona koji je takoder pokazao
metabolizam posredovan citokromom CYP2C19. Iz gore navedenih kromatograma zakljuéili
smo da se radi o reakciji aromatske hidroksilacije prilikom cega nastaje metabolit 4',7-
dihidroksiflavon. Medutim, ova reakcije je izuzetno Slaba, odnosno uz maksimalnu
koncentraciju nastaje vrlo malo metabolita (ispod 1 %) te su za metabolizam 7-
hidroksiflavona primarno odgovori neki drugi citokrom enzimi.

Istrazivanja provedena u okviru ovoga diplomskog rada prosirila su saznanja o metabolizmu
flavonoida koja su nam izuzetno bitna kako bi se sprjecile moguée interakcije lijekova putem

citokroma.
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7. SAZETAK/SUMMARY

U okviru ovog diplomskog rada provedena je analiza 11 flavonoida koji su prethodnim
istrazivanjima na humanim jetrenim mikrosomima pokazali metabolizam putem citokroma
P450. Flavonoidi su polifenolni spojevi Siroko rasprostranjeni u biljkama koji se zbog svojeg
antioksidirajuceg, protuupalnog, kardioprotektivnog te antitrombotickog djelovanja nalaze u
srediStu ovog rada. Primjenom tekuéinske kromatografije spregnute sa spektrometrijom masa
odredili smo koji se od 11 flavonoida metabolizira preko odredenog citokroma P450 2C
potporodice enzima. Analizom kromatograma izdvojenog iona dobili smo podatke o masi,
strukturi te molekulskoj formuli novonastalih metabolita, te smo iz razlika u masi odredili o
kojem se metabolitu i reakciji radi. Od svih analiziranih spojeva, samo su dva flavonoida
pokazala metabolizam putem citokroma P450 2C potporodice enzima, galangin i 7-
hidroksiflavon. Oba navedena flavonoida metaboliziraju se putem citokroma 2C19 prilikom
¢ega dolazi do aromatske hidroksilacije te nastaju metaboliti sakuranetin (iz galangina) i 4',7-
dihidroksiflavon (iz 3-hidroksiflavona). Medutim, 4',7-dihidroksiflavon nastaje u izuzetno
maloj koli¢ini, stoga su za a metabolizam 7-hidroksiflavona primarno odgovorni drugi
enzimi, poput citokroma 3A4. Ovim radom upotpunili smo dosadasnje Spoznaje o
metabolizmu flavonoida te pomogli u buduéoj prevenciji mogucih interakcija flavonoida i

lijekova biotransformiranih citokromom 2C19.
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Summary

In this thesis, an analysis of 11 flavonoids was carried out. These flavonoids had shown, in
earlier reasearch on human liver microsomes, metabolism mediated by cytochrome P450.
Flavonoids are polyphenol compounds, widely found in plants, that are at the heart of this
work because of its antioxidant, anti-inflammatory, cardioprotective and antithrombotic
activity. Using liquid chromatography coupled with mass spectrometry, we determined which
of the 11 flavonoids were metabolised by a specific cytochrome P450 2C subfamily of
enzymes. Analysis of ion isolated chromatograph yielded data on the mass, structure and
molecular formula of the new metabolites, and from the mass difference we determined
which metabolite was formed and by which reaction. Of all the samples tested, only two
flavonoids showed metabolism via cytochrome P450 2C subfamily of enzymes, galangin and
7-hydroxyflavone. Both flavonoids are metabolised by cytochrome 2C19 in a reaction called
aromatic hydroxylation during which metabolites sakuranetin and 4',7-dihydroxyflavon are
formed. However, the 4',7-dihydroxyflavon is produced in an extremely small amount, so
other enzymes, such as CYP3A4, are primarily responsible for the 7-hydroxyflavone
metabolism. With this work, we have sumplemented our understanding of flavonoid
metabolism and assisted in the future prevention of possible interactions between flavonoids

and other drugs biotransformed by cytochrome 2C19.
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