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1. Bevezetés

A metotrexat (MTX) egy évtizedek ota ismert, széleskoriien alkalmazott reuma- és
daganatellenes gyogyszerhatéanyag. Fényérzékeny vegyiilet, ultraibolya (UV) fény
hatasara keletkezd bomlastermékeirdl azonban kevés adat all rendelkezésre. Humén
szérum albuminnal (HSA) valé masodlagos kdlcsonhatasat leirtak, de nem ismert, hogy
a MTX, illetve bomlastermékei hogyan befolydsoljak ezen fehérje stabilitasat, ezért
kutatasunk egyik célja ennek leirasa volt.

A MTX szamos mellékhatast okozhat, melyek jelenleg a klinikai gyakorlatban csak
korlatozottan védhetdk ki. A modern gyogyszerterapia egyik legfontosabb célja, hogy a
szervezetbe juttatott hatdanyagok célzottan, csak a kezelendd szervekben vagy
szovetekben fejtsék ki hatasukat, és ezaltal csokkenjen a mellékhatdsok szama és tlineteik
sulyossaga. Kettd igéretes modszert vizsgaltunk meg, melyek eldsegithetik, hogy a MTX
esetében ez a cél kozelebb kertiiljon: a fotofarmakoldgiai atalakitast és a befogado-vendég
(host-guest) tipust komplexbe helyezést.

A fotofarmakologia egy 10j tudomanyteriilet, melynek célja olyan vegyiiletek
létrehozasa, melyek fény hatdsara konformaciovaltozast szenvednek, igy miikddésiik
megvaltozik. A MTX-nak néhany évvel ezeltt létrehoztdk fotofarmakoldgiai
szarmazekat (Phototrexate, PHX), utobbi vegyiilet kiilonb6zé tulajdonsagait
hasonlitottuk 0ssze az anyavegyiilettel.

A rezorcinarén alapt kavitandok kehely alakti, gytiriis szerkezetii befogado molekulak.
Az alapvazhoz kapcsolédd molekularészek jelentdsen befolyasolhatjak, hogy az adott
kavitand milyen molekulakat képes komplexalni, illetve hogy a 1étrejové masodlagos
kolcsonhatas milyen erds lesz. Ezért a kavitandok alkalmasak lehetnek gyogyszerszallitd
rendszerek tervezésére. MTX-tal, illetve PHX-tal valo kodlcsonhatasukrol eddig nem allt
rendelkezésre informacio, ezért ezzel kapcsolatos kutatdsokat is végeztiink.

Mivel a kardiovaszkularis betegségek is kronikus szisztémds gyulladasoknak
tekinthetdk, az elmult évtizedben a gyulladascsokkentd hatoanyagok kardioprotektiv
hatasaval foglalkozo vizsgélatok egyre nagyobb hangsulyt kaptak. A MTX ¢és a PHX
esetében is indokoltak lehetnek ezek a kutatasok, ezért Osszehasonlitottuk ezen

vegyiileteket és a PHX-ra vonatkozéan elséként mutattunk ki antioxidativ hatést.



2. Célkituzések

A MTX egy évtizedek oOta ismert molekula, azonban fehérjékkel és befogadd
molekulakkal valé masodlagos kdlcsonhatasairdl viszonylag kevés adat all rendelkezésre.
Fotodegradacios termékeinek (a DFP-nek és az ABGA-nak), illetve fotofarmakologiai
szarmazékanak (a PHX-nak) fizikai-kémiai tulajdonsagai és kolcsOnhatasai pedig szinte

teljesen felderitetlen tertiletek. Ezért munkam sordn a kovetkezd célokat tiiztem ki:

e A HSA MTX-tal, illetve annak fotodegradacios termékeivel valo
kolcsonhatasanak termodinamikai jellemzése, valamint annak vizsgalata, hogy

ezek a kolcsonhatasok milyen hatassal vannak a fehérje stabilitasara.

e A MTX és PHX kavitandszarmazékokkal vald kolesonhatasanak termodinamikai

jellemzése.

e A MTX és PHX antioxidativ tulajdonsagainak vizsgalata és 6sszehasonlitasa tobb

kiillonb6z6 modszer alkalmazasaval.

3. Vizsgalati modszerek

A fluorimetrids méréseket Fluorolog 13 spektrofluoriméterrel (Jobin-Yvon/Spex,
Longjumeau, Franciaorszag) végeztiik. A monokromatorokon a gerjesztési, illetve az
emisszios oldalon a savszélességet 5.25-5.25 nm-re allitottuk, valamint merdleges
gerjesztési-megfigyelési elrendezést alkalmaztunk. A mérésekhez 1 cm optikai uthosszal
rendelkezo, zarhato kvarc kiivettakat hasznaltunk.

A MTX fotodegradéacidis termékeinek (DFP, ABGA) eldallitasat, illetve a
fotodegradacio folyamatanak id6beli nyomon kovetését fluoriméterrel végeztik (Aex=
302 nm) szobahémérsékleten. A MTX koncentracioja 1 mM volt, pH 7,4-es phosphate
buffered saline-ban (PBS).

Fluorimetrids modszerrel vizsgaltuk a MTX-nak és fotodegradacids termékeinek
HSA-nal valé kolcsonhatasat (Aex= 371 nm) PBS-ben (pH 7,4). A mintdkban a HSA
koncentracidja allando (1 uM), a tobbi reagensé pedig valtozo volt (0-450 uM), és minden
minta emisszidjat megmértiik 288 K, 293 K, 298 K, 303 K ¢és 308 K hémérsékleteken. A
Benesi-Hildebrand és a van ’t Hoff egyenletek segitségével meghataroztuk a

kolcsonhatasok  kotési  allandoit és  termodinamikai  paramétereit. A  HSA



crer

Setaram, Lyon, Franciaorszag) mértiik, kiilonbozé felfiitési sebességek alkalmazasaval, a
Kissinger egyenlet segitségével. Megvizsgaltuk, hogy a MTX ¢és fotodegradacios
Calisto Thermal Analysis Software (Setaram Instrumentation, Lyon, Franciaorszag)
programmal végeztiik.

A transz-PHX izomerizéciojat UV-besugarzassal végeztiik (A=366 nm), melyhez egy
Fluotest UV-lampat hasznaltunk (Original Hanau, Hanau, Németorszag). Az
izomerizacidés folyamat nyomon kovetése céljabol a bevilagitds sordn percenként
regisztraltuk a mintdk abszorpcios spektrumait, amig az izomerizacio teljes mértékben le
nem jatszodott. Az UV-Vis abszorpcios spektrumokat Specord Plus 210 (Analytik Jena,
Jéna, Németorszag) spektrofotométerrel regisztraltuk, kivéve az ABTS esszék esetén,
melyekhez Specord 40 (Analytik Jena, Jéna, Németorszag) spektrofotométert
hasznaltunk.

Szintén fluoriméterrel vizsgaltuk a MTX-tetrakisz(androszt-4-én-3-on-17a-etinil)-
kavitand (TAC), transz-PHX-TAC, transz-PHX-tetrakisz(3,5-dikarboxilatofenoxi)-
kavitand (TDC), cisz-PHX-TAC ¢és cisz-PHX-TDC kolcsonhatasok kotési allandoit és
termodinamikai paramétereit. Az oldoszer dimetil-szulfoxid (DMSO) volt, a MTX
esetében 390 nm-es, a PHX esetében pedig 366-nm-es Aex-t alkalmaztunk. Minden
esetben a MTX (10 puM), illetve PHX (50 puM) koncentracidja volt allando, a
kavitandszarmazékoké pedig valtozo (a MTX esetében 0-80 uM, a PHX esetében pedig
0-450 uM). Az emisszios spektrumokat tobbféle homérsékleten is felvettiik. A Benesi-
Hildebrand és van ’t Hoff egyenletekkel kiszdmoltuk a komplexek kotési allandoit és a
képzddésiik termodinamikai paramétereit.

Xantin-oxidaz (XO) esszét alkalmaztunk hipoxantin (HX) szubsztrattal abbol a célbol,
hogy Osszehasonlitsuk a MTX és PHX szuperoxid gyokfogd tulajdonsagat. Ehhez
elektron paramagneses rezonancia (EPR) spektroszkopiai méréseket végeztiink
MiniScope MS 200 (Magnettech, Berlin, Németorszag) miiszerrel, az adatok
kiértékeléséhez pedig MiniScopeCtrl programot hasznaltunk. Oldoszerként Krebs-
HEPES EPR puffert alkalmaztunk, a spincsapda pedig 1-hidroxi-2,2,6,6-tetrametil-
piperidin-4-ol (N-hidroxi-TEMPOL) volt. A mintak 10 mU/ml XO-t, 20 uM HX-t, 100
puM N-hidroxi-TEMPOL-t, valamint valtozé koncentracioja MTX-ot (0-5 mM), illetve
transz- vagy cisz-PHX-ot (0-2 mM) tartalmaztak. Csak N-hidroxi-TEMPOL-t, illetve
csak XO-t és HX-t tartalmaz6 mintakat is mértiink kontrollként. Az oldatokbdl éranként



vettiink mintat, kdzben az oldatokat 37°C-on tartottuk. Az EPR jelek amplitudéinak
iddbeli valtozasabol meghataroztuk a gyoktermelés sebességi egyiitthatoit.

ABTS esszével 0sszehasonlitottuk a MTX és a PHX Trolox ekvivalens antioxidans
kapacitas (TEAC) értékeit. A torzsoldatban a 2,2’-azino-bisz-3-etilbenzotiazolin-6-
szulfonsav kation gyok (ABTS®*") koncentracioja 2,45 mM volt. Ezt Ggy higitottuk az
oldoszerrel (PBS), hogy 0,70-es abszorbancia értéket kapjunk 734 nm-en, 37 °C-on.
MTX-, transz-PHX-, cisz-PHX-, illetve Trolox-oldatokat adtunk hozza, a kiilonb6z6
mintdkban ezen anyagok koncentraciojat valtoztattuk (2,5 uM, 7,5 uM, 10 uM, 12,5 uM).
Meérés el6tt a mintakat 6 percig 37 °C-on inkubaltuk.

A kavitandok MTX-tal és PHX-tal alkotott komplexei képzodésének termodinamikai
paramétereit szamitogépes szoftver segitségével is meghataroztuk. Ehhez a HyperChem
8.0 programot hasznaltuk (Hypercube Inc., Gainesville, FL, USA). Mivel ezen
modellezésnek tajélkozodo jelleget szantunk, az egyensulyi konformacidkat, valamint az
entropia meghatarozasahoz sziikséges rezgési-rotacios analizist is szemiempirikus AM1
modszerrel végeztiik.

A statisztikai értékelések one-way analysis of variance (ANOVA) tesztettel torténtek,
OriginLab 8.1 program hasznalataval (OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA;
p <0,05).

4. Eredmények, kovetkeztetések

4.1. MTX-nak és fotodegradacios termékeinek HSA-nal valo kolesonhatasa

oldatot megvilagitottunk UV-fénnyel (Aex=302 nm). A bevilagitas kovetkeztében egyre
nagyobb mennyiségben megjelend bomlastermékek fluoreszcencidja miatt egy széles
emisszios sav jelent meg 458 nm-es maximummal, ezt hasznaltuk a reakcié nyomon
koveteséhez. Mikor az emisszids cstcs intenzitasa mar nem novekedett tovabb (kb. 4000
percnyi megvilagitas utan), arra kovetkeztettiink, hogy a MTX lebomlott, és mar csak
DFP ¢és ABGA van jelen az oldatban.

Fluorimetrias modszerrel, a Benesi-Hildebrand egyenlet és a van ’t Hoff egyenlet
segitségével megvizsgaltuk a HSA kolcsonhatasat MTX-tal, illetve a MTX
fotodegradacios termékeivel (Aex=371 nm). A 455 nm-es emisszios csucsot figyelembe

véve kiszamoltuk a kolcsonhatasok kotési allandoit, €s meghataroztuk a termodinamikai



paramétereiket. A kiszamolt kotési allandék arra utalnak, hogy a mérések
hémérséklettartomanyaban mind a MTX-ot, mind fotodegradacios termékeit stabilan koti
a HSA, ¢és a kotések erdssége csak enyhe hdmérsékletfliiggést mutat. Ez azt jelenti, hogy
a vizsgalt hémérsékleteken a kolcsonhatasok erdssége elhanyagolhatd mértékben
valtozik, ami a kalorimetrids mérések szempontjabdl elényds, mert a kismolekuldk
hémérséklettartomanyban a reagensek legalabb 99,99%-ban a HSA-hoz kotott formaban
vannak jelen. Szamitasaink szerint a HSA er6sebb masodlagos kdlcsonhatast alakit ki a
MTX-tal, mint fotodegradacios termékeivel.

csak HSA-t, HSA-t és MTX-ot, illetve HSA-t és a MTX fotodegradacios termékeit
tartalmazé mintakban, kiilonbozo felfiitési sebességek mellett (0,5 K/min, 0,8 K/min, 1
K/min, 1,2 K/min). A termogramokon minden esetben két cstics volt lathato, melyek
koziil az adatok kiértékelése soran az elsét vettiik figyelembe, mert az ad informaciét a
MTX-ot kdté HSA-domén denaturaciojarol. A Kissinger-fliggvények abrazoldsakor az
egyenesek jol illeszkedtek az adatpontokra (R% > 0,900), igy arra kdvetkeztettiink, hogy
(mivel a HSA denaturacidja elsérendii kinetika szerint jatszodik le) a Kissinger-modszer
megfeleld az Ea meghatarozasihoz.

Szamitasaink alapjan a MTX is jelentésen noveli az Ea-t, azonban a MTX
fotodegradacios termékei tobb mint kétszeresére novelték a vizsgalt paraméter értékét.
Ebbdl azt a kdvetkeztetést vontuk le, hogy ezek a vegyiiletek novelik a HSA stabilitasat.
A denaturalodott fehérjék gyulladasos mediatorként viselkednek, igy a fehérjestabilizalo
hatasu vegyiiletek sokszor gyulladascsokkentd hatassal is birnak, példaul a nemszteroid
gyulladascsokkentd hatdoanyagokkal kapcsolatban is leirtdk a fehérjestabilizalo hatast. A
MTX is gyulladdscsokkentd (reumaellenes) hatéanyag, igy azt feltételezziik, hogy
hatasanak kifejtésében a szamos, eddig felderitett mechanizmus mellett a

fehérjestabilizalas is szerepet jatszhat.
4.2. MTX és PHX kavitandszarmazékokkal valo kolesonhatasa

A szakirodalomban els6ként vizsgaltuk a MTX  Kolcsonhatasat — egy
kavitandszarmazékkal. A MTX-TAC komplexek kotési allanddinak meghatarozasahoz
sziikséges fluorimetrids méréseket 390 nm-es gerjesztési hullamhossz alkalmazaséaval

vettiik fel. Az emisszios spektrumokat allando MTX (10 pM) és valtozo TAC



koncentraci6 mellett (0-80 uM), 293,15, 296,48, 299,82, 303,15, 306,48, 309,82 ¢s
313,15 K hémérsékleteken regisztraltuk. Az oldoszer DMSO volt.

Az 540 nm-es emisszios hullamhosszhoz tartozé intenzitasértékeket hasznaltuk a
Benesi-Hildebrand egyenlettel torténd szamitasokhoz, igy megkaptuk a kiilonb6z6
hémérsékletekre vonatkozd kotési allandokat. Az eredmények alapjan a TAC stabil
komplexeket képez MTX-tal. A kotési allandok meghatarozasat kovetden abrazoltuk a
kolcsonhatas van ’t Hoff fiiggvényét, mely nem egy, hanem két egyenesbdl all, ami azt
jelenti, hogy a komplexképzddés mechanizmusa a hdmérséklettdl fiiggden eltérd lehet a
vizsgélt hémérséklettartomanyon belil. A HyperChem szoftver alkalmazéaséaval
szamitogépes modellezéssel is vizsgaltuk a komplexképzddést. A modellezés eredményei
alapjan a komplexeknek kétféle (nyitott, illetve zart) formaja johet 1étre. Az alacsonyabb
hémérsékleteken az entrépiandvekedés entalpiandvekedéssel jar, mig a magasabb

hémérsékleteken entropia- €s entalpiacsokkenés torténik. Ennek oka, hogy a vizsgalt

zart konformdciot vesz fel, igy a MTX elsdsorban a befogadé molekula etiszteron-
csoporttal rendelkezd karjaival 1ép kolcsonhatasba. Ezzel szemben a magasabb
hémérsékletii régioban (303,00-313,00 K) a TAC nyitott konformacidban van, az
etiszteron karok egymastol tavol helyezkednek el, igy a MTX ¢és a befogadd molekula
merev, aromas gylrli (a befogadé molekula tlirege) kozott alakul ki kdlcsonhatés.

A zért konformécio kialakuldsa soran tapasztalt entrépiandvekedés hatterében a MTX,
illetve a TAC szolvatburkanak elvesztése all, de ez energiaigényes folyamat, amit az
entalpia fedez. Emiatt a bruttod folyamatban pozitiv eldjelli entalpiavaltozast tapasztalunk.
Ugyanakkor a nyilt konformdcio esetében a kavitand alapvazanak és a MTX molekulanak
merevebbé valasa jelentds entropiacsokkenést eredményez, az ugyancsak jelentds
entalpiacsokkenés pedig az egymashoz jol illeszkedd reaktansok erds kdlcsonhatdsanak
kovetkezménye.

A PHX viszonylag ) molekula, igy a szakirodalomban elséként irtuk le, hogy
kolcsonhatasba Iéphet makrociklusos komplexképzd molekuldkkal. Mindkét izomerének
(transz- és cisz-PHX) interakciojat vizsgaltuk kétféle kavitandszarmazékkal, a TAC-dal
¢s a TDC-dal.

Ahhoz, hogy vizsgalni tudjuk a PHX mindkét izomerét, eldszor meg kellett
gy6zbédniink arrol, hogy a stabilabb transz izomert at tudjuk alakitani az instabil (de
farmakologiailag hatasos) Cisz izomerré. Ennek érdekében a mintat UV-lampaval 366 nm

hullamhosszisagu fénnyel vilagitottuk be. A bevilagitas kzben percenként regisztraltuk



az abszorpcios spektrumokat. Az eredményeink alapjan kb. 15 perc UV-expozicid volt
sziikséges a teljes izomerizacidhoz.

A PHX izomereinek 370 nm koriil van abszorpcids cstcsa (a transz — cisz atalakulas
soran kismértékii hipszokrom eltolodas figyelheté meg). A kavitandszarmazékok
ugyanezen hulldmhossz kornyékén sokkal kisebb mértékben nyelnek el, ezért a
fluorimetrids vizsgéalatok soran 366 nm-es gerjesztési hullamhosszt alkalmaztunk. A
fluorimetrids méréseket allando transz-, illetve cisz-PHX-koncentracié (50 uM), és
valtoz6 TAC-, illetve TDC-koncentracié (0-450 uM) mellett végeztiik, 293 K, 298 K,
303 K ¢és 308 K hdémérsékleteken. A kiilonboz6 komplexek kotési allanddinak
meghatarozasahoz a Benesi-Hildebrand egyenletet alkalmaztuk, melyhez a 490 nm-es
emisszids csucs intenzitasértékeit hasznaltuk fel.

A kotési allandok ismeretében a van 't Hoff egyenletet alkalmazva meghataroztuk a
komplexek képzddésének termodinamikai paramétereit. Abrazoltuk a kolcsonhatasok
van ’t Hoff fiiggvényeit is, melyek alapjan azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a kétféle
kavitandszarmaz¢k eltéré mechanizmussal komplexalja a PHX izomereit.

Ezen komplexek kialakulasat is vizsgaltuk szamitogépes modellezéssel, a HyperChem
szoftver segitségével. Az elméleti modellezés segitségével szintén meghataroztuk a
komplexek képzddésének termodinamikai paramétereit. A  szamitott adatok
alatamasztottdk azt a fluorimetrids mérések alapjan alkotott feltételezésiinket, hogy a
kiilonb6z6 kavitandok eltéré mechanizmussal komplexaljak a PHX izomereit. Ennek
hatterében a kavitandok szerkezete kozti kiilonbség all.

A TAC esetében energiabefektetés (entalpiandvekedés) sziikséges az etiszteron karok
»Kinyitdsdhoz”, a vendég molekula csak igy tud az aromés szerkezetli iireggel
kolcsonhatasba 1épni. Az entropiandvekedést a PHX és TAC szolvatburkanak elvesztése
(és az ezaltal ,,felszabadul6” oldodszermolekuldk) okozzdk. A TDC alapvaza azonban
jelentdsen kisebb funkcids csoportokkal (1,3-dikarboxilato-5-fenoxi) rendelkezik,
melyek mozgésa sokkal kisebb energiat igényel, szolvatburkanak elvesztése pedig kisebb
entropiandvekedéssel jar. A komplexképzddés eredményeképpen merevebbé vald

befogado és vendég molekulak mar netté entropiacsokkenést okoznak.
4.3. Xantin-oxidaz (XO) esszé hipoxantin (HX) szubsztrattal

EPR spektroszkopids modszerrel, XO esszé alkalmazéasaval hasonlitottuk Ossze a

MTX, transz-PHX és cisz-PHX szuperoxid gyokfogd tulajdonsagait. Az EPR jelek



amplitudoinak atlagait abrazoltuk az id6 figgvényében, majd az igy kapott adatpontokra
illesztett gorbék segitségével meghataroztuk a reakcidsebességi egylitthatokat (k), melyek
igy az egyes mintakban a szuperoxid gyokok termelddésének sebességérdl adnak
informéciot.

A szabadgyoktermelés sebessége fontos adat, mert ha az €16 rendszerekben ez a
sebesség eléri a biologiai gyokfogd rendszerek (pl. szuperoxid-dizmutaz, katalaz,
glutation-peroxidaz) teljesitOképességének hatarat, akkor a sejtek oxidativ stressznek
vannak kitéve.

Eredményeink alapjan mindharom vizsgalt anyagra jellemz0, hogy minél nagyobb
koncentracioban voltak jelen a mintdkban, annal nagyobb mértékben csokkentették a
gyoktermelés sebességét. A vizsgalt vegyliletek koziil a transz-PHX minden alkalmazott
koncentracidban nagyobb mértékben csokkentette a gyoktermelés sebességét, mint a Cisz-
PHX vagy a MTX. Ez az eredmény kiilonosen érdekes, ha figyelembe vessziik, hogy a
citotoxikus hatas szempontjabol a cisz-PHX az aktiv izomer, ebben a vizsgalatban
(gyokfogd hatds szempontjabol) mégis a transz-PHX bizonyult hatasosabbnak. A
legalacsonyabb alkalmazott koncentracié esetében a cisz-PHX hatasara nagyobb
mértékben csokkent a gyoktermelés sebessége, mint a MTX hatasara, azonban a tobbi
koncentracion a MTX hatasa kifejezettebb volt.

Kontroll méréseket is végeztiink, hogy bizonyitsuk, hogy ha csak a spincsapda van
jelen a mintdban, az Oonmagéban nem ad EPR jelet, de jelenléte sziikséges a jel
kialakulasahoz. Ebbdl a célbol csak N-hidroxi-TEMPOL-t, illetve csak XO-t és HX-t
tartalmaz6 mintakat is mértiink. A kontrollok nem adtak kiértékelhetd EPR jelet.

4.4, ABTS esszé

A korabban vizsgalt vegyiiletek (MTX, transz-PHX és cisz-PHX) TEAC-értékeit
ABTS esszé alkalmazasaval hataroztuk meg, spektrofotometrias modszerrel. Az azonos
koncentracioju ABTS®'-t, illetve kiilonbozé koncentracioju Troloxot, MTX-ot, transz-
PHX-ot és cisz-PHX-ot tartalmaz6 mintak abszorpciojat mértiik 734 nm-en.

A PHX mindkét izomere esetében jelentésen nagyobb TEAC-értékeket kaptunk, mint

a MTX esetében, azonban a transz- és cisz-PHX kozott nem volt szignifikans kiilonbség.



5. Osszefoglalas

Eredményeink alapjan a MTX és fotodegradacios termékei (DFP, ABGA) is
fehérjestabilizalo hatassal birnak. Ezen hatasnak a jovoben akar terapids jelentOsége is
lehet.

A MTX ¢és PHX kavitandszarmazékokkal valo kolcsonhatasainak vizsgalata soran
megallapitottuk, hogy ezen komplexeknek kiilonb6z6 konforméaciodik 1étezhetnek, melyek
kiilonb6z6 termodinamikai paraméterekkel jellemezhetdek. Ezek a vizsgalatok
hozzajarulhatnak ahhoz, hogy a jovoben a MTX-terapia célzottabba valjon, ami a
hatdanyag tolerdlhatdsdganak jelentds ndvekedését eredményezheti.

A MTX ¢és PHX antioxidans tulajdonsadgainak Osszehasonlitisa soran arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a transz-PHX jobb antioxidans, mint a MTX, annak
ellenére, hogy a MTX citotoxikus hatasa a transz-PHX-ra nem jellemzd. Ez az eredmény
indokolttd tehet a transz-PHX lehetséges antireumatikus és kardioprotektiv hatdsanak
felderitése céljabol végzett vizsgalatokat.

Az in vitro modszertan legfontosabb korlatja, hogy az altalunk alkotott modell
rendszerekben a molekuldk nem ugyanabban a koézegben vannak, mint az ¢ld
szervezetben, ezért természetesen a viselkedésiik sem egyezik meg teljesen az in vivo
vizsgalatokban megfigyelttel. Ennek ellenére az in vitro kutatasok fontosak, hiszen
ezeknek eredményei képezhetik a jovobeli in vivo vizsgalatok alapjat, illetve lehet6vé

teszik azok indokoltsaganak megallapitasat is.



6. Uj megallapitasok

1. A MTX fotodegradacios termékei (DFP, ABGA) stabil kolcsonhatast alakitanak
ki a HSA-val. Meghataroztuk a kolcsonhatas kotési allandoit.

aktivalasi energidjat, tehat stabilizaljak a fehérjét. Ez a hatds kifejezettebb a

fotodegradacios termékek esetében.

3. A MTX stabil komplexeket képez TAC-dal. A komplexek kotési allandoinak
kiilonb6zé hoémérsékleteken valdé meghatarozasa alapjan alacsonyabb ¢és

magasabb hémérsékleteken a komplexképzodés eltéré mechanizmussal torténik.

4. A PHX mindkét izomere stabil komplexeket képez TAC ¢és TDC
kavitandszarmazékokkal. A  komplexek kotési allanddinak  kiilonb6zo
hémérsékleteken valdo meghatarozasa alapjan a kiilonb6z6 kavitandszdrmazékok

eltéré mechanizmussal képeznek komplexeket a PHX-tal.

5. A MTX, transz-PHX ¢és cisz-PHX antioxidans tulajdonsagainak meghatarozasa

alapjan a transz-PHX kifejezettebb antioxidans hatassal rendelkezik, minta MTX.
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