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I Roviditések jegyzéke

15(R)-HETE - 15(R)-hidroxi-eikozatetraénsav
2,3-DHB - 2,3-dihidroxibenzoesav

2,4-DHB - 2,4-dihidroxibenzoesav

2,5-DHB - 2,5-dihidroxibenzoesav

AP-1 — activator protein 1

ASA - acetilszalicilsav

ASBT - apical sodium dependent bile acid transporter
ATL - aspirin triggered lipoxin

BCRP - breast cancer resistance protein

CGRP - kalcitonin gén-rokon peptid

COX - ciklooxigenaz

CYP - citokrom P450

DAD - didédasoros detektor

FLD - fluoreszcens detektor

GST - glutation-S-transzferaz

HESI - heated electrospray ionization

HPLC - nagyhatékonysagt folyadékkromatografia
MCT1 - monocarboxylate transporter 1

MDR1 - multidrug resistance protein 1

MFO - mixed-function oxidase

MRP2 - multidrug resistance-associated protein 2
MS - mass spectrometry, tomegspektrometria
MS/MS - tandem mass spectrometry

NF«kB - nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
NKA - neurokinin A

OAT-1 - organikus anion transzporter-1

OH’ - hidroxilgydksk

PEG 400 - polietilén-glikol 400

PEPT1 - peptide transporter 1

PG - prosztaglandin

PL - foszfolipaz

PST - fenol-szulfotranszferaz



RET - Regionalis Egyetemi Tudaskézpont
ROS - reaktiv oxigénszarmazékok

SA - szalicilsav

SHU - Scoville Heat Units

SIM - selective ion monitoring

SOD - szuperoxid-dizmutaz

TBME - terc-butil-metil-éter

TRP - tranziens receptor potencial
TRPV1 - tranziens receptor potencial vanilloid 1
TXAZ2 - tromboxéan A2

UGT - UDP-gliikuroniltranszferaz

USP - U.S. Pharmacopoeia



Il Bevezetés, irodalmi attekintés
1.1 Kapszaicinoidok

A kiilonféle paprikak a burgonyafélék (Solanaceae) csaladjan beliil a Capsicum nemzetségbe
tartoznak. Egyik kozos tulajdonsaguk, hogy egy kapszaicinoid-vegyiiletekbdl allo keveréket
szintetizalnak, amely megfelelé koncentracioban csipds érzetet valt ki. Ezt az alkaloida-
keveréket a paprikak bordaiban (ereiben) lévOé mirigyek termelik. A paprikabol nyert
természetes eredeti extraktum két & kapszaicinoid-komponenst, kapszaicint és
dihidrokapszaicint tartalmaz, ezek mellett azonban tovabbi, kisebb mennyiségben jelen 1évo
rokon szerkezetli vegyiiletek (minor kapszaicinoidok) azonosithatok (1. tablazat) (1).

A kiilonb6z6 Capsicum fajok erésség tekintetében igen nagy valtozatossagot mutatnak. A
kiilonbség a benniik termeldédd kapszaicinoidok mennyiségében rejlik: az édespaprikdban
kevés (bogyonként 250-500 pg), az erdsebb paprikdkban aranyosan tobb (>1000 pg) csipds
vegyitilet talalhato. A csipdsség mértékét tigynevezett Scoville Egységekben (Scoville Heat
Units, SHU) adjak meg. Az édespaprika 0 Scoville Egységet képvisel, mig a tomény
kapszaicin 16 millio Scoville Egységgel jellemezhetd (2).

A kapszaicint tiszta formaban el6szor Micko izolalta 1898-ban (3), pontos kémiai szerkezetét
1919-ben Nelson hatarozta meg (4). Szintetikus uton elséként Spéth és Darling allitotta el
1930-ban.

A Kkapszaicinoid-vegyiiletek kozos szerkezeti eleme a 3-hidroxi-4-metoxi-benzilamid
(vanilloid) molekularész (1. abra), csak hidrofob alkil-oldallancukban kiilonboznek
egymastol. A csipds iz és a farmakologiai szempontbol lényeges hatdsok kialakitasaban a
vanilloid szerkezeti elem mellett a hidrofob oldallanc is fontos szerepet jatszik; ez utdbbinak
hossza ¢és szerkezete (pl.: telitett vagy telitetlen) egyarant meghatarozo6 (5; 6; 7; 8; 9; 10).
Cl4-izotoppal jelolt kapszaicinoid-vegyiiletekkel elvégzett kisérletek igazoljak, hogy az
egyes kapszaicinoid-vegyiiletek farmakodinamias és farmakokinetikai tulajdonsagai nagyfoku
hasonlosagot mutatnak (11; 12; 13).

A kapszaicinoid-vegyiiletek legjelentésebb hatasai a kovetkezOk: serkentik az emésztést,
megovjak a gyomor nyalkahartyajat az alkohol, illetve a nem-szteroid gyulladascsokkentdk
okozta karosodasoktol (14), csillapitjak a reumas iziileti gyulladast €s a szenzoros neuropatias
fajdalmat (15; 16; 17), valamint tumorellenes és antioxidans hatassal rendelkeznek (18; 19;
20; 21; 22; 23; 24).
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1. dbra. A kapszaicinoidok szerkezetének bemutatdsa a kapszaicin példajan.
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II.1.1 Kapszaicin-érzékeny idegvégzédések

A kapszaicin hatasait kozvetitd farmakologiai receptor 1étezése mar az 1980-as évek oOta
bizonyitott. Mivel ez a receptor a Drosophildban mar régen azonositott tranziens receptor
potencial (TRP) tipusu kationcsatornakkal szerkezeti hasonlosagot mutat, és az elséként leirt
kémiai aktivatora, a kapszaicin vanilloid-szerkezetli vegyiilet, a receptort tranziens receptor
potencidl vanilloid 1 (TRPVI1) receptornak nevezik. A TRPV1-receptor az elsdként
felfedezett hdvel aktivalhato ioncsatorna, amely megtaldlhat6é az agyban, a hugyhdlyagban, a
vesékben, a bélrendszerben, a majban és a bérben is (25). Klonozasat egy amerikai
kutatocsoport valdsitotta meg 1997-ben (26).

A TRPV1-receptor hat transzmembran-alegységbdl all, amelyek koziil az 5. és 6. domén
ioncsatornat (porust) képez (2. abra). Aktivalt allapotban az ioncsatorna megnyilik €s nem
szelektiv kationcsatornaként miikodik. Natrium-, kalcium-, és kaliumionokat egyarant

atenged, anionok szamara azonban 4tjarhatatlan.

H* Pérus Extracellularis tér

1] fw l
f\A
O E C terminalis

N terminalis Intracellularis tér

2. abra. TRPV1-receptor szerkezete.

A receptort szelektiv agonistdjan, a kapszaicinen kiviil fajdalmas hdinger (43 °C-nél
magasabb hdémérséklet), alacsony pH (pH<6), egyéb novényi eredetli irritans (pl.:
reziniferatoxin, piperin) €s szamos endogén anyag (pl.: 12-lipoxigenaz-termékek, ATP,

bradikinin, anandamid) is képes igen erdsen aktivalni (27).



A hé- és kémiai ingerek eltérd timadasponton hatnak. A klasszikus afferens funkcié mellett
(depolarizacié — akcids potencidl formajaban informacié kozvetitése a kdzponti idegrendszer
felé) a receptor aktivalasa az idegvégzodésben tarolt neuropeptidek (pl.: szomatosztatin, P-
anyag (substance P, SP), kalcitonin gén-rokon peptid (CGRP), neurokinin A (NKA)
exocitozisat is eldidézi. A felszabadult neuropeptidek parakrin medidtorként a kornyezd
szoveti struktardkon efferens hatdsokat (vazodilatacidt, plazma-extravazaciot, simaizom-
kontrakciot vagy -relaxaciot) kozvetitve (28; 29; 30) neurogén gyulladast hoznak 1étre (31). A
kapszaicin-érzékeny TRPV1-receptor polimodalis nociceptor, amely kettds, afferens-efferens
funkcidval bir.

A receptorok tartos ingerlése (magasabb dozisban vagy hosszabb ideig adagolt kapszaicinnel)
a kezdeti izgatd hatast kovetden tartés refrakter allapotot hoz Iétre, amely Szenzoros
deszenzibilizaciohoz vezet (29; 32). llyenkor a TRPV1-receptort expresszald nociceptiv
idegvégzodés egészének funkciocsokkenése kovetkezik be (33; 34), ezzel magyarazhato a
kapszaicin fajdalomesillapito hatasa (28; 35).

A kapszaicinoidok receptorialis hatdsainak ismerete 0j terdpias lehetdségeket nyitott meg
szamos olyan gyulladasos betegség kezelésében (pl.: theumatoid arthritis, asthma bronchiale,
ekzema, allergias rhinitis és conjunctivitis), amelyek patomechanizmusédban a neurogén
komponens fontos szerepet jatszik (30). A neurogén gyulladast a jelenleg hasznalatos
gyulladdsgatlok nem képesek befolyasolni. Felismerve a TRPV1-receptor szerepét a folyamat
kialakulasdban, a receptor antagonistai potencidlisan nemcsak fajdalomcsillapitd, hanem

gyulladascsokkentd hatassal is rendelkezhetnek.

[1.L1.2 Kapszaicinoidok sorsa a szervezetben
[1.1.2.1 Kapszaicinoidok felszivodasa és megoszlasa

A kapszaicinoidok igen lipofil vegyiiletek, konnyen atjutnak a sejtmembranon. In vivo
allatkisérletek eredményei igazoljak, hogy ordlis adéast kovetden a kapszaicin €s analogjai
passziv folyamat utjan felszivodnak a gasztrointesztinalis traktusbol. A felszivodas mértéke
az egyes fajokban 50-90% kozott valtozik (36; 37; 38). A vérben a beadast kovetd elsé draban
mérheté a legmagasabb kapszaicinoid-koncentracio ¢és a szovetek kozotti maximalis
megoszlas ugyancsak az els6 oraban figyelhet6 meg (39). Mivel az extrahepatikus
szovetekben, koztiikk a vékonybélben is, jelentds a hidrolizist végzd enzimek aktivitdsa, a

kapszaicinoidok mar a jejunumbdl és ileumbol valo felszivodas soran metabolizalodnak (37).



Intravénas (i.v.) alkalmazas esetén in vivo allatkisérletek eredményei alapjan a beadast kvetd
harmadik percben az agyban és a gerincvel6ben Otszor, a majban hdromszor magasabb
kapszaicinoid-koncentracié mérhetd, mint a vérben (40; 41).

A forgalomban 1év6 kapszaicinoid-tartalma készitmények foként [lokadlis, kiils6leges
felhasznaldsra szant készitmények. A kapszaicinnek és analogjainak boron keresztiil torténd
felszivodasaigen gyors ¢és hatékony. 3%-os oldattal torténd kezelést kovetéen human
kisérletekben mar az elsé percben kimutathaté a kapszaicinoidok jelenléte a stratum

corneumban és roviddel ezutan a ,,steady state” allapot is kialakul (42).

[1.1.2.2 Kapszaicinoidok metabolizmusa és eliminacidja

A kapszaicinoidok in vivo biotranszformaciojarél nagyon kevés irodalmi adat all
rendelkezésre. Tobb kutatdcsoport bizonyitotta, hogy oralis alkalmazast kovetden a
kapszaicinoid-vegyiiletek mar a gasztrointesztinalis traktusbol vald felszivodas soran
hidrolizist szenvednek (37; 38). A vegyliletek elsé passzazs-effektusa igen jelentds, ennek
eredményeként a szisztémds keringésbe keriild kapszaicinoid mennyiség igen kicsi. A
metabolitok a kapszaicinoidokra jellemz6 hatasokkal mar nem rendelkeznek.

In vitro patkanykisérletek alapjan a kapszaicinoidok foként a maj enzimrendszere altal
metabolizalodnak (11) (3. abra). Az atalakulas egyik lehetséges utja a kevert funkcioj
oxidaz-rendszer (mixed-function oxidase, MFO) altal katalizalt oxidacio. Az MFO révén a
kapszaicinoidok az alifas oldallanc terminalis szénatomjan és a vanillil-molekularészen is
képesek oxidalodni. Ez utobbi esetben elektrofil intermedier termék, gyiiris epoxid
keletkezik. A vanillil-molekularész hidroxilcsoportjanak oxidacioja elektrofil fenoxigyok
keletkezését is eredményezheti CYP2EL enzim altal katalizalt reakcioban. A képz6dott gyok
inaktivalhatja a keletkezését katalizalo enzimet, vagy dimert képezhet (12). A CYP2E1 enzim
mellett mas citokrom enzimek (pl.: CYP1A2, CYP3A4, CYP2B6, CYP2C19, stb.) is képesek
katalizalni a kapszaicinoidok 4talakuldsait. A metabolikus utak ko6zott megemlitendd az
aromas- és az alkil-hidroxilacié illetve az O-demetilaci6 (41). Az aromas gylri O-
demetilaciojat koveté oxidacio elektrofil hidrokinon- és kinonszarmazékok kialakulasahoz
vezethet. A kapszaicinoidok metabolizmusa soran keletkezo elektrofil termékek kovalens
kotést 1étesitve a fehérjék, az RNS és a DNS nukleofil régidival toxikus hatas (nekrozis,
karcinogenezis, mutagenezis) kialakulasahoz vezethetnek (11; 43).

A kapszaicinoidok 4talakuldsanak masik lehetséges (nem oxidativ) moddja a hidrolizis,

amelyet in vitro és in vivo kisérletek egyarant alatamasztanak. A kapszaicinoidokat
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hidrolizal6 enzim aktivitdsa nemcsak a majban, hanem az extrahepatikus szovetekben (pl.: a
vesében, a tiidében és a vékonybélben) is magas (44). A hidrolizis soran a savamid-kotés
falhasad, vanillilamin ¢és szabad zsirsav keletkezik (3. abra). A vanillilaminb6l oxidativ
dezaminacid soran vanillil-aldehid képzddik, amely a tovabbiakban oxidéacidval vanillinsavva,
redukcidval vanillil-alkoholla alakulhat at. Az igy képz0dott termékek szabad formaban, vagy
I1. fazisu reakcioban gliikkuronsavval konjugalodva tiriilhetnek a szervezetb6l (12).

Lokalis alkalmazas mellett a kapszaicinoidok biotranszformacidja igen lasst, felezési idejiik

kozel 24 ora. Az atalakulas soran két metabolit, vanillilamin és vanillinsav azonosithat6 (45).

Hz

0 o]
HsCO L HsCO )L cho
;@AH ROH «~—— :@/\” :©/\
HO _ HO >
alifas alkohol kapszaicin )\ R-COOH _ vanillilamin
-CH; Ho
-le
HsCO
° ”*R / HO e
HO hidrokinon \%
o
HsCO
epoxid
—)
fenoxi-gyok kinon
'CH3

|
Kovalens kotés |étfontossagu sejtalkotékhoz
(pl.: fehérjék, DNS, RNS)

N\/\)\ Toxicitas
R= N CH

3

3. dabra. A kapszaicinoidok metabolizmusa.

Allatkisérletek igazoljak, hogy a kapszaicin elsésorban a vesén keresztiil foként gliikuronid-
konjugatum forméajéban {iriil; kis mennyiségben azonban valtozatlan forméaban a székletben is

kimutathat6 (43; 36; 37).
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I1.L1.3 Kapszaicin-tartalmu készitmények

A Magyarorszagon forgalomban 1évé kapszaicinoid-tartalmu készitmények (2. tablazat)
foként lokalis, kiilsOleges felhasznalasra szant krémek, kendcsok ¢és tapaszok. Ezen
készitmények fO indikacios teriiletei a reumas iziileti gyulladas, valamint az izom- ¢és
végtagfajdalom csillapitasa. A krémek és kendcsok mindegyike vény nélkiil hozzaférheto,
csak alacsony koncentracidban (0,1-2,5%) tartalmaz kapszaicinoidokat. A készitményekben
1évé vivéanyagok mindsége nagyban befolyasolja a kapszaicinoidok felszivodasanak
mértékét (46). A tapaszok Kkozott 1étezik vénykoteles, a hatéanyagot magasabb
koncentracidban (8%) tartalmazd készitmény is, amelynek alkalmazasa soran a behatas
idGtartama meghataroz6 (47).

A forgalomban 1év6 szisztémas hatdsu készitmények (tabletta, kapszula, orrspray) terapias
javallata a fogyokuras és diétas taplalkozas kiegészitése, tovabba fejfajas és migrén kezelése
(32). Oralis alkalmazast, gyogyszer-kategoriaba tartozd kapszaicinoid-készitmény jelenleg
még nincs torzskonyvezve.

Kutatasi eredmények igazoljak, hogy a kapszaicin gasztroprotektiv hatasti a nemszteroid-
gyulladasgatld szerek okozta gyomornyalkahartya-karosodassal szemben (14). Ezen
indikacidéval kapszaicinoid-tartalmii gyogyszer fejlesztése a Pécsi Tudomanyegyetemen
folyamatban van, a torzskonyvezést megel6z6 human klinikai vizsgalatok jelenleg is zajlanak
(48).

2. tablazat. Magyarorszdgon forgalomban [évé kapszaicin0id-tartalmi készitmények.

Készitmény neve Gyarto

Inno Rheuma forte krém (1,0075 g chilipaprika

kivonat 6,5% kapszaicin tartalommal/100 g krém) Naturland Magyarorszag Kit.

Nicoflex kendcs (0,15 mg kapszaicin/90 g kendcs) Reanal Finomvegyszergyar

Pferdebalsam Hot piros lobalzsam (*Capsicum .
frutescens/500 ml l6balzsam) Schmees Kosmetik GmbH

Qutenza Kiilsoleges tapasz (8% kapszaicin/tapasz) Astellas Pharma Inc.

. . p < P
Dr. Chen Capsiplast Paprika hétapasz (*Capsici Oriental Herbs Kft.
extractum/tapasz)

Salonpas-Hot rugalmas gyogytapasz (100 mg

e Hisamitsu Pharmaceutical Co., Inc.
Capsici extractum/tapasz)

Sinol-M  orrspray (*Capsicum annuum/10 ml

Sinol USA Inc.
orrspray)
GinkoPrim Hot tabletta (2,5 mg kapszaicin/l Walmark Kft.
tabletta)
Klimin slim TRIO kapszula (0,6 mg kapszaicin/2 Pharmax KFt.
kapszula)

* a mennyiség nincs jeldlve a terméken
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A Kkapszaicinoid-vegyiiletek nem kivanatos hatdsaik miatt napjainkban Onvédelmi és
tomegoszlatasi céllal is alkalmazasra keriilnek. A nyalkahartyak irritacioja (a légutakban, a

szemben ¢és az orrban) €g0, viszketd érzést, orrfolyast, konnyezést és kohogést indukalhat
(49).
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1.2 Szalicilsav szarmazékai, a szalicilatok

A fehér flizfa (Salix alba) kérgébdl és levelébdl késziilt kivonat fajdalomcsillapitd és
gyulladascsokkentd hatdsa mar az okor oOta ismert. Lazcsillapitdé hatasara a kinafakéregbdl
nyert kinin pétlasanak céljabol végzett kutatasok soran deriilt fény, amelyrél elészor Stone
tiszteletes szamolt be 1763-ban (50). Kezdetben ugy vélték, hogy a poritott flizfakéregbdl
késziilt extraktum hatasért felelés komponense a szalicin-glikozid (51), amelyet Leroux
francia gyogyszerész izolalt els6ként kristalyos formaban 1830-ban. Potensebb szer
felfedezésének reményében 1838-ban, egy olasz vegyész, Piria a szalicint savas fézéssel
gliikozra és szalicil-alkoholra bontotta. A szalicil-alkoholt oxidalta, igy szintelen, hossza
tiikristalyokbdl allo anyagot kapott, amit szalicilsavnak nevezett el. A szalicilsav a szalicinnel
megegyez6 farmakologiai hatasokat mutatott, ugyanakkor nem rendelkezett annak igen
keserii izével. 1d6kozben, a szalicilsavat és szarmazékait (pl.: metil-szalicilat) t6bb olyan
gyogynovény (pl.: Spiraea ulmaria — gyongyvessz6, Gaultheria procumbens — kuszo
fajdbogyo) kivonataban sikeriilt azonositani, amelyeket mar a szalicilsav felfedezését

megeldzden is alkalmaztak a fajdalommal és lazzal jaré betegségek kezelésében.

CH,OH CH,OH COOH
O o OH
HO
OH
OH
szalicin szalicilsav

4. dbra. A szalicin () és a szalicilsav (b) szerkezeti képlete.

Csak joval késobb keriilt napvildgra az a tény, hogy a szalicin szalicilsavva torténd
atalakulasa az emberi szervezetben is lejatszodik, azaz a szalicin aktiv metabolitja valdjaban a
szalicilsav (52).

A szalicilsav szintetikus eldallitasara Kolbe marburgi professzor dolgozott ki modszert 1859-
ben. Az eljaras lényege, hogy a fenol natriumsojat magas nyomason, szén-dioxid-aramban
140°C-on hevitik, ekkor a szalicilsav natriumsdja keletkezik, amelynek hideg vizes oldatabol
savanyitasra a szalicilsav kristalyosan kivalik (5. abra). A novekvd sziikséglet kielégitésére
ezt a reakciot Heyden, Kolbe tanitvanya ipari szintézissé fejlesztette tovabb és a szalicilsav-

termelésre gyarat alapitott Drezdaban (53).
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COONa COOH
ONa

140 °C, 100 atm

natrium-fenolat natrium-szalicilat szalicilsav

5. dbra. A Kolbe-féle szalicilsav-szintézis.

Az ipari szinti gyartas elinditasat kovetden igen nagy jelentOséggel birt az a felfedezés,
miszerint a szalicilsav a reuma kezelésében is nagyon hatékony. A XIX. szazad hetvenes-
nyocvanas éveiben a szalicilsav volt a reuma leghatékonyabb gyogyszere (54). A kronikus
reumas fajdalom kezelésében alkalmazott magas (4-6 g/nap) dozist azonban sulyos
mellékhatasok kisérték (pl.: gyomorhurut, flilztigas), amelyek elkeriilése érdekében kisebb
adagban is effektiv, jobban toleralhatdo szer fejlesztése valt sziikségessé. A megoldast
Hoffmann talalta meg 1897-ben: a szalicilsav kémiai modositasaval - fenolos
hidroxilcsoportjat acetilezve - acetilszalicilsavat allitott el6 (6. abra), amely a Bayer cég
gyogyszerészeti részlegébdl 1899-ben Aspirin néven keriilt forgalomba. Az Aspirin a mai
napig is a legnagyobb mennyiségben eldallitott gydgyszerek kozé tartozik, a szalicilsavhoz

viszonyitva csekélyebb mértékli mellékhatdsokkal rendelkezik.

COOH 0 COOH CH)
H _C_
+ O E—— + CH3COOH
ﬁ: CHs
@]
szalicilsav ecetsavanhidrid acetilszalicilsav ecetsav

6. dabra. A Hoffmann-féle acetilszalicilsav-szintézis.

I1.2.1 A szalicilatok hatasai
[1.2.1.1 Farmakolégiai szempontbdl jelentés hatasok

A prosztaglandinok és a leukotriének a természetes lipidmediatorok egy olyan csoportjat
alkotjak, amelyek az arachidonsav (5,8,11,14-eikozatetraénsav) oxidacidjaval keletkeznek.
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Kozos szerkezeti sajatossaguk, hogy husz szénatombol allo vazzal rendelkeznek, ezért
gyljténéven eikozanoidoknak nevezziik 6ket. Az arachidonsav a sejtmembran-foszfolipidek
alkotoeleme, foszfolipaz (PL) enzimek hatasara valik hozzaférhetévé az eikozanoidok
szintézisében résztvevd ciklooxigenaz-, lipoxigenaz-, hidroxildz- ¢és epoxigenaz-tipusu
enzimek szamara.

A szalicilatok a prosztaglandinok (PG-0k) bioszintézisét elinditd ciklooxigenaz (COX)
enzimek gatloi. A COX enzimek hatasara az arachidonsavbol rovid életidejii ciklikus
endoperoxidokon (PGG,, PGHy) keresztiil prosztaglandinok és tromboxanok keletkeznek (7.

abra).
Sejtmembran-foszfolipidek
l Foszfolipaz

COOH

Arachidonsav
CHs

oz—>l Ciklooxigenaz (COX))

- N T
% COOH
PGG, o -- = CH3 PGH,-szintaz

\
O—OH

l Peroxidaz

- N T
% COOH
PGH
2o / CHs

!
OH

Szdvetspecifikus izomerazok

v v v v v

PGD, PGE, PGF,, PGl, TXA,

1. abra. A prosztaglandinok bioszintézise.

A prosztaglandinok G-proteinhez kapcsolt receptorokon keresztiil fejtik ki hatasukat. A
szervezetben nincs még egy olyan vegyiiletcsalad, amelynek hasonléan sokszinii, szertedgaz6
¢és eltérd biologiai hatasai lennének, mint a prosztaglandinoknak. Szerepet jatszanak az
idegsejtek ingeriiletatvitelében, a vérképzésben, a vérkeringés és a vérnyomas
szabalyozasaban, a nyalkahartydk integritdsanak, az érfal atjarhatdésaganak €és a simaizmok

16



(gyomor, méh, érfal) miikdodésének szabdlyozdsdban, az immunrendszer miikodésében, a
gyulladds, a laz és a fajdalom kialakuldsdban, valamint az alvas/ébrenlét ciklus
szabalyozasaban (55).

A ciklooxigenaz enzimrendszernek harom izoformdja ismert, a COX-1, COX-2 ¢s COX-3
izoenzimek, amelyek koziil a COX-3 a COX-1 enzim variansa (56; 57). Az izoenzimek
kozotti  kiilonbséget szubsztrat- ¢és inhibitor-szelektivitasuk adja. A szalicilatok nem
rendelkeznek enzimszelektivitassal, mai tuddsunk szerint a COX-1 és COX-2 izoenzimeket
gatoljak (58). A COX-1 konstitutiv enzim, amely a legtobb szévetben (pl.: gyomor,
vérlemezke, vese) expresszalodik, és az élettani funkcidk szabalyozéasdban szerepet jatszo
prosztaglandinok szintéziséért felelés. A COX-2 indukalhato enzim, amely a gyulladasban
szerepet jatszd prosztaglandinokat szintetizalja és citokinek, mitogének, endotoxinok hatasara
aktivalodik a gyulladasos szovetekben. Az egyes izoenzimek szerepe természetesen nem
hatarolodik el ilyen élesen egymastol, bizonyos mértékben a COX-1 is szerepet jatszik a
gyulladasos folyamatok kialakitdsdban, mint ahogyan a COX-2 is betdlt konstitutiv funkciot
(pl.: a kozponti idegrendszerben és a vesében). Az egyes sejttipusokban jelenlevé
prosztaglandinok mennyisége és Osszetétele nagyon eltérd és ezt a variabilitast szamtalan, a
sejt alapvetd funkcidjaval 6sszefliggd kiils6 és/vagy sejten beliili hatas befolyasolhatja (55).

A ciklooxigenaz rendszer gatlasaval a prosztaglandin-funkciokban mikodészavar tamad,
ennek kovetkezményeként alakul ki a szalicildtok terdpids jelentdségli laz- ¢és
fajdalomcsillapitd, valamint gyulladascsokkentd hatasa. Ugyanakkor ez a miikodészavar
tehetd felelossé az olyan mellékhatasok megjelenéséért is, mint példaul a gyomor- és bél-
nyalkaharyakarosito (ulcerogén) hatas, vagy a nefrotoxicitas (59; 60).

Az arachidonsav-tutvonal kaszkad-jelentéségének felismeréséért 1982-ben Vane, Bergstrom
¢s Samuellson orvosi Nobel-dijban részesiiltek. Felfedezésiik mérfoldkovet jelentett a
szalicilatok és az egyéb nem-szteroid gyulladascsokkentd gyodgyszerek (pl.: indometacin,
ibuprofén, diklofenak) pontos hatdsmechanizmusanak feltérképezésében. Kutatasuk nyoman
deriilt fény a ciklooxigendz enzimek gatlasanak lehetséges modjaira (irreverzibilis és
reverzibilis kompetitiv gatlas) és arra is, hogy az egyes nem-szteroid gyulladascsokkentd
vegyitiletek eltéré mértékben hatnak a COX enzimekre (61; 62).

Az 1899 ota forgalomban 1évé acetilszalicilsav fajdalomesillapito, lazcsillapitd és
gyulladascsokkentd hatasa az intakt molekula acetil- és szalicilat-részének, valamint a beldle
képzodd aktiv szalicilat-metabolitnak egyarant koszonhetd. Az acetilszalicilsav relativ

szelektiv COX-1 gatlo, azaz erdsebben gatolja a COX-1-et, mint a COX-2-t. Irreverzibilesen

17



blokkolja mindkét izoenzimet azaltal, hogy szelektiven acetildlja azoknak egy meghatarozott

szerin oldallancat (63; 64) (8. abra).

COOH ? COOH :
O C CHy  HO CH, OH  HC C O CH,
+ Ser + Ser
COX COX
aktiv inaktiv

8. dbra. Az acetilszalicilsav szalicilsav képzddése kozben irreverzibilisen gdtolja a ciklooxigendz

enzimet.

Az acetilacié kovetkeztében az arachidonsav kotédése a COX katalitikus helyéhez sztérikusan
akadalyozott, igy a prosztaglandin-szintézis csak 01j enzimmolekulak képzddésével valosulhat
meg a sejtben. A sejtmaggal nem rendelkezd sejtek nem képesek a ciklooxigenaz enzimek
regeneralasara, igy példaul vérlemezkékben az acetilszalicilsav COX-1 enzimet bénitd
hatasanak idGtartama azonos a vérlemezke élettartamaval (8-11 nap). A vérlemezkékben a
COX-1 enzim hatasara képzddd TXA2 (tromboxdn A2) az ereket 0sszehlizza és eldsegiti a
visszaszorul, az igy kialakuld antiaggregacios hatds terapias értékii, amit kihaszndlnak az
embolizacié profilaxisaban, azonban nem kivant hatasként a vérzési id0 megnyulasa
jelentkezhet (65).

A COX-2 enzim acetilalasa a prosztaglandin-szintézis gatlasan tal 15(R)-hidroxi-
eikozatetraénsav (15(R)-HETE) képzddését eredményezi, amely a polimorf magvu neutrofil
granulocitdkban az 5-lipoxigendz enzim szubsztratjaként 15-epi-lipoxin A4, masnéven
»aspirin triggered lipoxin” (ATL) vegyiiletté alakul. Ezen leukotrién-szeri mediator
prosztaciklinhez (PGI,) hasonld gasztroprotektiv hatassal rendelkezik, amellyel némiképpen

ellensulyozza az acetilszalicilsav nyalkahartyakarosito hatasat (66; 67; 68) (9. abra).
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Arachidonsav
Endothel sejt l acetilalt COX-2

15(R)-HETE
Transzcellularis
konverzioé

_ L 5-lipoxigenaz

Fehérvérsejt —
(polimorf magvu neutrofil)

15-epi-lipoxin Ag
(ATL)

9. dbra. Az acetilalt COX-2 enzim hatasdra az arachidonsavbol gyulladascsokkentd lipoxin (,, aspirin

triggered lipoxin’; ATL) keletkezik.

Nagyobb koncentracidban az acetilszalicilsav mas molekulakat, példaul egyéb fehérjéket
vagy DNS-t is képes nem-szelektiven acetilalni (69; 70; 71).

A nem acetildlt szalicilatszdrmazékok vérlemezke-aggregaciot gatldé hatassal nem
rendelkeznek. Ezen vegyiiletek reverzibilisen (hidrogén-hid képzés utjan) a COX enzim aktiv
helyének egy meghatarozott arginin-oldallancahoz kapcsolédva sztérikusan gatoljak az

arachidonsav katalitikus helyhez valo kotodését (61).

[1.2.1.2 A szalicilatok egyéb hatasai

Antiszeptikus hatas

A szalicilsavat antiszeptikus hatasa miatt korabban bef6ttek és mas élelmiszerek (pl.: hus, tej)
tartositasara hasznaltak. Ilyen célokra ma mar elterjedtebb a natrium-benzoat hasznalata. A
szalicilsav igen nagy hatékonysdgot mutat szdmos mikroorganizmus elpusztitasaban (pl.:
Microsporum gypseum, Microsporum canis, Trichophyton mentagrophytes, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus intermedius, Candida albicans), igy napjainkban fiiltisztitd
oldatok és akne-ellenes készitmények hatdanyagaként keriil kiils6leges felhasznalasra.
Nagyobb koncentracioban (10 %) keratolitikus, kisebb koncentracioban (2-3 %)

keratoplasztikus hatast, ezért a kozmetikai ipar is széles kdrben alkalmazza.
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Hagysaviirité hatas

Mar a 19. szazadban megfigyelték, hogy nagy ddzisban adott szalicilat hatasara fokozodik a
hugysav iritése (uricosurids hatas). A szalicilatok gyulladascsokkentésben alkalmazott dozisa
nagyobb, mint a fajdalomcsokkentés eléréséhez sziikséges dozis. A  szalicilatok
gyulladasgatldo dozisa hagysaviiritést fokozo hatasu, mig fajdalomcsillapitashoz sziikséges

adagja hugysavretenciot okoz.

Daganatképz6dés megel6zése

Az acetilszalicilsav a rosszindulatu tumoros elvaltozasok novekedését és a tumoros sejetek
vizsgalta és igazolta.

Vastagbéleredetli daganatokban kimutathatdo a COX-2 gén atirodasanak szignifikans
fokozodasa, amely jelentds prosztaglandinszint (PGE2)-ndvekedéssel jar egyiitt. A magas
PGE2-szint a prosztanoidreceptorok szabalyozasanak megvaltozasaval tarsul, és a két
folyamat eredményeként emelkedett CAMP-szint mutathatd ki a szovetekben. Az
acetilszalicilsav a PGE2-termelés csokkentése mellett a tumor promoter altal indukalt COX-2
expressziot is gatolja (72; 73). A COX-2 enzim aktivitasa nyoman keletkezik néhany egyéb
olyan termék is a szervezetben, amely direkt mutagén hatdssal rendelkezik (pl.:
malondialdehid), vagy képes karcinogéneket aktivalni (pl.: hidroperoxil-gyok); a COX-2
gatlasa révén ezen termékek képzddése visszaszorul.

Az acetilszalicilsav egyéb, a COX enzimektdl fiiggetlen modon is befolyasolhatja a sejtek
jelatviteli folyamatait, példaul transzkripcids faktorok (NFxB, AP-1) mddositasaval, vagy a
hibas nukleotidparokat javitd, tigynevezett ,mismatch repair” génekkel torténd interakcio
révén. Az utdbbi hatasokat szalicilsav hasznalata esetén is megfigyelték in vitro, mM-os
koncentraciotartomanyba es6 dozisok alkalmazasa esetén. Ekkora koncentracidban azonban a
szalicilatok szétkapcsoljak az oxidativ foszforilaciot és a sejtek metabolikus zavarat
okozhatjdk, kiilonosen a nagy energiaforgalmi, emelkedett metabolikus aktivitassal
rendelkez6 sejtek, mint példaul a daganatos sejtek esetében (74).

Osszességében elmondhatd, hogy bar az acetilszalicilsav tumorellenes hatdsa dsszetett és sok
szempontbol kevéssé ismert, a klinikai vizsgalatok alapjan a hosszu tava acetilszalicilsav-
kezelés 50%-kal csokkentette a kolorektalis karcindmak kialakulasanak kockazatat (75; 76;
77;78; 79).
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[1.2.2 Szalicilatok sorsa a szervezetben
I1.2.2.1 Szalicilatok felszivodasa és megoszlasa

A szalicilsav és az acetilszalicilsav egyarant savas karakterli vegyiiletek (pKasa)=3,00;
PKaasa)=3,50). A szalicilsavat erés ulcerogén hatdsa miatt oralisan ma mar nem alkalmazzak,
ezen hatasanak enyhitése céljabol allitottak eld kevésbé savas karakteri szarmazékat, az
acetilszalicilsavat. Az acetilszalicilsav észter tipust vegyiilet, hidrolitikus bomlasa nem-
enzimkatalizalt reakcioban savas ¢és lagos kornyezetben is lejatszodik, amelynek

eredményeképpen szalicilsav keletkezik (10. abra).

COOH O COCH

I
O—C—CHs OH
+ H,0 —> + CHgCOOH

10. abra. Az acetilszalicilsav hidrolizise soran szalicilsav és ecetsav keletkezik.

A gyomor savas kornyezetében (pH 1,2-2,5) a nem-ionizalt molekularis forma igen magas
aranya kivalo membrandtjarhatdsagot biztosit, segitve ezzel a szalicilatok passziv diffuzidval
torténd felszivodasat. A gyomor mucosa-sejtjeibe torténd difftiziot kdvetden a lumen ¢és a
mucosa (pH 7,2-7,4) kozott fennalld iongradiens hatasara az ionizalt forma keriil talsulyba
([A1[HA]=10000), majd intracellularisan ,,csapdaba esve” felhalmozodik és a nyalkahartya
karosodasat idézi el6 (11. abra). Ezen mellékhatasa miatt az acetilszalicilsavat tartalmazo

hatdanyag-leado rendszereket gyakran latjak el enteroszolvens (bélben 0ld6do) bevonattal.
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0 0
COO" 8 g COO"
OH 0 0 OH
0 0
— o 0 ——
(10000) 0 0 (1)
0 0
gyomor mucosa 8 8 gyomor lumen
0 0
11. dabra. A szalicilsav lokdlis felhalmozéddasa a gyomor mucosa-sejtjeiben — | csapda

hipotézis”.

A gyomrot elhagyva a gasztrointesztinalis traktus pH-ja fokozatosan emelkedik. (A
duodenum kezdeti szakaszan 2,0-4,0, tdvolabbi szakaszan 7,0 korili a pH.) Ilyen
kornyezetben a szalicilatok ionos, vizoldhatdo formaja valik dominanssa. Az ionos forma
talsulya ellenére a szalicilatok vékonybélbdl torténd felszivodasa igen jelentds, ami a
vegyiiletek jobb oldékonysaganak és a vékonybél gyomornal Iényegesen nagyobb felszinének
(100-200 mz) koszonheté (80; 81; 82; 83; 84; 85). A szalicilatok nem-ionizalt formajanak
passziv diffazioja mellett specifikus carrier-medialt transzportfolyamatok (pl.: organikus
anion transzporter-1; OAT-1) is fontos szerepet jatszanak a savas karakterii
gyogyszervegyiiletek vékonybélbdl torténd felszivodasban (85).

A felszivodast kovetden az acetilszalicilsav hidrolizise szdveti- €s plazma-észterazok altal
tovabb folytatodik; az elsé majataramlast kovetden az ASA mintegy 50%-a szalicilsavva
alakul. Ennek eredményeképpen egy acetilszalicilsav-tartalmu készitmény a szisztémas
keringést elérve kb. 1:1 aranyban tartalmazza a két farmakologiailag aktiv hatéanyagot
(acetilszalicilsavat és szalicilsavat) (12. abra).

A felszivodashoz hasonldan, a szalicildtok szovetek kozotti megoszlasat foként a
plazmafehérjéhez nem kotddd szalicilatfrakcid pH-fliggd passziv diffuizigja hatdrozza meg. A
plazmafehérjéhez valé kotddés foként a szalicilatok fenolos hidroxilcsoportjanak

crer

tulajdonithato (86; 87), igy a nem-kotddd szalicilatfrakcido koncentraciojat az alkalmazott
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acetilszalicilsav dozisa szabja meg. Alacsony (trombocita-aggregaciot gatlo) dozis bevétele
esetén a latszolagos megoszlasi térfogat 0,2 L/kg, ami megfelel a szalicilatok nagymértékii
plazma-kotédésének (80-95%). Magasabb (gyulladasgatld) dozisok alkalmazasa esetén a
plazmafehérjéhez vald kotddés illetve a metabolizdld enzimrendszerek telitddése miatt a

latszolagos megoszlasi térfogat 0,5 L/kg-ra néhet (88; 89; 90).

Kdzponti idegrendszer

Mas szervek

45-50%

Szisztémas

Sziv

100 %

keringés
Gyomor Ma3j
Preszisztémas
keringés

12. dbra. Per os alkalmazott acetilszalicilsav biohasznosuldsa. Oralis alkalmazast kovetéen
(100%) a hatoanyag tobb mint 80%-a vdltozatlan formdban eléri a vékonybél felsé szakaszat.
A felszivédott acetilszalicilsav mintegy 50%-a hidrolizist szenved a preszisztémds keringésbe

keriilve, a fennmarado 45-50% éri csak el a szisztémas keringés révén a szerveket.

[1.2.2.2 Szalicilatok metabolizmusa és eliminacidja

Az acetilszalicilsav nem-enzimatikus hidrolizise mar a gyomorbodl illetve a vékonybélbol
torténd felszivodas soran elkezdddik, majd a felszivodast kovetden a szdveti- és plazma-
észterazok altal tovabb folytatédik. A hidrolizis eredményeképpen keletkezd szalicilsav az
ASA primer metabolitja, amely féként a maj enzimrendszere altal alakul tovabb. A
metabolizmus egyik lehetséges tUtja az oxidacio, amely enzimkatalizalt és nem-
enzimkatalizalt modon egyarant végbemehet. Mikroszoémalis oxidacié soran a CYP2E1 enzim

altal katalizalt reakcioban szalicilsavbol 2,5-dihidroxibenzoesav (gentizinsav) keletkezik. Az
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aromas gylrli hidroxildcidja nem-enzimatikus moddon, hidroxilgyokok hatasara is
végbemehet, ilyenkor a mar emlitett 2,5-dihidroxibenzoesav mellett 2,3-dihidroxibenzoesav
és dekarboxilaciot kovetben katekol képzoédése is kimutathato (91; 92).

A szalicilsav legnagyobb mennyiségben képz6dé metabolitjai Konjugacios reakcidokban
keletkeznek. Glicinnel torténd konjugacio eredményeképpen szalicilursav (70-75%), UDP-
gliikkuroniltranszferazok altal katalizalt reakciokban éter- és észter-tipusu glitkuronidok (15%)
keletkeznek (13. abra). (A korabban emlitett, enzimkatalizalt és nem-enzimkatalizalt
reakciokban egyarant keletkezd gentizinsav glicinnel konjugédlodva gentizin-hugysavat
képezhet.)

A szalicilatok teljes lebontasa alacsony dozisok esetén elsérendli, magasabb dézisok esetén
nulladrendti és elsérendii kinetikat kovet. Az acetilszalicilsav eliminacios féléletideje a
plazmaban az érzékenynek mondhato észterkotés miatt meglehetésen rovid, kb. 15-20 perc. A
szalicilsav felezési ideje ennél joval hosszabb, kb. 3-5 ora, de tartds, nagydozisu
acetilszalicilsav-szedés esetén a metabolizalo folyamatok telitédése miatt akar 30 ora is lehet
(26).

A szalicilsav kis mennyiségben valtozatlan formaban iiriil a vizelettel, anyagcseretermékei is
nagyrészt a vizelet altal valasztodnak ki, bar a vesén keresztiili eliminacidjuk nagymértékben
pH-fiiggd (93).

COOH

OCOCH;

COOH OH

0C¢HgO6 OH

acetilszalicilsav

éter-glikuronid l katekol

COOCgHgOg COOH COOH

OH OH OH
 m— — »>"OH —>

OH

észter-gliikuronid szalicilsav 2,3-dihidroxi-benzoesav
CONHCH,COOH COOH
OH OH
HO
szalicilursav 2,5-dihidroxi-benzoesav

crer
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[1.2.2.3 Szalicilatok interakcioi

A szalicilsav a plazmafehérjékhez erésen kotddni tudd gyogyszereket képes leszoritani

kapcsolddasi helyeikrél, megemelve ezzel plazmakoncentracidjukat. Ilyen gyogyszerek

tobbek kozott az acetazolamid, a metotrexat, a penicillin, a feintoin, a valproesav, a

szulfinpirazon és a warfarin (94).

11.2.3 Acetilszalicilsav tartalmu készitmények

Az acetilszalicilsav Magyarorszagon az alabbi terapias indikaciokban van forgalomban: (1)

fajdalom- és lazcsillapitoként 500 mg hatdanyagot (vagy annak sojat) tartalmazo tabletta,

bevont tabletta, bels6leges por, oldatos injekcid vagy pezsgétabletta formajaban, (2)

trombocita-aggregacio  gatloként

(kombinacioban

is:  bizoprolollal,

dipiridamollal,

ezomeprazollal) 75-300 mg hatéanyagot (vagy annak sojat) tartalmazé gyomornedv-ellenallo

tabletta vagy kapszula illetve belséleges por formajaban, tovabba (3) meghiiléses betegségek

kezelésében aszkorbinsavval vagy pszeudoefedrinnel kombinalva 500 illetve 800 mg

hatdéanyagot tartalmazd belséleges por vagy pezsgotabletta formajaban.

3. tablazat. Magyarorszdagon forgalomban lévé néhany acetilszalicilsav-tartalmii készitmény.

Készitmény neve

Hatéanyag

Gyarté

Aspirin tabletta (500 mg)

acetilszalicilsav

Bayer Hungéria Kft.

Kalmopyrin tabletta (500 mg)

kalcium-acetilszalicilat

Richter Gedeon Nyrt.

Aspirin Ultra bevont tabletta (500 mg) acetilszalicilsav Bayer Hungaria Kft.
Aspirin Effect szajban diszpergalodé granulatum (500 mg) acetilszalicilsav Bayer Hungaria Kft.
Alka-seltzer pezsg6tabletta (324 mg) acetilszalicilsav Bayer Hungaria Kft.

Aspegic oldatos injekcio (100 mg/ml)

lizin-acetilszalicilat

Sanofi-Aventis Zrt.

Aspegic por belsdleges oldathoz (500, 1000 mg)

lizin-acetilszalicilat

Sanofi-Aventis Zrt.

Astrix gyomornedv-ellenallo kemény kapszula (100 mg)

acetilszalicilsav

TEVA Gyogyszergyar Zrt.

Aspirin Protect gyomornedv-ellenallé bevont tabletta (100, 300 mg)

acetilszalicilsav

Bayer Pharma AG

ASA Protect Pharmavit gyomornedv-ellenall6 filmtabletta (100 mg)

acetilszalicilsav

PharmaSwiss Ceska

Asasantin retard kapszula (100 mg)

acetilszalicilsav
dipiridamol

Boehringer Ingelheim Int.

Bisoblock Plus kemény kapszula (75, 100 mg)

acetilszalicilsav

Actavis Group

Aspaxa kemény kapszula (81 mg)

acetilszalicilsav
ezomeprazol

AstraZeneca Kft.

Kardegic por belséleges oldathoz (75, 100, 160, 300 mg)

lizin-acetilszalicilat

Sanofi-Aventis Zrt.

Asactal gyomornedv-ellenalld tabletta (75, 100, 150, 160 mg)

acetilszalicilsav

Actavis Group

ASA Sandoz gyomornedv-ellenall6 tabletta (100 mg)

acetilszalicilsav

Sandoz Hungaria Kft.

Aspirin Komplex granulatum belsdleges szuszpenzidhoz (500 mg)

acetilszalicilsav
pszeudoefedrin

Bayer Hungéria Kft.
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acetilszalicilsav

Aspirin Komplex forr¢ ital granulatum belséleges szuszpenziohoz (500 mg) pszeudoefedrin-hidroklorid Bayer Hungaria Kft.
. " acetilszalicilsav -

Aspirin Plus C pezsgétabletta (500 mg) aszkorbinsay Bayer Hungaria Kft.

Aspirin Plus C Forte pezsgétabletta (800 mg) acetilszalicilsav Bayer Hungaria Kft.

aszkorbinsav
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1.3 Az aromas hidroxilacié nem-enzimkatalizalt mechanizmusai

Az emberi szervezetben szamos olyan enzim miikodik, amelyek aromas gytriivel rendelkez6
endogén és exogén vegyiiletek in vivo hidroxilaciojat katalizaljak. llyenek pl.: a fenilalanin —
tirozin atalakulast katalizalo fenilalanin-hidroxilaz (95) vagy a szalicilsav — 2,5-
dihidroxibenzoesav atalakuldsban szerepet jatszo CYP2El enzim (92). A gyogyszeres
terapiaban alkalmazott legtobb vegylilet aromas elektronszerkezettel rendelkezik és ezek
koziil szdmos vegylilet biotranszformdcidja soran megfigyelheté hidroxilalt metabolitok
keletkezése. A gyogyszermetabolizmus soran megfigyelhetd nagyszamu hidroxi-szarmazék
keletkezése specifikus enzimkatalizalt reakciok mellett tobb nemspecifikus mechanizmus (pl.:

Fenton-reakcio, Udenfriend-reakcid) miikodését is feltételezi.

[1.3.1 Fenton-modell

A modell alapjat képez6 reakciot H. J. H. Fenton irta le a 19. szazadban. A klasszikus Fenton-
reakcio soran vas(Il)-ionok hidrogén-peroxiddal valo reakcidjaban hidroxilgyokok (OH')
képzédnek (14. abra). (A hidroxilgyokok hidrogén-peroxidbol valdo képzOodését egyéb
vegyértékvalto/redox-aktiv fémionok pl.: réz(I) és mangan(Il) is katalizalni képesek.)

A hidroxilgyok a legreaktivabb oxigénszarmazék, igen rovid életideje miatt (107 s)
azonositdsa meglehetdsen nehéz. Parositatlan elektronja révén nemspecifikus moédon képes
oxidalni a cellularis molekulakat és sejtorganellumokat. A Fenton-reakcio lejatszodasanak
pH-optimuma savas tartomanyban van (pH 3-4), de fiziologias koriilmények kozott is
A hidroxilgyokok szamara az aromas rendszerek tamadaspontot jelentenek, mivel a gyokok
parositatlan elektronjukkal kotés kiépitésére torekszenek. A reakcid egyszerre tobbféle termék
képzddését eredményezi.

Fenton reakcio
Fe?, Cu*, Mn?*

SoD
0 ——= HO, ———= H,0;, ———=-OH ———= H0
oxiggn € hidroperoxil-gysk € hidrogén-peroxid € hidroxilgysk € viz
w L Katalaz, Peroxidazok
‘0, 4

2e

szuperoxid anion gyok

14. abra. Reaktiv oxigénszarmazeékok keletkezésének mechanizmusa.

27



[1.3.2 Udenfriend-modell

S. Udenfriend és munkatarsai 1954-ben elvégzett kisérletei soran egy, a Fenton-reakcioval
nagy rokonsagot mutatd nem-enzimkatalizalt, aromas rendszerekre kiterjedé hidroxilacios
mechanizmus felfedezésére keriilt sor (99). A rendszer fontos elemét képezi az éndiol
funkciéval  rendelkez6  aszkorbinsav, amelynek oxigénatmoszféraban lejatsz6dod
autooxidacidja soran, fémion (pl.: vas(ll)-ion) jelenlétében hidrogén-peroxid keletkezése

feltételezhetd (15. abra) (100).

OH OH

0]
HO /o HO O /O

* 0 —— + 2H

7N
HO  OH o O

2H" +2Fe®" +0, — > HyO,+2Fe*

15. abra. Hidrogén-peroxid képzddésének feltételezett mechanizmusa az Udenfriend-rendszerben.

Udenfriend €s munkatarsai tobb endogén és exogén molekula (pl.: tiramin, anilin, szalicilsav)
Udenfriend-rendszerben valo atalakulasat megvizsgaltak és bizonyitottak, hogy a reakcid
nitrogénatmoszféraban nem jatszédik le, tovabba, hogy az aszkorbinsav dnmagiban nem
rendelkezik hidroxilacios képességgel. A reakcid végbemenetelét igen széles pH-
tartomanyban (pH 2,0-7,5) tanulmanyoztak. Az Udenfriend-rendszerben lejatszodo oxidacio a
Fenton-reakcidval ellentétben régioszelektiv, nukleofil szénatomokra iranyitédik (101; 102).

Az aszkorbinsav és a vas(ll)-ionok emberi szervezetben vald egyiittes jelenléte miatt az

Udenfriend-rendszer vélhet6en szerepet jatszik az aromas vegyliletek hidroxilacidjaban.
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Il Célkituzések

A nemszteroid-gyulladasgatlo szerek okozta gyomornyalkahartya-karosodas kivédése
céljabol acetilszalicilsav mellett kis dozist kapszaicinoidot is tartalmazo gyogyszer fejlesztése
indult el a Pécsi Tudomanyegyetemen 2006-ban, a MEDIPOLISZ Regionalis Egyetemi
Tudéskoézpont (RET) tamogatasaval. Oralis alkalmazast, gyogyszer kategoridba tartozo
kapszaicinoid-tartalmti  készitmény fejlesztése kapcsan Intézetiink feladatul kapta
kapszaicinoid-tartalmti gyogyszeralapanyagok és preklinikai allatkisérletekb6l szarmazo
plazma mintadk kapszaicin- és dihidrokapszaicin-tartalmanak meghatarozasara alkalmas
analitikai modszerek fejlesztését. Uj modszer fejlesztését a kovetkezd tette indokoltta:
Capsaicin névvel jelolt kapszaicinoid-tartalmua alkaloida-keverék hatdéanyagként az Amerikai
Gyogyszerkonyvben (U.S. Pharmacopoeia; USP) hivatalos, viszont a cikkelyben talalhato
folyadékkromatografidas meghatarozas kis érzékenysége €s nagy iddsziikséglete miatt nem
alkalmas alacsony koncentracioju kapszaicinoid-tartalmi mintdk gyors analizisére (103). A
preklinikai allatkisérletekb6l szdrmaz6é mintdk vizsgalata soran nem vart eredményt
tapasztaltunk, miszerint a két legnagyobb mennyiségben el6fordul6 kapszaicinoid-komponens
még nagy dozisok adasat kovetéen sem volt kimutathato a vizsgalt allatok plazmajaban. Ezen
eredmények alapjan a kapszaicinoidok preszisztémas atalakulasait feltételezve indokoltta valt
a vegylletek in vivo felszivodasanak és extrahepatikus metabolizmusanak vizsgalata. (Az
extrahepatikus szovetek, kiilondsen a vékonybél, jelentés szerepet jatszik a fenolos karakterti

Az acetilszalicilsav 1899-ben tortént forgalomba keriilése 6ta az egyik legnagyobb
mennyiségben eldallitott gydgyszervegyiilet. Gyulladascsokkentd, fajdalom- €s lazcsillapitod,
valamint trombocita-aggregaciot gatld hatasa mellett egyéb indikaciokban (pl.:
daganatmegel6zés) valo alkalmazasa is felmeriilt az utobbi évtizedekben. Az acetilszalicilsav
legfébb mellékhatasanak (nyalkahartya-karositd hatas) kivédése céljabol elterjedtte valt az
enteroszolvens bevonattal rendelkezd gyogyszerformdk fejlesztése ¢és alkalmazasa,
ugyanakkor kevéssé ismert az acetilszalicilsav, illetve a beldle képz6dd fenolos karakterii
szalicilsav sorsa a vékonybélben.

A legtobb gyulladasos (pl.: rheumatoid arthritis) és neurodegenerativ korkép (pl.:
Alzheimer-kor, Parkinson-kor), anyagcserebetegségek (pl.: cukorbetegség), tovabba a sziv- és
érrendszeri betegségek patomechanizmusdnak hatterében egyarant kimutathatdo a reaktiv
oxigénszarmazékok (ROS) fokozott aktivitasa (92; 106). A ROS tagjai szinte kivétel nélkiil a

molekularis oxigén tobblépéses elektronfelvétele soran képzddnek ¢és igen nagy
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reakciokészséggel birva képesek az endogén és exogén molekulakat nem-specifikus, nem-
enzimkatalizalt reakcioban oxidalni (106). Példaul, acetilszalicilsavval kezelt rheumatoid
arthritisben szenved6 egyéneknél megfigyelhet6 a kizardlag nem-enzimkatalizalt reakcidban
keletkez6 szalicilat-metabolitok (pl.: 2,3-dihidroxibenzoesav) mennyiségének szignifikans
emelkedése (92). Ilyen modon a szalicilsav gyokfogd (antioxidans) hatassal rendelkezik.
Fontos azt is megemliteni, hogy a szalicilsav nagyobb dozisban szétkapcsolja a mitokondrialis
oxidativ foszforilaciot, amelynek eredményeképpen megnoveli az oxigénfelvételt, igy
fokozza a reaktiv oxigénszarmazékok képzédésének valosziniiségét (80). Igy tehat, a
szalicilatok nem-enzimatikus atalakuldsai révén képz6doé szalicilat-metabolitok és reaktiv
oxigénszarmazékok jelenléte a szervezetben tobb kérdést is felvet, pl.: mennyiben jarulnak
hozz4d ezek a vegyiiletek a szalicilditok mellékhatasaihoz, illetve szerepet jatszanak-e a

szalicilatok ma még nem teljesen tisztazott egyéb hatasmechanizmusaiban?

Munkank soran az alabbiakat tiiztiik ki célul:

1. Kapszaicinoid-tartalmia gyogyszeralapanyagok mindsitése céljabol kapszaicin és
dihidrokapszaicin tartalmi meghatarozasara alkalmas validalt nagyhatékonysagu

folyadékkromatografias (HPLC) modszer fejlesztése és alkalmazasa.

2. A kapszaicinoidok toxikokinetikai vizsgalata céljabol, mindsitett kapszaicinoid-
tartalmu készitménnyel kezelt beagle kutyak plazma mintainak analizisére alkalmas
mintael6készitési eljaras és validalt HPLC modszer kidolgozasa, a mintak kapszaicin-

¢és dihidrokapszaicin-tartalmanak meghatarozésara.

3. Kapszaicinoidok in vivo vékonybél-metabolizmusanak vizsgalata patkany-modellen, a

keletkezd metabolitok szerkezetének igazolasa.

4. Szalicilsav és hidroxilalt metabolitjai (2,3-dihidroxibenzoesav és 2,5-dihidroxi-

benzoesav) elvalasztasara alkalmas validalt HPLC moddszer fejlesztése.
5. Szalicilsav vékonybélbdl valo felszivodasanak vizsgalata in vivo patkany-modellen.

6. Szalicilsav in vivo vékonybél-metabolizmusanak vizsgalata patkany-modellen, a

keletkezd metabolitok szerkezetének igazolasa.

7. Szalicilsav in vitro oxidativ atalakulasainak Fenton- és Udenfriend-inkubalds soran

valo vizsgalata.
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IV Vizsgalati médszerek

IV.1 Kapszaicinoidok gyogyszeralapanyagbol valé meghatarozasara alkalmas
validalt HPLC-DAD moédszer fejlesztése

Gyogyszeralapanyagként torténd felhasznalas céljaval eldallitott kapszaicinoid-extraktum
kapszaicin- és dihidrokapszaicin-tartalmanak meghatarozasara validalt, diodasorral (DAD)
kapcsolt HPLC-modszert fejlesztettiink. A modszert az Asian Herbex Ltd. altal eldallitott
kapszaicinoid-extraktum és a Fluka altal forgalmazott capsaicin natural standard USP szerinti

mindsitésére alkalmaztuk.

IV.1.1 Vizsgalt anyagok, oldatok

A modszerfejlesztés soran az USP 29 Capsaicin cikkelyében leirt kromatografias modszert
optimalizaltuk, a standard oldatok elkészitésekor a cikkelyben szereplé oldoszereket és
referencia standardokat tekintettiik iranyadonak (103). Ennek megfeleléen, USP capsaicin és
dihydrocapsaicin referencia standardok metanollal késziilt 0,5 mg/mL koncentracioju
torzsoldatait hasznaltuk fel. A torzsoldatokat és a bel6liik higitassal késziilt validalasi standard
oldatokat a modszerfejlesztés ¢és -validalas teljes idGtartama alatt hiitdben (2-8 °C-on)
taroltuk.

A modszervalidalas sordn szamos teljesitményjellemzdt (igy mint szelektivitas, linearitas,
ismételhet6ség, reprodukalhatésag, kimutatasi és meghatarozasi hatar, stabilitas)
megvizsgaltunk és rogzitettiink. A validalas igen lényeges elemét jelentette a kiilonbzd
oldészerek, oldoszerelegyek  (pl.:  metanol, polietilén-glikol 400, acetonitril)
rendszeralkalmassagra kifejtett hatdsanak vizsgalata.

A validdlt HPLC-DAD mddszert sikeresen alkalmaztuk az Asian Herbex Ltd. Aaltal
gyogyszeralapanyagként torténd felhasznalas céljaval eléallitott kapszaicinoid-extraktum és a
Fluka 4ltal forgalmazott capsaicin natural standard mindsitésére. A vizsgalathoz a
kapszaicinoid-extraktum illetve capsaicin natural standard 0,1 mg/mL koncentracioja PEG
400-metanol eleggyel (1:14, v/v) késziilt oldatait hasznaltuk. Mindsitésiik (azaz kapszaicin- és
dihidrokapszaicin-, valamint minor kapszaicinoid-tartalmuk meghatarozasa) az USP 29
kovetelményeinek megfeleléen tortént.

Az oldatkészités sordn felhasznalt oldoszerek analitikai tisztasdguak, a Fluka altal
forgalmazott capsaicin natural standard HPLC mindségli, a referencia standardok USP

mindségliek voltak.
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IV.1.2 Kromatografias koriilmények

A kromatografids modszerfejlesztést Agilent 1100 tipusi HPLC késziiléken végeztiik
diddasoros detektalas mellett (A= 281 nm). Kromatografias oszlopként forditott fazisa C8
kolonnat (ZORBAX Eclipse® XDB-C8, 4,6x150 mm, 5 um) alkalmaztunk. A mozgoéfazis
ortofoszforsav-oldat (1,0 ml 85%-os ortofoszforsav oldasa ionmentesitett vizzel 1000,0 mL-
re) és acetonitril 60:40 (v/v) aranyu elegyébdl allt. Az aramlasi sebesség 1,5 mL/perc, az
oszlopra injektalt mintatérfogat 20 uL volt. A komponensek elvalasztasanak iddsziikséglete
izokratikus elucié mellett 20 percnek adddott. A mérések sordn a mintatér homérsékletét
szobahOmérsékleten, az oszloptér hémérsékletét 30 °C-on tartottuk. Az adatfeldolgozas
Agilent ChemStation szoftver segitségével tortént.

A mozgofazist HPLC mindségli oldoszerek elegyitésével készitettiik.

IV.2 Kapszaicinoidok plazma mintabol valé meghatarozasara alkalmas

mintael6készitési eljaras és validalt HPLC-FLD moédszer fejlesztése

A kapszaicinoid-vegyiiletek gyogyszerfejlesztéshez sziikséges preklinikai-toxikologiai
vizsgalatainak kivitelezése a Veszprémi Toxikologiai Kutatdé Kozpontban valdsult meg. A
kezeléseket beagle kutyakon végezték mindsitett kapszaicinoid-extraktum PEG 400
oldoszerrel késziilt oldataval, 0-1200 ug/ttkg (0; 100; 300; 900; 1200 pg/kg) dozisban, 28
napon keresztiil, napi egyszeri adagolas mellett. A kiilonb6z6 idépontokban (0 h; 0,25 h; 0,5
h; 1 h; 2 h; 3 h; 4 h) EDTA-tartalmua csovekbe gyiijtott vérmintak azonnali centrifugaldsa utan
a plazmat kiilonvalasztottak, lefagyasztottak és Intézetiinkbe szallitottak.

Kisdozisu kapszaicinoid-tartalmi extraktummal valod ordlis kezelést kovetéen a varhatd
plazmakoncentracio még igen jo biohasznosulds esetén is igen alacsony. A plazma mintak
megfeleld mintael6készitését kovetéen azonban a kapszaicinoidok hidroxi-(metoxibenzil)
funkcidés csoportjdhoz rendelhetd fluoreszcens aktivitds az UV-detektalason alapulo

modszerekhez képest joval nagyobb érzékenységet biztosit (40) (16. abra).

____________________

16. dbra. A Kapszaicinoidok fluoreszcens aktivitasaért felelés hidroxi-(metoxibenzil) funkcios

csoportja.
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IV.2.1 Vizsgalt anyagok, oldatok

A modszerfejlesztés soran USP capsaicin és dihydrocapsaicin referencia standardok 1 mg/mL

c sy

crer

mg/mL  koncentracioju acetonitrillel késziilt torzsoldatait hasznaltuk fel. (Korabbi
oldoszerhatas- és stabilitasvizsgalataink eredményei alapjan az acetonitril bizonyult a
legalkalmasabb mintaoldoszernek.) A torzsoldatokat és a bel6liik higitassal készitett standard
oldatokat a mddszerfejlesztés és -validdlas teljes iddtartama alatt httdben (2-8 °C
hoémérsékleten) taroltuk. A fejlesztett fluoreszcens mérésen alapuld modszert allatkisérletbdl
szarmazo plazma mintak mintaeldkészitést kovetd analizisére kivantuk felhasznalni, ezért a
fent felsorolt standardok ismert koncentracioju oldataival kontroll allatoktol szarmazo plazma
mintak ”spike”-olasat végeztiik el. Bels6 standard alkalmazasa Iehetévé tette a
mintael6készitési eljaras extrakcids hatasfokanak kiszamitasat.

A moédszert szamos teljesitményjelzére (igy mint specificitas, linearitds, ismételhetdség,
reprodukalhatdsag, kimutatasi és meghatarozasi hatar) validaltuk.

Az oldatkészités soran felhasznalt ciklohexdnkarbonsav-3,4-dimetoxibenzilamid és acetonitril
HPLC mindségliek, a capsaicin és dihydrocapsaicin referencia standardok USP mindségliek

voltak.

IV.2.2 Mintael6készitési eljaras

A Dbeagle kutyakbol szarmazo, ultrafagyasztoban tarolt plazma mintak kiolvasztasa 10 percig
35 ©°C-os vizfirdoben tartva, 2 percenként 10 masodpercig vortexelve tortént. A
mintaeldkészitéshez 500 pL  térfogatd plazmat hasznaltunk, amelyet centrifugalhato
Eppendorf-csébe  pipettaztunk és a  bels6 standard (ciklohexankarbonsav-3,4-

s s

10 pL-ével elegyitettiink (Cplazma= 20 Nng/mL). A kezelésben nem részesiilt allatok plazmait
kontrollként alkalmaztuk.

H
H3CO
3 N/\

H3CO
17. abra. Belsé standardként alkalmazott ciklohexankarbonsav-3,4-dimetoxibenzilamid szerkezete.
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IV.2.2.1 Fehérjementesités

A bels6 standarddal elegyitett plazmahoz 500 pL hideg (-30 °C-on tarolt) acetonitrilt adtunk,
majd 20 masodperc vortexelve keverést kovetden 15.000 g-vel 10 percig centrifugaltuk.

IV.2.2.2 Szilard fazisu extrakcio

A feliiliszohoz (fehérjementes plazma-acetonitril elegy) 250 pL ionmentesitett vizet adtunk
¢és 20 masodperc vortexelve keverés utan az elegyet két 1épésben (2 mL metanollal + 2 mL
ionmentesitett vizzel) kondicionalt C18 mintaclékészité oszlopon (AccuBond Il ODS-C18,
200 mg 3 mL) vacuum manifold segitségével (18. abra) szivtuk keresztiil. Ezt kdvetden a
toltetet 1,0 mL ionmentesitett vizzel mostuk, majd a visszatartott komponenseket 1,0 mL
metanol segitségével oldottuk le a toltetrdl. Az igy kapott oldatot nitrogénaram alatt szarazra
favattuk, majd a szaraz maradékot kozvetleniil kromatografalas el6tt 50 pL acetonitrilben 30

masodperc vortexelve keveréssel oldottuk.

18. abra. A szilard fazisu extrakcio sordn hasznalt vacuum manifold.

IV.2.3 Kromatografias koriilmények

A mintak analizisét Agilent 1100 tipusi HPLC késziiléken végeztiik, fluoreszcens detektaléas
mellett (Aex= 230 NM; Aem= 323 Nm). Kromatografias oszlopként forditott fazisu C8 kolonnat
(ZORBAX Eclipse® XDB-C8, 4,6x150 mm, 5 um) hasznaltunk, amely el6tt eldtétkolonnat
(TR-C-160-K1, ABL&E-JASCO) helyeztiink el. A mozgofazis 0,05 M koncentracioju foszfat
puffer (pH 3,0) és acetonitril 60:40 (v/v) aranyu elegyébdl allt. Az aramlasi sebesség 1,5
mL/perc, az oszlopra injektalt minta térfogata 25 pL volt. Az analizis soran a mintatér

homérsékletét szobahOmérsékleten, az oszloptér homérsékletét 30 °C-on tartottuk. A
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komponensek elvalasztasanak iddsziikséglete izokratikus elucié mellett 20 perc volt. Az
adatfeldolgozés Agilent ChemStation szoftver segitségével tortént.

A mozgofazis elkészitéshez HPLC mindségii olddszereket, reagenseket hasznaltunk.

IV.3 Kapszaicinoidok in vivo vékonybél-metabolizmusanak vizsgalata patkany-

modellen

IV.3.1 Oldatkészités

Az allatkisérletek soran a vizsgalt anyag (Fluka altal forgalmazott capsaicin natural standard)
100 uM koncentracidji izotonias perfuziés médiummal késziilt 16,5 mL térfogatii oldatat
alkalmaztuk.

Az izoténias perfizios médium mannitot és gliikozt tartalmazo Krebs-Tris puffer volt:

15 mL Krebs-Tris puffer + 0,75 mL 0,308 M mannit + 0,75 mL 0,308 M gliikoz.

100 mL Krebs-Tris puffer dsszetétele:

69 mL 0,154 M NaCl

5mL 0,154 M KCI

3mL 0,110 M CacCl;,

1 mL 0,110 M MgSO,

21 mL 0,154 M trisz-(hidroximetil)-aminometan puffer pH 7,4 (24 °C-on mérve)

1 mL 0,100 M natrium-foszfat puffer pH 7,4 (24 °C-on mérve)

Az oldatkészitéshez analitikai tisztasagi reagenseket ¢és HF-MX tipusu kevertagyas
ioncsereldvel eldallitott ioncserélt vizet hasznéltunk, a vizsgalt capsaicin natural standard

HPLC tisztasagl volt.

IV.3.2 Perfuzios vizsgalat

Kisérleteinket 230-260 g tomegli, 24 oOran at éheztetett him Wistar patkanyon (19. abra)
végeztilk (n=7; 5 kezelt és 2 kontroll). A patkanyok altatasahoz 1,2 g/kg intraperitonealisan
(i.p.) adott uretant alkalmaztunk (20. abra). A kozépvonal mentén hasi feltarast végeztiink,
majd a vékonybél jejunalis szakaszanak 10 cm-ét kaniilaltuk (21. abra). A kisérlet
megkezdése eldtt a kaniilalt 10 cm-es bélszakaszt izotonids perfuzids médiummal mostuk at,
majd a béltartalom eltavolitasa érdekében {lires injekcios fecskendd segitségeével 4-5 mL

térfogatli leveg6t fuvattunk 4t rajta. A perfunddldst capsaicin natural standard izotdnids

crer
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aramlasi sebesség mellett, 90 percig. A perfundalt oldatb6l meghatarozott idékdzonként (14
alkalommal) 250 pL térfogati mintat vettiink. A perfundalt oldat hémérsékletét a perfuzio
teljes id6tartama alatt 37 °C-on tartottuk. A feltart patkany testét a kiszaradas elkeriilése
érdekében perfuzios médiummal Aatitatott papirvattidval takartuk be (22. 4&bra). Ures
allatkisérletet is végeztiink. (Az tres allatkisérletek soran a perfuzidt izotonids perfuzids
médiummal végeztiik.) A gy(ijtott mintakat a kromatografias analizisig ultrafagyasztoban (-70

°C-on) taroltuk.

21. dbra. A jejunum elbkészitése. 22. abra. Perfuzio.

36



IV.3.3 A perfuzié soran keletkezé mintak analizise

IV.3.3.1 Kapszaicinoidok vékonybélbdl valé felszivodasanak és metabolizmusanak

vizsgalata

Az in vivo patkanykisérletbdl szarmazo ultrafagyasztoban tarolt mintakat (vékonybél-
perfuzatum) szobahémérsékleten torténd kiolvasztast kovetden 5 percig 5000 g-vel
centrifugaltuk, majd a feliiluszot tovabbi elokészités nélkiil direkt moédon analizaltuk. A
mintdk kapszaicin ¢és dihidrokapszaicin tartalmanak valtozésat, illetve a metabolitok
perfuzatumban valé megjelenését a 1V.2.3 pontban leirt, Gjravalidalt HPLC-FLD modszer
segitségével vizsgaltuk. A modszer ujravalidalasat az 0j bioldgiai matrixbol (vékonybél-

perfuzatumbol) valé meghatarozas tette sziikségessé.

IV.3.3.2 A keletkez6 metabolitok szerkezetének meghatarozasa

A Kkapszaicinoidok in vivo vékonybél-metabolizmusa soran keletkez6 bomlastermékek
szerkezetének azonositasa céljaboél a PTE AOK Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézetével
kooperacioban HPLC-MS/MS modszert dolgoztunk ki.

A patkanykisérletbdl szarmaz6é mintdkat (perfuzdtum) szobahdémérsékleten torténd
kiolvasztast kovetden 5 percig 5000 g-vel centrifugéltuk, majd a feliiluszot tovabbi
elokészités nélkiil direkt modon vizsgaltuk. A méréseket Dionex Ultimate 3000 HPLC-hez
kapcsolt Q-Exactive kvadrupol-orbitrap tomegspektrométer segitségével végeztiik.

Az elvalasztashoz Accucore RP-MS Zorbax C18 kolonnat (2.1 mm x 150 mm, 2.6 pum)
hasznaltunk. Gradiens eltcié soran a mozgofazis ,,A” (hangyasav ioncserélt vizzel késziilt
0,1%-os oldata, v/v) és ,,B” (hangyasav acetonitrillel késziilt 0,1%-0s oldata, v/v) oldat elegye
volt a kovetkezd gradiens-profil mellett: 0-10 percig A:B = 74:26 (v/v), majd az
eluensosszetétel linearisan valtozott, 10-11 percig A: 74%—55% és B: 26%—45%; 11-17
percig A: 55%—40% és B: 45%—60%; 17-20,9 percig A: 40%—55% és B: 60%—45%,
végiil 20,9-21 percig A: 55%—74% ¢és B: 45%—26%. Az aramlasi sebesség 0,15 mL/perc, az
oszlopra injektalt minta térfogata 5 uL volt. Az analizis soran a mintatér hdmérsékletét 0 °C-
on, az oszloptér homérsékletét 40 °C-on tartottuk. A mozgéfazis elkészitéséhez LC-MS
mindségli oldoszereket hasznaltunk.

A tomegspektrometrias mérés HESI (heated electrospray ionization) ionforras mellett pozitiv
modban tortént. A spektrumokat 50-650 tomeg/toltés (m/z) tartomanyban értékeltiik. Az

adatfeldolgozas Xcalibur 1.4 szoftver segitségével tortént.
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IV.4 Szalicilsav és hidroxilalt metabolitjai elvalasztasara alkalmas validalt

HPLC médszer fejlesztése

IV.4.1 Vizsgalt anyagok, oldatok

A modszerfejlesztés soran szalicilsav, 2,3-dihidroxibenzoesav, 2,5-dihidroxibenzoesav,
késziilt torzsoldatait hasznaltuk fel. A torzsoldatokat és a bel6liik higitassal készitett standard
oldatokat a modszerfejlesztés és -validalas teljes id6tartama alatt hitében (2-8 °C
hémérsékleten) taroltuk.

A modszert szamos teljesitményjelzére (1gy mint linearitds, ismételhetOség,
reprodukalhatdsag, kimutatasi és meghatarozasi hatar) validaltuk. A fejlesztett UV-
detektalason alapulé modszert allatkisérletbdl szdrmazd vékonybél-perfuzatum mintak
szalicilsav-tartalmanak monitorozasara alkalmaztuk.

Az oldatkészités soran felhasznalt valamennyi reagens és oldoszer HPLC mindségii volt.

IV.4.2 Kromatografias koriilmények

A mintak analizisét Agilent 1100 tipust HPLC késziileken végeztiik UV-detektalas mellett
(A= 252 nm). Kromatografias oszlopként forditott fazisu fenil kolonnat (Waters Spherisorb™
Phenyl; 4,6 x 250 mm, 5 um) hasznaltunk. A mozgéfazis ortofoszforsav (pH 2,60 + 0,02),
acetonitril ¢és tetrahidrofurdn 90:3,8:6,2 (v/v) ardnyu elegyébdl allt. A komponensek
elvalasztasa 10 percet vett igénybe, ebben az iddintervallumban az elucid izokratikus volt. Az
aramlasi sebesség 0,9 mL/perc, az injektalt minta térfogata 20 pL volt. A mérés iddtartama
alatt a mintatér hdmérsékletét szobahdmérsékleten, az oszloptér hémérsékletét 40 °C-on
tartottuk.

A mozgofazis elkészitéséhez HPLC mindségli olddszereket, reagenseket hasznaltunk.
IV.5 Szalicilsav vékonybélbdl valé felszivodasanak vizsgalata in vivo patkany-
modellen

Az allatkisérletek (n= 7; 5 kezelt és 2 kontroll) soran natrium-szalicilat 250 uM
koncentracioji izotonids perfuizios médiummal késziilt 16,5 mL térfogatu oldatat alkalmaztuk.

Az oldatkészités és a perfuzios vizsgalat a 1V.3 pontban leirtak szerint tortént.
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IV.5.1 A perfuzié soran keletkezé6 mintak analizise

Az in vivo patkanykisérletbdl szarmazo ultrafagyasztoban tarolt mintakat (vékonybél-
perfuzatum) szobahémérsékleten torténd kiolvasztast kovetden 5 percig 5000 g-vel
centrifugaltuk, majd a feliiliszo 245 plL-ét 4-aminobenzoesav 250 pg/mL koncentracioja
acetonitrillel készitett oldatdnak 5 plL-ével elegyitettiik (igy a perfuzatum 5 pg/mL

c sy

1V.4.2 pontban leirt HPLC-UV moddszer segitségével vizsgaltuk.

IV.6 Szalicilsav in vivo vékonybél-metabolizmusanak vizsgalata patkany-

modellen, a keletkezé metabolitok szerkezetének igazolasa

A IV.42 pontban leirt HPLC-UV modszer lehetévé tette a kiilonb6z6 mintavételi
idépontokban vett vékonybél-perfuzatum mintak szalicilsav-tartalménak meghatarozasat, de
nem bizonyult elég érzékenynek az igen kis mennyiségben megjelend szalicilat-metabolitok
vizsgalatara. A keletkezd bomlastermékek jelenlétének és szerkezetének igazoldsara Uj
alkalmas HPLC-DAD-MS mddszert fejlesztettiink.

A szalicilsav és a szalicilatszarmazékok kromatografias elvéalasztasa savas tartomanyban
(pKg-érték alatt, azaz 2,0-2,6 intervallumban) idealis, ugyanakkor a savas kémhatasu
mozg6fazis okozta magas hidrogénion-koncentracio ronthatja a savas vegyiiletek ionizaciojat
a tomegspektrometrids analizis soran. Ezen probléma kikiiszobolése érdekében olyan
modszert fejlesztettiink, amelyben a felhasznélt mozgo6tazis savkomponense egyrészt MS-
kompatibilis (a korabban hasznalt ortofoszforsav helyett hangyasav), masrészt az alkalmazott
alacsonyabb savkoncentracio nem rontja a tdomegspektrometrias analizis soran az elektrospray

ionizaciot.

IV.6.1 Vizsgalt anyagok, oldatok

A kromatografiass moddszerfejlesztés soran szalicilsav, 2,3-dihidroxibenzoesav, 2,4-
dihidroxibenzoesav és 2,5-dihidroxibenzoesav 5 mg/mL koncentracio acetonitrillel késziilt
torzsoldatait hasznaltuk. A torzsoldatokat és a beldliik higitassal készitett standard oldatokat a
modszerfejlesztés €s -validalas teljes id6tartama alatt hiitében (2-8 °C hdmérsékleten)

taroltuk.
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A modszert szamos teljesitményjelzére (ugy mint specificitds, linearitas, ismételhetdség,
reprodukélhatosag, kimutatdsi és meghatdrozéasi hatdr) validaltuk. Az oldatkészités soran

felhasznalt valamennyi reagens €s olddszer HPLC mindségii volt.

IV.6.2 Mintaelokészités

A -70 °C-on tarolt, 750 pL térfogata perfuzatumot szobahdmérsékleten kiolvasztottuk, majd
0.2 g vizmentes natrium-szulfattal 10 masodpercig vortexelve kevertiik, ezutdn a mintat 2
percig 15.000 g-vel centrifugaltuk. A feliiluszot kiilonvalasztottuk, 10 ul 2 M kénsavoldattal
megsavanyitottuk, majd 400 uL terc-butil-metil-éterrel (TBME) 30 maésodpercig vortexelve
kevertiik. 2 perc 15.000 g-vel vald centrifugalast kovetden a fels¢ (éteres) fazist
kiilonvalasztottuk és tisztitas céljaval 500 pL hangyasavval (pH 2.60 + 0,02) 30 masodpercig
vortexelve kevertiilk, majd a fazisok szétvalasat kovetden a felsd fazist elkiilonitettiik és
nitrogén-aram alatt szarazra paroltuk. A beparlasi maradékot 25 uL hangyasav (pH 2.60 +
0,02) - metanol elegyben (80/20, v/v) 30 masodpercnyi vortexelve keveréssel oldottuk és
HPLC-MS analizisnek vetettik ald a I1V.6.3 pontban leirt koriilmények mellett.
Osszehasonlitoként kontroll (natrium-szalicilatot nem tartalmazo izotonids perfuzids
médiummal perfundalt) patkdnybdl szarmazd, azonos idépontban gyljtott, a fent leirtak
szerint el0készitett mintat hasznaltunk.

A mintaelOkészitési eljaras soran alkalmazott vizmentes natrium-szulfat és terc-butil-metil-
éter analitikai tisztasdguak, a hangyasav, az ioncserélt viz €s a metanol HPLC mindségliek

voltak.

IV.6.3 HPLC-DAD-MS koriilmények

A mintak analizisét Jasco tipusi HPLC-vel végeztiik diddasoros (A= 237 nm; A= 248 nm;
As= 252 nm; A= 314 nm) és tomegspektrometrias (Waters 3100 single-quadrupole mass
detector) detektalas mellett (m/z 70-350) végeztiik. Kromatografids oszlopként Thermo
Scientific Accucore C18 kolonnat (2.1 mm x 150 mm, 2.6 um) hasznaltunk, amely eldtt
elététkolonnat (Phenomenex Security Guard Cartridge; Gemini NX; C18) helyeztiink el. A
mozgofazis hangyasav (pH 2,60 + 0,02) és metanol 80:20 (v/v) aranyu elegyébdl allt. A
komponensek elvalasztisa 20 percet vett igénybe, ebben az iddintervallumban az elucid
izokratikus volt. Az aramlasi sebesség 0,25 mL/perc, az injektalt minta térfogata 5 uL volt. A
mérés iddtartama alatt a mintateret szobahdmeérsékleten, az oszloptér hdmérsékletét 35 °C-on

tartottuk. A diddasorral nyert adatokat ChromNav szoftver segitségével értékeltiik.
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A tomegspektrometridas mérés elektrospray ionizécié mellett negativ modban tortént. A
spektrumokat 70-350 m/z tartomanyban értékeltiik. Az MS adatok feldolgozasa Empower 2

szoftver segitségével tortént.

IV.7 Szalicilsav in vitro oxidativ atalakulasainak Fenton- és Udenfriend-

modellekkel valé vizsgalata

IV.7.1 Fenton-inkubacio

Vas(Il)-szulfat 30 mM 100 uL térfogatd pH 3,0 kénsavval késziilt oldatat 100 uL. 10 mM
szalicilsavoldattal és 100 uL. 10 mM hidrogén-peroxid-oldattal elegyitettiink, majd az elegyet
pH 3,0 kénsavoldattal 1,0 mL végtérfogatra egészitettiink ki. (Az igy elkészitett reakcidelegy
szalicilsavra és hidrogén-peroxidra nézve 1 mM-0s, Fe?*-ionokra nézve 3 mM-0s.) Az oldatot
jol zard kémcsében 37 °C-on 30 percig inkubaltuk. Ures (szalicilsavat nem tartalmazo)
inkubélést is végeztiink.

Az inkubaciot fiziologias pH-n (kénsav helyett Krebs-Tris puffert alkalmazva), magasabb
hidrogén-peroxid (10 mM) és alacsonyabb Fe*-ion (300 pM) koncentracié mellett is
elvégeztiik, vizsgalva a reakciokoriilmények termékek mennyiségére és mindségére kifejtett
hatasat.

Az inkubacids 1d0 letelte utan az inkubatumot 10 uLL. 2 M kénsavoldattal megsavanyitottuk és
azonnali mintael6készitésnek vetettiik ala.

A reakcioelegy elkészitéséhez felhasznalt szalicilsav HPLC tisztasagu, a tobbi reagens
analitikai tisztasagl volt. A vizes oldatokhoz ioncserélt vizet hasznaltunk, amelyet csapvizbdl

HF-MX tipusu kevertagyas ioncseréldvel Intézetlinkben allitottuk elo.

IV.7.2 Udenfriend-inkubacio

2,0 mL desztillalt viz, 1,0 mL 10 mM szalicilsavoldat, 1,0 mL 10 mM aszkorbinsavoldat, 1,0
mL 2,4 mM natrium-edetat-oldat és 1,0 mL 2 mM vas(ll)-ammonium-szulfat-oldat elegyét 50
mM foszfat pufferrel (pH 7,18-7,22) 10,0 mL végtérfogatra egészitettiik ki. (Az igy elkészitett
reakcioelegy szalicilsavra nézve 1 mM-0s, Fe?*-ionokra nézve 200 uM-0s.) Az elegyet jol
zar6 kémcsében 37 °C-on 30 percig inkubaltuk. Ures (szalicilsavat nem tartalmazo)
inkubalast is végeztiink.

Az inkubacids id6 letelte utan az inkubatumot jeges vizfiirdobe helyeztik és 10 uL 2 M

kénsavoldattal megsavanyitottuk.
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A reakcioelegy elkészitéséhez felhaszndlt szalicilsav HPLC tisztasagu, a tobbi reagens
analitikai tisztasagl volt. A vizes oldatokhoz ioncserélt vizet hasznaltunk, amelyet csapvizbdl

HF-MX tipusu kevertagyas ioncserélovel Intézetiinkben allitottuk eld.

IV.7.3 Mintaelokészités és mintaanalizis

A Fenton- és Udenfriend-inkubacio soran keletkezd reakcioelegyek azonos térfogatait azonos

modon készitettiik eld. A mintaelokészités legfontosabb 1épései a kovetkezok:

1. A megsavanyitott inkubatum 1,0 mL-éhez 10 uL 4-nitrofenol (p-nitrofenol, mint
extrakcios standard) 0,5 mg/mL koncentracioju torzsoldatat elegyitettiik.

2. Az elegyet 500 pL terc-butil-metil-éterrel (TBME) 30 mésodpercig vortexeltiik.

3. A fazisok szétvalasat kovetben a felsé TBME-es fazist elkiilonitettik és 300 pL
hangyasavval (pH 2,60 + 0,02) 30 masodpercig vortexelve kevertiik.

4. A fazisok szétvalasat kovetéen a TBME-es fazist ujra elkiilonitettiik és nitrogen-aram
alatt szarazra paroltuk.

5. A beparlasi maradékot 50 puL hangyasav (pH 2.60 + 0,02) - metanol elegyben (80/20,

v/v) 30 masodpercnyi vortexelve keveréssel oldottuk.

A mintaeldkészitési eljaras soran alkalmazott terc-butil-metil-éter analitikai tisztasagu, a 4-
nitrofenol, a hangyasav, az ioncserélt viz és a metanol HPLC mindségliek voltak.

A mintak analizisét a 1V.6.3 pontban ismertetett HPLC-DAD-MS modszerrel végeztiik.
Osszehasonlitoként az azonos modon elékészitett kontroll (szalicilsavat nem tartalmazo)

inkubatumokat alkalmaztuk.
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V Eredmények és kovetkeztetések
V.1 Kapszaicinoidok gyogyszeralapanyagbodl valé meghatarozasa

Az Asian Herbex Ltd. altal gyogyszeralapanyagként torténd felhasznalas céljabol eldallitott
kapszaicinoid-extraktum és a Fluka altal forgalmazott capsaicin natural standard kapszaicin-
¢s dihidrokapszaicin-tartalmanak meghatarozasara validalt, egyszerien ¢és gyorsan
kivitelezhet6 HPLC-DAD modszert fejlesztettiink (23. abra). A modszer segitségével
elvégeztiik a vizsgalt kapszaicinoid-extraktumok USP 29 szerinti mindsitését is.

A ,Capsaicin” névvel jelolt kapszaicinoid-tartalmu alkaloida-keverék hatéanyagként az
Amerikai Gyogyszerkonyvben hivatalos. A Magyar Gyogyszerkonyvben a szaritott paprika-
termés alkoholos kivonata (Tinctura capsici - Ph.Hg. VIL) és a paprika termése (Capsici
fructus - Ph.Hg. VIII.) alkotnak 6nall6 cikkelyt.

Az USP kovetelményeket tamaszt a ,,Capsaicin” névvel jelolt kapszaicinoid-tartalma
alkaloida-keverék kapszaicin-, dihidrokapszaicin- ¢és egyéb kapszaicinoid-tartalmara
vonatkozoan. Ennek megfelelden, az alkaloida-keverék 6sszkapszaicinoid-tartalma 90-110 %
kozott kell legyen, kapszaicin (CigHa7NOs)-tartalma nem lehet kevesebb 55%-nal, a
kapszaicin és dihidrokapszaicin (C1gH29NO3)-tartalom 6sszege nem lehet kevesebb 75%-nal
¢s az egy¢€b kapszaicinoid-tartalom nem haladhatja meg a 15%-ot (103).

Meéréseink eredményeként megallapithattuk, hogy az Asian Herbex Ltd. altal eldallitott
kapszaicinoid-extraktum és a Fluka altal forgalmazott capsaicin natural standard egyarant

megfelelnek az USP 29 kapszaicinoid-tartalomra vonatkozé kovetelményeinek (4-5. tablazat).

4. tablazat. Az Asian Herbex Ltd. altal eléallitott kapszaicinoid-extraktum USP 29 szerinti mindsitése.

Kapszaicinoidok Tartalom (' m/m%) USP 29 kovetelmény
Kapszaicin (K) 61,32% <55%
Dihidrokapszaicin (DHK) 22,59% -

K+DHK 83,91% <75%

Egyéb kapszaicinoidok 6,99% >15%
Osszes kapszaicinoidok 90,90% 90-110 %

*
m/m%: tdmegszazalékos Osszetétel
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5. tablazat. A Fluka altal forgalmazott capsaicin natural standard USP 29 szerinti mindsitése.

Kapszaicinoidok Tartalom ("m/m%) USP 29 kovetelmény
Kapszaicin (K) 61,96% <55%
Dihidrokapszaicin (DHK) 37,49% -

K+DHK 99,45% <75%

Egyéb kapszaicinoidok 7,48% >15%
Osszes kapszaicinoidok 106,93% 90-110 %

“m/m%: tomegszazalékos Osszetétel

DAD1 E, Sig=281
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23. dbra. Az Asian Herbex Ltd. dltal eldallitott kapszaicinoid-extraktum PEG 400 : metanol=1:14

cre

perc retencios idovel megjelend kis csucsok minor kapszaicinoidok.
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V.2 Kapszaicinoidok per os alkalmazast koveté plazma mintabol valé

meghatarozasa

Csak azok az anyagok tesztelheték human résztvevokon, amelyek terapias potencialt
mutatnak és amelyeket a preklinikai vizsgéalatok soran biztonsagosnak talaltak.
Kapszaicinoid-tartalmi gyogyszer fejlesztése kapcsan USP 29 szerint mindsitett (Asian
Herbex Ltd. altal eldallitott) kapszaicinoid-extraktum PEG 400 oldoszerrel késziilt oldataval,
0-1200 pg/ttkg dozisban, 28 napon keresztiil, napi egyszeri adagolas mellett beagle kutyak
bevonasaval toxikoldgiai vizsgalatok valosultak meg. A kiilonb6z6 idépontokban (0 h; 0,25 h;
0,5 h; 1 h; 2 h; 3 h; 4 h) gyQ;tott plazma mintak kapszaicin- és dihidrokapszaicin-tartalmat
vizsgaltuk.

Mivel kisdozisu kapszaicinoid oralis adasat kovetden a varhatdo plazmakoncentracid igen
alacsony, fehérjementesitést kovetd szilard fazisi extrakcios moddszert dolgoztunk ki,
amellyel kozel tizszeresre tudtuk toményiteni a mintak kapszaicinoid-tartalmat. Tovabba, a
kapszaicinoidok hidroxi-(metoxibenzil) funkciés csoportjdhoz rendelhetd fluoreszcens
aktivitason alapulo (40), az UV-detektalashoz képest két nagysagrenddel nagyobb
érz¢kenységgel bir6 HPLC-FLD modszert fejlesztettiink. A validalasi paramétereknek
megfeleléen a modszer jol alkalmazhatoé kapszaicinoidokat igen alacsony koncentracioban
tartalmazo plazma mintak kapszaicin- és dihidrokapszaicin-tartalmanak meghatarozasara (24.
abra).

FLD1 A, Ex=230, Em=323
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24. dbra. Ciklohexdankarbonsav-3,4-dimetoxibenzilamidot (CADB) belsé standardot 20 ng/mL
koncentrdcioban, capsaicin natural standardot 50 ng/mL koncentracioban tartalmazo, spike ”-olt

kontroll (nem kezelt kutyadtol szarmazd) plazmabdl szilard fazisu extrakcié utan nyert kromatogram.
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Méréseink soran nem vart eredményt kaptunk; a kiillonbozé doézisban kezelt beagle kutyak
kiilonb6z6 idépontokban  gyiijtott plazmainak egyikében sem lehetett kimutatni
kapszaicinoidokat, még a magasabb dozisok esetében sem (25-26. abra). A kapott

eredmények szamos, a kapszaicinoidok farmakokinetikajaval kapcsolatos kérdést vetnek fel.

FLD1A, Ex=230, Em=323
LU

Jelintenzitis

0 25 5 75 10 125 15 175 20 min
Retencios id6

25. dabra. Kontroll (nem kezelt) kutya plazmdjabdl szildrd fazisu extrakcio utan nyert kromatogram. A

belso standard és a kapszaicinoidok retencios idejével megegyezé helyen nem latszanak csucsok a

kromatogramon.
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26. dbra. 900 ug/ttkg dozisban kezelt kutya plazmajabol (1 h) mintaeldkészités utin nyert
kromatogram. Az extrakcié hatdsfokdnak ellendrzésére a mintaelékészitést megelézéen belsé
standarddal “spike "-oltuk a plazmdt (20 ng/mL koncentrdcioban), a tr=3,723 perc retencios iddvel
megjelend csucs a belsé standardtol szarmazik. A kapszaicinoidok retencios idejével megegyezd

helyen nem ldtszanak csvucsok a kromatogramon.
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V.3 A kapszaicinoidok felszivédnak és metabolizalédnak a vékonybélben

A preklinikai-toxikologiai vizsgalatokbol szarmazé plazma mintak analizisének eredményeit
megismerve vizsgalni kivantuk a kapszaicinoidok vékonybél-metabolizmusat. Vizsgalatainkat
in vivo patkany-modellen végeztiik, amely soran az ¢éhbél (jejunum) fels6 szakaszat
perfundaltuk capsaicin natural standard 100 uM koncentracioji izotonias perfuzids
médiummal késziilt oldataval. A perfuzatum kapszaicin- és dihidrokapszaicin-tartalmanak
meghatarozasara, valamint a megjelené metabolitok vizsgalatara a plazma mintak analizisére
hasznalt, de a biologiai matrix valtozasa miatt (plazma — perfuzatum) ujravalidalt HPLC-

FLD modszert alkalmaztuk.

V.3.1 Kapszaicinoidok vékonybélbdl torténé felszivodasa

Meéréseink soran igazolni tudtuk azt az irodalombol mar ismert tényt, hogy a kapszaicinoidok
lipofilitasuk révén konnyen felszivodnak a gasztrointesztinalis traktusbol (37). A kapszaicin
¢s a dihidrokapszaicin perfuzatumbeli koncentracidja a perfizid ideje alatt exponencidlisan

csokkent (27. abra), a vizsgalat végéig a kapszaicinoidok kb. 90 %-a felszivodott.

Kapszaicin és dihidrokapszaicin koncentraciéjanak valtozasa
a vékonybél-perfiizié soran
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27. dabra. A kapszaicin (K) és dihidrokapszaicin (DHK) mennyiségének perfuzdatumbeli vailtozdsa, a

crer

diagram 5 fiiggetlen adllatkisérletbl szarmazo eredmények dtlagertékeit (£ standard devidcio)

abrazolja.

A kapszaicin és a dihidrokapszaicin mennyiségének csokkenésével parhuzamosan két
polérisabb (a kromatogramon korabban megjelend) komponens megjelenését figyeltilk meg
(28. abra), melyek perfuzatumbeli mennyisége a vizsgalat id6tartama alatt exponencialis

novekedést mutatott (29. abra).
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28. dbra. A perfuzio 90. percében vett minta kromatogramja, tg=2,40 perc és t;=3,17 perc a

kapszaicinoid-metabolitokhoz tartozo retencios idok.

Kapszaicin és dihidrokapszaicin metabolitjainak
a bél lumenében valé megjelenése
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29. dbra. A kapszaicinoid-metabolitok (Met I és Met II) mennyiségének perfuzatumbeli valtozdsa, a
jejunum felso szakaszanak 100 uM koncentracioju kapszaicinoid-oldattal valo perfuzioja soran. A
diagram 5 fiiggetlen dllatkisérletb6l szarmazo eredmények atlagertékeit (£ standard devidcio)

abrazolja.
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V.3.2 A kapszaicinoidok vékonybél-metabolizmusa, a metabolitok szerkezetének

azonositasa
A vékonybélben miik6d6 enzimrendszerek (CYP, UGT, GST, PST) lehet6vé teszik az
oralisan alkalmazott, a vékonybélbdl diffazioval és/vagy carrier-medialt transzportfolyamatok

révén felszivodd gyogyszervegyiiletek vékonybél altali atalakulasat. A bélhamsejtek apikalis

membranjaban jelenlévo efflux transzporterek (BCRP, MRP2, MDR1) szerepet jatszhatnak a

bazolateralis v 5
Y

30. abra. A vékonybél metabolizalo és kivalaszto szerv.

A perfuzié soran a kapszaicinoidok mennyiségének csokkenésével parhuzamosan a
kapszaicinoidok metabolizdlédtak a vékonybélben ¢és a bél lumen irdnydba torténd
kivalasztodas eredményeként a képz6d6 bomlastermékek megjelentek a perfuzatumban. A
perfuzatumok HPLC-MS analizise lehetdvé tette a metabolitok szerkezetének meghatarozasat,
igy a 29. abran kisebb retencioval (tr=2,40 perc, Metabolit I) elualoédé komponens a
kapszaicin gliikuronid-konjugatumaként, a nagyobb retencids idével (tr=3,17 perc, Metabolit
I) jelzett komponens a dihidrokapszaicin gliitkuronid-konjugatumaként volt azonosithato (31.
abra).
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31. dbra. A kapszaicin-gliikuronid (A, B) és a dihidrokapszaicin-gliikuronid (C, D) SIM-MS és MS/MS
spektrumai. Az A és C dbrdakon szelektiv ion detektdldas (SIM) modban a kapszaicin-glitkuronidnak
(m/z=482,23) és a dihidrokapszaicin-gliikuronidnak (m/z=484,25) megfeleld jel lathato. A B és D
abrak MSIMS spektrumok, melyeken a két metabolit kozos fragmens ionja (m/z=137,06) jelenik meg.

A kapszaicinoidok vékonybélben torténd atalakulasa magyarazatként szolgalhat arra a
kérdésre, hogy a toxikologiai vizsgalatok sordn nyert plazma mintdkban miért nem volt
kimutathat6 az oralisan alkalmazott kapszaicinoid-extraktum két f6 komponense, a kapszaicin
és a dihidrokapszaicin. Megfigyeléseink kapcsan a jovoben vizsgalni kivanjuk a

kapszaicinoidok oxidativ metabolikus atalakulasait is.
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V.4 Szalicilatok vékonybélbdl torténd felszivodasanak vizsgalata

A vékonybél kezdeti szakaszan 2,0-4,0, tavolabbi szakaszan 7,0 koriili a pH. Ilyen
kornyezetben a szalicilatok ionos, vizoldhat6 formdaja valik dominénssa. Az ionos forma
talsulya ellenére azonban a szalicilatok vékonybélbdl torténd felszivodasa igen jelentds, a
nem-ionizalt forma passziv diffuzioja mellett specifikus carrier-medialt transzportfolyamatok
(pl.: OAT-1) is fontos szerepet jatszanak a szalicilatok vékonybélbdl torténd felszivodasban
(85).

Méréseink igazoltdk, hogy a vizsgalt natrium-szalicilat felszivodik a vékonybélbol. A
perfazio teljes idotartama alatt a perfundalt izotonias perfizios médiummal késziilt 250 uM-

os natrium-szalicilat-oldat koncentracidja megkozelitoleg a felére csokkent (32. abra).

Natrium-szalicilat mennyiségének valtozasa a perfuzatumban
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32. dbra. A natrium-szalicilat mennyiségének perfuzatumbeli valtozasa 250 uM koncentrdcioju
natrium-szalicilat-oldattal valoé vékonybél (proximdlis jejunum)-perfiizio soran. A szalicilsav és a
belsé standardkeént alkalmazott 4-aminobenzoesav csiicsteriiletének hdnyadosat dbrazoltuk az idd
fliggvenyeben. A diagram 5 fiiggetlen dllatkisérletbol szarmazo eredmények atlagertékeit (= standard

deviacio) abrazolja.
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33. d@bra. A perfuzio 45. percében vett minta kromatogramja. tg=3,7-4,3 perc kozott lathato csucsok a
mozgofazis tetrahidrofuran komponensétdl szarmaznak, tr=3 percnél megjelend csucs egy endogén, a

kontroll (szalicilattal nem kezelt) patkdany perfuzatumdban is megjelend azonositatlan komponens.

V.5 Sazalicilatok vékonybél-metabolizmusa

A perfuzio 90 percnyi id6tartama alatt a 250 pM koncentraciéju natrium-szalicilat-oldat
szalicilat-tartalmanak megkozelitéleg a fele szivodott fel a vékonybélbdl. A szalicilatok
vékonybélben torténd atalakuldsa és lumenbe vald exkrécigja esetén (figyelembe véve a
felszivodas mértékét) csak igen kis mennyiségli szalicilat-metabolit perfuzatumban valo
megjelenésére szadmithattunk. Ugyanakkor megfeleld mintaelOkészitési eljarast (kisozast
kovetd folyadék-folyadék extrakcio) és érzékenyebb elvalasztasi modszert (HPLC-DAD-MS)
alkalmazva a szalicilsav mellett két dihidroxibenzoesav (2,3-dihidroxibenzoesav és 2,5-

dihidroxibenzoesav) is azonosithato volt a perfuzatumban (34-35. abra).
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34. dabra. A 90. perchen gyijtott perfuzdtumban a szalicilsav mellett 2,3-dihidroxibenzoesav (2,3-
DHB) és 2,5-dihidroxibenzoesav (2,5-DHB) volt azonosithaté (A= 314 nm). Az azonositas a 2,3-DHB
és 2,5-DHB standardok azonos koriilmények kozott felvett kromatogramjait felhasznalva, a retencios

idok osszehasonlitasaval tortént.
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35. dbra. A hidroxilalt metabolitok szerkezetét tomegspektrometrias detektalas mellett is igazoltuk. A
153 £ 0,5 m/z tartomdnyban felvett extrahdlt ion kromatogramon 2,3-DHB és 2,5-DHB volt

azonosithato.
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Felmeriil a kérdés, hogy milyen reakciok eredményeként oxidalodik a szalicilsav a
vékonybélben. A bélhamsejtekben megtalalhato CYP3A4 enzim altal katalizalt reakcidoban
szalicilsavbol 2,5-dihidroxibenzoesav keletkezik. Az aromas gylrti hidroxilacidja nem-
enzimatikus modon, hidroxilgyokok hatasdra is végbemehet, ilyenkor a mar emlitett 2,5-

dihidroxibenzoesav mellett 2,3-dihidroxibenzoesav képzddése is kimutathato (91; 92).

A nem-szteroid gyulladascsokkenték bélnyalkahartya karositdo hatasuk révén novelik a
bélnyalkahartya mieloperoxidaz aktivitasat (107). A képz6d6 reaktiv oxigénszarmazékok (pl.:
OH) igen nagy reakciokészséggel birva képesek az endogén és exogén molekulakat nem
specifikus, nem-enzimkatalizalt reakcioban oxidalni (106). Irodalmi adatok tamasztjak ala,
hogy a szalicilsav és az acetilszalicilsav alacsony koncentracioban nem Kkarositjak a

bélnyalkahartyat, azonban képesek kivédeni az indometacin ulcerogén hatasat (107).

Az in vivo kisérleteink soran alkalmazott 250 puM-os szalicilat-koncentracid kivalthatja a
bélnyalkahartya mieloperoxidaz aktivitasanak, és ezaltal a lokalis hidroxilgyok-koncentracid
emelkedését. Ugyanakkor a szalicilatok OH-scavenger hatassal is birnak, ezért a 2,3- és 2,5-
dihidroxibenzoesavak perfuzdtumban vald6 megjelenése hatterében -OH 4altal katalizalt

reakciot feltételeziink.

V.6 Szalicilatok in vitro oxidativ atalakulasainak vizsgalata

A gyogyszeres terapidban alkalmazott vegyiiletek legnagyobb hanyada aromas
elektronszerkezettel rendelkezik €s ezek koziil szdmos vegylilet biotranszformacidja soran
megfigyelheté hidroxilalt metabolitok keletkezése, amelyek hatterében specifikus
enzimkatalizalt reakciok mellett tobb nemspecifikus mechanizmus (pl.: Fenton-reakcio,
Udenfriend-reakcio) miikodése is feltételezheto.

A szalicilsav, mint modellvegyiilet Fenton- és Udenfriend-inkubécio soran torténd vizsgalata
jol ismert mar az irodalombol, azonban a vizsgalatokat a legtobb esetben in vitro
koriilmények kozott optimalizalt reakciokoriilmények kozott végezték el (pl.: a Fenton-
reakcio pH-optimuma savas kozegben van). Munkénk sordn vizsgalni kivantuk a
reakciokoriilmények termékek mennyiségére ¢s mindségére kifejtett hatasat, valamint a két
egymassal nagy rokonsadgot mutatd reakcid aromas rendszerekre kiterjedd hidroxilacios

mechanizmusat.
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V.6.1 A szalicilsav Fenton-inkubacié soran torténé atalakulasai

A szalicilsav Fenton-inkubacié soran torténd atalakulasait alapvetden harom egymassal
parhuzamosan zajlé reakcid egyenstlya hatdrozza meg: (1) a Fenton-reakcid, (2) a Fenton-
reakcioban képzddo Fe**-ionok szalicilsavval val6 komplexképzési reakcidja és (3) a Fenton-

reakcioban képz6do hidroxilgyokok szalicilsavval valo szubsztittcids reakcidja (36. abra).
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A kialakul6 reakciotermékek mennyiségét nagymértékben befolyasolja az inkubélds soran
alkalmazott hidrogén-peroxid-koncentracio, a Fe?*/H,0, arany, a pH, valamint az inkubalasi
1d6 (98).

A Fenton-reakci6 lejatszodasanak pH-optimuma savas tartomanyban van (pH 3-4). llyen
koriilmények kozott (1 mM HpO; és 3 mM Fe?* mellett) nem régioszelektiv szubsztitucid

eredményeként a szalicilsavbol 2,3-dihidroxibenzoesav, 2,4-dihidroxibenzoesav és 2,5-
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dihidroxibenzoesav keletkezik (36/3. abra), amelyet sajat vizsgalataink eredményei is

alatamasztottak (37. abra).
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37. dbra. A szalicilsav Fenton-inkubatumanak kromatogramja (A= 237 nm) (1 mM szalicilsav, 1 mM

hidrogén-peroxid és 3 mM Fe** mellett).

Magasabb hidrogén-peroxid-koncentracio (1 mM — 10 mM) mellett a szalicilat-tipust
vegyliletekhez tartozo cstcsok joval kisebbek voltak, illetve meg sem jelentek (pl.: 2,4-DHB)
a kromatogramon (38. abra). Feltételezheté, hogy a nagy hidrogén-peroxid-feleslegben
lejatszodo reakcid soran a szalicilsav aromas gylrije felnyilik, igy dihidroxibenzoesavak is

csak joval alacsonyabb mennyiségben keletkeznek és jelennek meg az extraktumokban.

A Fe®*-ionok inkubatumbeli koncentracidjanak csokkentése (3 mM — 300 uM) a keletkezd
dihidroxibenzoesavak egymashoz viszonyitott koncentracio-aranyaban okozott eltolodast: a
magasabb Fe**-ion-koncentracié mellett kivitelezett reakciohoz képest a keletkezé 2,3-DHB
és 2,4-DHB mennyisége megkozelitleg a felére, mig a 2,5-DHB mennyisége az 6todére

csokkent (39. abra).
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38. dbra. A szalicilsav Fenton-inkubdtumdnak kromatogramja (A= 237 nm) (1 mM szalicilsav, 10 mM

hidrogén-peroxid és 3 mM Fe** mellett).
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39. dbra. A szalicilsav Fenton-inkubatumanak kromatogramja (A= 237 nm) (1 mM szalicilsav, 1 mM

hidrogén-peroxid és 300 uM Fe** mellett).
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Savas koriilmények kozott a szalicilsav orto-helyzetli szubsztitucidja eldnyt élvez a meta- és
para-helyzetii szubsztiticiohoz képest, a keletkezd termékek aranyat az inkubatum Fe®*-ion

koncentracioja hatarozza meg.

A reakcioelegy az inkubalas teljes idGtartama alatt (30 perc) ibolyaszinii volt, amely a
szalicilsav Fe®*'-ionokkal alkotott komplexének jelenlétére utal (36/2. &bra). Vizsgaltuk a
komplex mennyiségének idSbeni valtozasat, 3 mM és 300 uM Fe**-koncentracio mellett is. A
szalicilsav-Fe**-komplex koncentracioja az inkubacids idé végéig folyamatosan csdkkent (40.

abra).
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40. dbra. A szalicilsav-Fe**-komplex mennyiségének viltozdsa az inkubdcié sordn (A= 560 nm, 1 mM
szalicilsav, 1 mM hidrogén-peroxid és 300 uM Fe** mellett). A grafikon 3 parhuzamos inkubdldsbol

szarmazo eredmények atlagértékeit (+ standard devidcio) abrazolja.

A Fenton-reakcio fiziologias pH-n (pH 7,2) 2,3-DHB és 2,5-DHB keletkezését eredményezte,
azonban a savas koriilmények kozott végbemend reakciohoz képest a termékek aranya — a

kromatografias cstcsteriileteket sszehasonlitva — a 2,5-DHB iranyaba tolodott el (41. abra).
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41, dbra. A szalicilsav Fenton-inkubdatumdanak kromatogramja (I mM szalicilsav, 1 mM hidrogén-
peroxid és 300 uM Fe? mellett). 4 dihidroxibenzoesavak teriiletaranya.: Az 3.onp/Az5.018=0,52.
(A= 237 nm)

V.6.2 A szalicilsav Udenfriend-inkubacio soran torténé atalakulasai

S. Udenfriend és munkatarsai 1954-ben elvégzett kisérletei soran egy, az aromas rendszerekre
kiterjedé hidroxilaciés mechanizmus felfedezésére keriilt sor (99). Az Udenfriend-
rendszerben tobb endogén és exogén vegyiilet atalakuldsat tanulméanyoztdk mar, tobbek
kozott a szalicilsavét is.

Udenfriend és munkatarsai a szalicilsav inkubalasat kdvetden a megsavanyitott inkubatumot
eldszor kloroformmal, majd dietil-éterrel extrahaltdk. A kloroformos extraktumbol az 4t nem
alakult szalicilsav mennyiségét tudtak meghatarozni, az éteres extraktumban 2,5-
dihidroxibenzoesav jelenlétét tudtak kimutatni (101).

Sajat vizsgalataink sordn azt talaltuk, hogy a szalicilsav Udenfriend-inkubécidja 2,5-DHB
mellett 2,3-DHB, tovabba igen kis mennyiségben katechol és 2,4-DHB keletkezését is
eredményezi (42-43 abra).

59



200000 4
@ 2,5-DHB 2,3-DHB Szalicilsav
bl
."ﬁ
c
(]
E
©
]
4-nitrofenol
100000
katechol 2,4-DHB J
04

00 10 20 3.0 4.0 50 6.0 7.0 8.0 9.0 100 110 120 130 140 150 160 17.0 180 190 200 21.0220
Retencids id6 (perc)

42. dbra. A szalicilsav Udenfriend-inkubdtumanak kromatogramja (A= 237 nm). A 2,5- és 2,3-

dihidroxibenzoesavak teriiletardnya kozel azonos: Az s.pone/Azzore=1,11.
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43. dbra. A szalicilsav Udenfriend-inkubdtumdnak totdl ion kromatogramja (m/z 92-154).
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V1 Megbeszélés és osszefoglalas

Munkank soran nemszteroid-gyulladasgatld szerek okozta gyomornyalkahartya-kérosodas
kivédése céljabol acetilszalicilsav mellett kisdozisu kapszaicinoidot is tartalmazéd gyodgyszer
fejlesztése okan, kapszaicinoidok és szalicilatok meghatdrozésara alkalmas validalt analitikai
modszerek fejlesztése és alkalmazésa volt a célkitlizésiink.

A gyogyszerfejlesztés kiilonboz6 fazisaihoz igazodva elészor a kapszaicinoid-tartalmu
gyogyszeralapanyag mindsitése, majd a preklinikai allatkisérletekbdl szdrmazo plazma
mintdk kapszaicin- és dihidrokapszaicin-tartalmanak meghatarozasa céljabol fejlesztettiink
forditott fazisa HPLC-DAD illetve HPLC-FLD modszereket. A fejlesztett modszerek kozti
legfontosabb kiilonbséget a linearitasi tartomanyok kozti kiilonbozoség jelenti. A diddasoros
modszer png/mL-es tartomanyban linearis, ezaltal gyogyszeralapanyag mindsitésére alkalmas.
A fluoreszcens modszer ng/mlL-es koncentracidtartomanyban képes kvantitativen
meghatarozni az allatkisérletekbdl szarmazoé plazma mintakban a két f6 kapszaicinoid-
komponens mennyiségét, igy farmakokinetikai analizist tesz lehetévé.

Miutan a preklinikai-toxikologiai vizsgalatok nem vart eredményeket hoztak — miszerint 0-
1200 pg/ttkg dézisban orélisan adott kapszaicinoid-tartalmu extrakrum két f6 komponensét a
kiilonb6zé idépontokban gyiijtdtt plazma mintdk egyikében sem lehetett kimutatni —
figyelmiink a vizsgalt vegyiiletek esetleges vékonybél-metabolizmusara iranyult. In vivo
patkany-modellen az éhbél felsé szakaszat 100 uM koncentracioju izotonias kapszaicinoid-
oldattal perfundalva kisérleteink igazolni tudtak a kapszaicinoidok vékonybélben lejatszodo
enzimkatalizalt atalakulasat.

Az Aspirin 1899-ben tortént forgalomba keriilése ota eltelt tobb mint 100 évben szamos, az
acetilszalicilsav farmakokinetikajat feldolgozé tanulmany jelent meg a szakirodalomban,
azonban kevessé ismert a vegyiilet, illetve a beldle képz6do fenolos karakterii szalicilsav sorsa
a vékonybélben. In vivo patkany-modellen az éhbél felsé szakaszat 250 uM koncentraciojua
izotonias natrium-szalicilat-oldattal perfundalva igazoltuk a szalicilsav vékonybélbdl torténd
felszivodasat, illetve vékonybélben valo atalakulésat.

Gyulladasos betegségben (pl.: rheumatoid arthritis) szenveddk acetilszalicilsavval torténd
kezelése soran kertilt kimutatasra, hogy az acetilszalicilsavval kezelt betegek szervezetében
magasabb koncentracidban képzddik 2,3-dihidroxibenzoesav az ASA metabolizmusa soran,
mint az ASA nem gyulladascsokkentd indikacioban (dézisban) val6 alkalmazasa esetén. Ezen

crer

oxidativ stressz egyértelmii markere lehet. A 2,3-DHB szervezetben valo keletkezését a
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szalicilsav aromds gylirijének nem-enzimatikus hidroxilacidja eredményezheti. Kisérleteink
soran Fenton- ¢s Udenfriend-modellek segitségével vizsgaltuk a szalicilsav nem-
enzimkatalizalt oxidativ atalakulasait, 2,3-DHB, 2,4-DHB és 2,5-DHB keletkezését (az
Udenfriend-reakcioban katekol keletkezését is) sikeriilt kimutatnunk. Irodalmi adatok
tamasztjak ald a vizsgalt modellek fiziologias korilmények kozti relevanciajat, azaz a
nagydozisu acetilszalicilsav adasat kovetd 2,3-dihidroxibenzoesav-képzodés hatterében a

Fenton-reakcid mellett az Udenfriend-rendszer miikodése is feltételezheto.

Munkank soran kapott ij eredmények:

1. Kapszaicinoid-tartalmi gyogyszeralapanyagok mindsitése céljabol kapszaicin  és
dihidrokapszaicin tartalmi meghatdrozdsadra alkalmas wvalidalt HPLC modszert

fejlesztettiink.

2. A kapszaicinoidok toxikologiai vizsgalata céljabol, mindsitett kapszaicinoid-tartalmu
készitménnyel kezelt beagle kutydk plazma mintdinak analizisére alkalmas
mintaelokészitési eljarast és validalt HPLC modszert dolgoztunk ki a mintak kapszaicin-

¢s dihidrokapszaicin-tartalmanak meghatarozasara.

3. In vivo patkany-modellen vizsgaltuk a kapszaicinoidok vékonybélbdl torténd
felszivodasat és vékonybél 4altali metabolizmusat. Kisérleteink igazoltdk, hogy a
kapszaicinoidok felszivodnak ¢és enzimkatalizalt reakcidé (gliikuronid-konjugacio)
eredményeként metabolizalodnak a jejunumban. A vegyliletek vékonybélben torténd
atalakulasa részben magyarazatot adhat arra a kérdésre, hogy a preklinikai-toxikologiai
vizsgalatok soran nyert plazma mintdkban miért nem volt kimutathaté az oréalisan
alkalmazott kapszaicinoid-extraktum két f6 komponense, a kapszaicin ¢és a

dihidrokapszaicin.

4. In vivo patkany-modellen vizsgaltuk a natrium-szalicilat vékonybélbol torténd
felszivodasat és vékonybél altali metabolizmusat. Kisérleteink igazoltdk, hogy a natrium-
szalicilat felszivodik és atalakul a jejunumban. Az atalakulas eredményeként 2,3-DHB és
2,5-DHB keletkezik. A kisérletek soran alkalmazott szalicilat-koncentracié kivalthatja a
bélnyalkahartya mieloperoxiddz aktivitdsanak, és ezaltal a lokalis hidroxilgyok-
koncentracié emelkedését. Ugyanakkor a szalicilatok OH-scavenger hatassal is birnak,
ezért a 2,3- és 2,5-dihidroxibenzoesavak perfuzatumban valé megjelenése hatterében -OH

altal katalizalt reakciot feltételeziink.
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5. In vitro kisérletek soran Fenton- és Udenfriend-modellek segitségével vizsgaltuk a
szalicilsav nem-enzimatikus oxidativ atalakulasait. A két eltérd reakcidmechanizmusban,
amelyekben kozos a Fe?*-ionok szerepe, k6zos metabolitok, 2,3-DHB, 2,4-DHB és 2,5-
DHB keletkezését figyeltilk meg. Mivel a Fenton- és Udenfriend-modellek fiziologias
koriilmények kozotti relevanciaja aldtdmaszthatd, igy a szalicilsav biotranszformacioja

soran a hidroxilalt metabolitok képzddésében szerepiik nem kizarhato.

Az értekezésben bemutatott analitikai meghatarozasok lehetséget biztositottak a RET
Medipolisz palyazatban farmakokinetikai vizsgalatok elvégzéséhez.

A szalicilsav metabolizmusanak in vitro és in vivo vizsgalatai egy ujabb kutatasi irany
elinditasat jelentik, amelyek elvezethetnek benniinket az acetilszalicilsav terapias alkalmazasa
soran a klinikai  koriilmények kozott észlelt hatasok  és/vagy  mellékhatdsok
mechanizmusainak megismeréséhez. Tovabbi célkitlizéseink kozott szerepel a szalicilsavbol

keletkez6 oxidacios metabolitok Fenton- és Udenfriend-modellen torténd vizsgalata.
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