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I Rövidítések 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 - ciklooxigenáz 

CYP - citokróm P450 

DAD - diódasoros detektor 

FLD - fluoreszcens detektor 

GST - glutation-S-transzferáz 

HESI - heated electrospray ionization 

HPLC - nagyhatékonyságú folyadékkromatográfia 

MCT1 - monocarboxylate transporter 1 

MDR1 - multidrug resistance protein 1 

MFO - mixed-function oxidase 

MRP2 - multidrug resistance-associated protein 2 

MS - mass spectrometry, tömegspektrometria 

MS/MS - tandem mass spectrometry 

NFB - nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells 

NKA - neurokinin A 

OAT-1 - organikus anion transzporter-1 

OH˙ - hidroxilgyökök  

PEG 400 - polietilén-glikol 400 

PEPT1 - peptide transporter 1 

PG - prosztaglandin 

PL - foszfolipáz  

PST - fenol-szulfotranszferáz 
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RET - Regionális Egyetemi Tudásközpont  

ROS - reaktív oxigénszármazékok 

SA - szalicilsav 

SHU - Scoville Heat Units 

SIM - selective ion monitoring 

SOD - szuperoxid-dizmutáz 

TBMÉ - terc-butil-metil-éter 

TRP - tranziens receptor potenciál  

TRPV1 - tranziens receptor potenciál vanilloid 1   

TXA2 - tromboxán A2 

UGT - UDP-glükuroniltranszferáz 

USP - U.S. Pharmacopoeia 
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II Bevezetés, irodalmi áttekintés 

II.1 Kapszaicinoidok 

A különféle paprikák a burgonyafélék (Solanaceae) családján belül a Capsicum nemzetségbe 

tartoznak. Egyik közös tulajdonságuk, hogy egy kapszaicinoid-vegyületekből álló keveréket 

szintetizálnak, amely megfelelő koncentrációban csípős érzetet vált ki. Ezt az alkaloida-

keveréket a paprikák bordáiban (ereiben) lévő mirigyek termelik. A paprikából nyert 

természetes eredetű extraktum két fő kapszaicinoid-komponenst, kapszaicint és 

dihidrokapszaicint tartalmaz, ezek mellett azonban további, kisebb mennyiségben jelen lévő 

rokon szerkezetű vegyületek (minor kapszaicinoidok) azonosíthatók (1. táblázat) (1). 

A különböző Capsicum fajok erősség tekintetében igen nagy változatosságot mutatnak. A 

különbség a bennük termelődő kapszaicinoidok mennyiségében rejlik: az édespaprikában 

kevés (bogyónként 250-500 µg), az erősebb paprikákban arányosan több (>1000 µg) csípős 

vegyület található. A csípősség mértékét úgynevezett Scoville Egységekben (Scoville Heat 

Units, SHU) adják meg. Az édespaprika 0 Scoville Egységet képvisel, míg a tömény 

kapszaicin 16 millió Scoville Egységgel jellemezhető (2). 

A kapszaicint tiszta formában először Micko izolálta 1898-ban (3), pontos kémiai szerkezetét 

1919-ben Nelson határozta meg (4). Szintetikus úton elsőként Späth és Darling állította elő 

1930-ban. 

 

A kapszaicinoid-vegyületek közös szerkezeti eleme a 3-hidroxi-4-metoxi-benzilamid 

(vanilloid) molekularész (1. ábra), csak hidrofób alkil-oldalláncukban különböznek 

egymástól. A csípős íz és a farmakológiai szempontból lényeges hatások kialakításában a 

vanilloid szerkezeti elem mellett a hidrofób oldallánc is fontos szerepet játszik; ez utóbbinak 

hossza és szerkezete (pl.: telített vagy telítetlen) egyaránt meghatározó (5; 6; 7; 8; 9; 10). 

C14-izotóppal jelölt kapszaicinoid-vegyületekkel elvégzett kísérletek igazolják, hogy az 

egyes kapszaicinoid-vegyületek farmakodinámiás és farmakokinetikai tulajdonságai nagyfokú 

hasonlóságot mutatnak (11; 12; 13). 

A kapszaicinoid-vegyületek legjelentősebb hatásai a következők: serkentik az emésztést, 

megóvják a gyomor nyálkahártyáját az alkohol, illetve a nem-szteroid gyulladáscsökkentők 

okozta károsodásoktól (14), csillapítják a reumás ízületi gyulladást és a szenzoros neuropátiás 

fájdalmat (15; 16; 17), valamint tumorellenes és antioxidáns hatással rendelkeznek (18; 19; 

20; 21; 22; 23; 24).  
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1. ábra. A kapszaicinoidok szerkezetének bemutatása a kapszaicin példáján. 

1. táblázat. Major és minor kapszaicinoidok szerkezete. 
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II.1.1 Kapszaicin-érzékeny idegvégződések 

A kapszaicin hatásait közvetítő farmakológiai receptor létezése már az 1980-as évek óta 

bizonyított. Mivel ez a receptor a Drosophilában már régen azonosított tranziens receptor 

potenciál (TRP) típusú kationcsatornákkal szerkezeti hasonlóságot mutat, és az elsőként leírt 

kémiai aktivátora, a kapszaicin vanilloid-szerkezetű vegyület, a receptort tranziens receptor 

potenciál vanilloid 1 (TRPV1) receptornak nevezik. A TRPV1-receptor az elsőként 

felfedezett hővel aktiválható ioncsatorna, amely megtalálható az agyban, a húgyhólyagban, a 

vesékben, a bélrendszerben, a májban és a bőrben is (25). Klónozását egy amerikai 

kutatócsoport valósította meg 1997-ben (26). 

A TRPV1-receptor hat transzmembrán-alegységből áll, amelyek közül az 5. és 6. domén 

ioncsatornát (pórust) képez (2. ábra). Aktivált állapotban az ioncsatorna megnyílik és nem 

szelektív kationcsatornaként működik. Nátrium-, kálcium-, és káliumionokat egyaránt 

átenged, anionok számára azonban átjárhatatlan.  

 

 

 

2. ábra. TRPV1-receptor szerkezete. 

 

A receptort szelektív agonistáján, a kapszaicinen kívül fájdalmas hőinger (43 °C-nál 

magasabb hőmérséklet), alacsony pH (pH<6), egyéb növényi eredetű irritáns (pl.: 

reziniferatoxin, piperin) és számos endogén anyag (pl.: 12-lipoxigenáz-termékek, ATP, 

bradikinin, anandamid) is képes igen erősen aktiválni (27). 
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A hő- és kémiai ingerek eltérő támadásponton hatnak. A klasszikus afferens funkció mellett 

(depolarizáció → akciós potenciál formájában információ közvetítése a központi idegrendszer 

felé) a receptor aktiválása az idegvégződésben tárolt neuropeptidek (pl.: szomatosztatin, P-

anyag (substance P, SP), kalcitonin gén-rokon peptid (CGRP), neurokinin A (NKA) 

exocitózisát is előidézi. A felszabadult neuropeptidek parakrin mediátorként a környező 

szöveti struktúrákon efferens hatásokat (vazodilatációt, plazma-extravazációt, simaizom-

kontrakciót vagy -relaxációt) közvetítve (28; 29; 30) neurogén gyulladást hoznak létre (31). A 

kapszaicin-érzékeny TRPV1-receptor polimodális nociceptor, amely kettős, afferens-efferens 

funkcióval bír. 

A receptorok tartós ingerlése (magasabb dózisban vagy hosszabb ideig adagolt kapszaicinnel) 

a kezdeti izgató hatást követően tartós refrakter állapotot hoz létre, amely szenzoros 

deszenzibilizációhoz vezet (29; 32). Ilyenkor a TRPV1-receptort expresszáló nociceptív 

idegvégződés egészének funkciócsökkenése következik be (33; 34), ezzel magyarázható a 

kapszaicin fájdalomcsillapító hatása (28; 35). 

A kapszaicinoidok receptoriális hatásainak ismerete új terápiás lehetőségeket nyitott meg 

számos olyan gyulladásos betegség kezelésében (pl.: rheumatoid arthritis, asthma bronchiale, 

ekzema, allergiás rhinitis és conjunctivitis), amelyek patomechanizmusában a neurogén 

komponens fontos szerepet játszik (30). A neurogén gyulladást a jelenleg használatos 

gyulladásgátlók nem képesek befolyásolni. Felismerve a TRPV1-receptor szerepét a folyamat 

kialakulásában, a receptor antagonistái potenciálisan nemcsak fájdalomcsillapító, hanem 

gyulladáscsökkentő hatással is rendelkezhetnek. 

 

 

II.1.2 Kapszaicinoidok sorsa a szervezetben 

II.1.2.1 Kapszaicinoidok felszívódása és megoszlása 

A kapszaicinoidok igen lipofil vegyületek, könnyen átjutnak a sejtmembránon. In vivo 

állatkísérletek eredményei igazolják, hogy orális adást követően a kapszaicin és analógjai 

passzív folyamat útján felszívódnak a gasztrointesztinális traktusból. A felszívódás mértéke 

az egyes fajokban 50-90% között változik (36; 37; 38). A vérben a beadást követő első órában 

mérhető a legmagasabb kapszaicinoid-koncentráció és a szövetek közötti maximális 

megoszlás ugyancsak az első órában figyelhető meg (39). Mivel az extrahepatikus 

szövetekben, köztük a vékonybélben is, jelentős a hidrolízist végző enzimek aktivitása, a 

kapszaicinoidok már a jejunumból és ileumból való felszívódás során metabolizálódnak (37). 
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Intravénás (i.v.) alkalmazás esetén in vivo állatkísérletek eredményei alapján a beadást követő 

harmadik percben az agyban és a gerincvelőben ötször, a májban háromszor magasabb 

kapszaicinoid-koncentráció mérhető, mint a vérben (40; 41). 

A forgalomban lévő kapszaicinoid-tartalmú készítmények főként lokális, külsőleges 

felhasználásra szánt készítmények. A kapszaicinnek és analógjainak bőrön keresztül történő 

felszívódásaigen gyors és hatékony. 3%-os oldattal történő kezelést követően humán 

kísérletekben már az első percben kimutatható a kapszaicinoidok jelenléte a stratum 

corneumban és röviddel ezután a „steady state” állapot is kialakul (42). 

 

II.1.2.2 Kapszaicinoidok metabolizmusa és eliminációja 

A kapszaicinoidok in vivo biotranszformációjáról nagyon kevés irodalmi adat áll 

rendelkezésre. Több kutatócsoport bizonyította, hogy orális alkalmazást követően a 

kapszaicinoid-vegyületek már a gasztrointesztinális traktusból való felszívódás során 

hidrolízist szenvednek (37; 38). A vegyületek első passzázs-effektusa igen jelentős, ennek 

eredményeként a szisztémás keringésbe kerülő kapszaicinoid mennyiség igen kicsi. A 

metabolitok a kapszaicinoidokra jellemző hatásokkal már nem rendelkeznek. 

In vitro patkánykísérletek alapján a kapszaicinoidok főként a máj enzimrendszere által 

metabolizálódnak (11) (3. ábra). Az átalakulás egyik lehetséges útja a kevert funkciójú 

oxidáz-rendszer (mixed-function oxidase, MFO) által katalizált oxidáció. Az MFO révén a 

kapszaicinoidok az alifás oldallánc terminális szénatomján és a vanillil-molekularészen is 

képesek oxidálódni. Ez utóbbi esetben elektrofil intermedier termék, gyűrűs epoxid 

keletkezik. A vanillil-molekularész hidroxilcsoportjának oxidációja elektrofil fenoxigyök 

keletkezését is eredményezheti CYP2E1 enzim által katalizált reakcióban. A képződött gyök 

inaktiválhatja a keletkezését katalizáló enzimet, vagy dimert képezhet (12). A CYP2E1 enzim 

mellett más citokróm enzimek (pl.: CYP1A2, CYP3A4, CYP2B6, CYP2C19, stb.) is képesek 

katalizálni a kapszaicinoidok átalakulásait. A metabolikus utak között megemlítendő az 

aromás- és az alkil-hidroxiláció illetve az O-demetiláció (41). Az aromás gyűrű O-

demetilációját követő oxidáció elektrofil hidrokinon- és kinonszármazékok kialakulásához 

vezethet. A kapszaicinoidok metabolizmusa során keletkező elektrofil termékek kovalens 

kötést létesítve a fehérjék, az RNS és a DNS nukleofil régióival toxikus hatás (nekrózis, 

karcinogenezis, mutagenezis) kialakulásához vezethetnek (11; 43). 

A kapszaicinoidok átalakulásának másik lehetséges (nem oxidatív) módja a hidrolízis, 

amelyet in vitro és in vivo kísérletek egyaránt alátámasztanak. A kapszaicinoidokat 
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hidrolizáló enzim aktivitása nemcsak a májban, hanem az extrahepatikus szövetekben (pl.: a 

vesében, a tüdőben és a vékonybélben) is magas (44). A hidrolízis során a savamid-kötés 

falhasad, vanillilamin és szabad zsírsav keletkezik (3. ábra). A vanillilaminból oxidatív 

dezamináció során vanillil-aldehid képződik, amely a továbbiakban oxidációval vanillinsavvá, 

redukcióval vanillil-alkohollá alakulhat át. Az így képződött termékek szabad formában, vagy 

II. fázisú reakcióban glükuronsavval konjugálódva ürülhetnek a szervezetből (12). 

Lokális alkalmazás mellett a kapszaicinoidok biotranszformációja igen lassú, felezési idejük 

közel 24 óra. Az átalakulás során két metabolit, vanillilamin és vanillinsav azonosítható (45). 

 

 

 

 

3. ábra. A kapszaicinoidok metabolizmusa. 

 

Állatkísérletek igazolják, hogy a kapszaicin elsősorban a vesén keresztül főként glükuronid-

konjugátum formájában ürül; kis mennyiségben azonban változatlan formában a székletben is 

kimutatható (43; 36; 37). 
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II.1.3 Kapszaicin-tartalmú készítmények 

A Magyarországon forgalomban lévő kapszaicinoid-tartalmú készítmények (2. táblázat) 

főként lokális, külsőleges felhasználásra szánt krémek, kenőcsök és tapaszok. Ezen 

készítmények fő indikációs területei a reumás ízületi gyulladás, valamint az izom- és 

végtagfájdalom csillapítása. A krémek és kenőcsök mindegyike vény nélkül hozzáférhető, 

csak alacsony koncentrációban (0,1-2,5%) tartalmaz kapszaicinoidokat. A készítményekben 

lévő vivőanyagok minősége nagyban befolyásolja a kapszaicinoidok felszívódásának 

mértékét (46). A tapaszok között létezik vényköteles, a hatóanyagot magasabb 

koncentrációban (8%) tartalmazó készítmény is, amelynek alkalmazása során a behatás 

időtartama meghatározó  (47). 

A forgalomban lévő szisztémás hatású készítmények (tabletta, kapszula, orrspray) terápiás 

javallata a fogyókúrás és diétás táplálkozás kiegészítése, továbbá fejfájás és migrén kezelése 

(32). Orális alkalmazású, gyógyszer-kategóriába tartozó kapszaicinoid-készítmény jelenleg 

még nincs törzskönyvezve.  

Kutatási eredmények igazolják, hogy a kapszaicin gasztroprotektív hatású a nemszteroid-

gyulladásgátló szerek okozta gyomornyálkahártya-károsodással szemben (14). Ezen 

indikációval kapszaicinoid-tartalmú gyógyszer fejlesztése a Pécsi Tudományegyetemen 

folyamatban van, a törzskönyvezést megelőző humán klinikai vizsgálatok jelenleg is zajlanak 

(48). 

 

2. táblázat. Magyarországon forgalomban lévő kapszaicinoid-tartalmú készítmények. 

Készítmény neve Gyártó 

Inno Rheuma forte krém (1,0075 g chilipaprika 

kivonat 6,5% kapszaicin tartalommal/100 g krém) 
Naturland Magyarország Kft. 

Nicoflex kenőcs (0,15 mg kapszaicin/90 g kenőcs) Reanal Finomvegyszergyár 

Pferdebalsam Hot piros lóbalzsam (*Capsicum 

frutescens/500 ml lóbalzsam) 
Schmees Kosmetik GmbH 

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

Dr. Chen Capsiplast Paprika hőtapasz (*Capsici 

extractum/tapasz) 
Oriental Herbs Kft. 

Salonpas-Hot rugalmas gyógytapasz (100 mg 

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

Sinol-M orrspray (*Capsicum annuum/10 ml 

orrspray) 
Sinol USA Inc. 

GinkoPrim Hot tabletta (2,5 mg kapszaicin/1 

tabletta) 
Walmark Kft. 

Klimin slim TRIO kapszula (0,6 mg kapszaicin/2 

kapszula) 
Pharmax Kft. 

* a mennyiség nincs jelölve a terméken 
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A kapszaicinoid-vegyületek nem kívánatos hatásaik miatt napjainkban önvédelmi és 

tömegoszlatási céllal is alkalmazásra kerülnek. A nyálkahártyák irritációja (a légutakban, a 

szemben és az orrban) égő, viszkető érzést, orrfolyást, könnyezést és köhögést indukálhat 

(49).  

 

  



14 

 

II.2 Szalicilsav származékai, a szalicilátok 

A fehér fűzfa (Salix alba) kérgéből és leveléből készült kivonat fájdalomcsillapító és 

gyulladáscsökkentő hatása már az ókor óta ismert. Lázcsillapító hatására a kínafakéregből 

nyert kinin pótlásának céljából végzett kutatások során derült fény, amelyről először Stone 

tiszteletes számolt be 1763-ban (50). Kezdetben úgy vélték, hogy a porított fűzfakéregből 

készült extraktum hatásért felelős komponense a szalicin-glikozid (51), amelyet Leroux 

francia gyógyszerész izolált elsőként kristályos formában 1830-ban. Potensebb szer 

felfedezésének reményében 1838-ban, egy olasz vegyész, Piria a szalicint savas főzéssel 

glükózra és szalicil-alkoholra bontotta. A szalicil-alkoholt oxidálta, így színtelen, hosszú 

tűkristályokból álló anyagot kapott, amit szalicilsavnak nevezett el. A szalicilsav a szalicinnel 

megegyező farmakológiai hatásokat mutatott, ugyanakkor nem rendelkezett annak igen 

keserű ízével. Időközben, a szalicilsavat és származékait (pl.: metil-szalicilát) több olyan 

gyógynövény (pl.: Spiraea ulmaria – gyöngyvessző, Gaultheria procumbens – kúszó 

fajdbogyó) kivonatában sikerült azonosítani, amelyeket már a szalicilsav felfedezését 

megelőzően is alkalmaztak a fájdalommal és lázzal járó betegségek kezelésében.  

 

 
 

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

 

Csak jóval később került napvilágra az a tény, hogy a szalicin szalicilsavvá történő 

átalakulása az emberi szervezetben is lejátszódik, azaz a szalicin aktív metabolitja valójában a 

szalicilsav (52). 

A szalicilsav szintetikus előállítására Kolbe marburgi professzor dolgozott ki módszert 1859-

ben. Az eljárás lényege, hogy a fenol nátriumsóját magas nyomáson, szén-dioxid-áramban 

140°C-on hevítik, ekkor a szalicilsav nátriumsója keletkezik, amelynek hideg vizes oldatából 

savanyításra a szalicilsav kristályosan kiválik (5. ábra). A növekvő szükséglet kielégítésére 

ezt a reakciót Heyden, Kolbe tanítványa ipari szintézissé fejlesztette tovább és a szalicilsav-

termelésre gyárat alapított Drezdában (53). 
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5. ábra. A Kolbe-féle szalicilsav-szintézis. 

Az ipari szintű gyártás elindítását követően igen nagy jelentőséggel bírt az a felfedezés, 

miszerint a szalicilsav a reuma kezelésében is nagyon hatékony. A XIX. század hetvenes-

nyocvanas éveiben a szalicilsav volt a reuma leghatékonyabb gyógyszere (54). A krónikus 

reumás fájdalom kezelésében alkalmazott magas (4-6 g/nap) dózist azonban súlyos 

mellékhatások kísérték (pl.: gyomorhurut, fülzúgás), amelyek elkerülése érdekében kisebb 

adagban is effektív, jobban tolerálható szer fejlesztése vált szükségessé. A megoldást 

Hoffmann találta meg 1897-ben: a szalicilsav kémiai módosításával - fenolos 

hidroxilcsoportját acetilezve - acetilszalicilsavat állított elő (6. ábra), amely a Bayer cég 

gyógyszerészeti részlegéből 1899-ben Aspirin néven került forgalomba. Az Aspirin a mai 

napig is a legnagyobb mennyiségben előállított gyógyszerek közé tartozik, a szalicilsavhoz 

viszonyítva csekélyebb mértékű mellékhatásokkal rendelkezik. 

 

 

 

 

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

 

 

II.2.1 A szalicilátok hatásai 
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A prosztaglandinok és a leukotriének a természetes lipidmediátorok egy olyan csoportját 

alkotják, amelyek az arachidonsav (5,8,11,14-eikozatetraénsav) oxidációjával keletkeznek. 
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Közös szerkezeti sajátosságuk, hogy húsz szénatomból álló vázzal rendelkeznek, ezért 

gyűjtőnéven eikozanoidoknak nevezzük őket. Az arachidonsav a sejtmembrán-foszfolipidek 

alkotóeleme, foszfolipáz (PL) enzimek hatására válik hozzáférhetővé az eikozanoidok 

szintézisében résztvevő ciklooxigenáz-, lipoxigenáz-, hidroxiláz- és epoxigenáz-típusú 

enzimek számára.  

A szalicilátok a prosztaglandinok (PG-ok) bioszintézisét elindító ciklooxigenáz (COX) 

enzimek gátlói. A COX enzimek hatására az arachidonsavból rövid életidejű ciklikus 

endoperoxidokon (PGG2, PGH2) keresztül prosztaglandinok és tromboxánok keletkeznek (7. 

ábra). 

 

7. ábra. A prosztaglandinok bioszintézise. 

 

A prosztaglandinok G-proteinhez kapcsolt receptorokon keresztül fejtik ki hatásukat. A 

szervezetben nincs még egy olyan vegyületcsalád, amelynek hasonlóan sokszínű, szerteágazó 

és eltérő biológiai hatásai lennének, mint a prosztaglandinoknak. Szerepet játszanak az 

idegsejtek ingerületátvitelében, a vérképzésben, a vérkeringés és a vérnyomás 

szabályozásában, a nyálkahártyák integritásának, az érfal átjárhatóságának és a simaizmok 
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(gyomor, méh, érfal) működésének szabályozásában, az immunrendszer működésében, a 

gyulladás, a láz és a fájdalom kialakulásában, valamint az alvás/ébrenlét ciklus 

szabályozásában (55).  

A ciklooxigenáz enzimrendszernek három izoformája ismert, a COX-1, COX-2 és COX-3 

izoenzimek, amelyek közül a COX-3 a COX-1 enzim variánsa (56; 57). Az izoenzimek 

közötti különbséget szubsztrát- és inhibitor-szelektivitásuk adja. A szalicilátok nem 

rendelkeznek enzimszelektivitással, mai tudásunk szerint a COX-1 és COX-2 izoenzimeket 

gátolják (58). A COX-1 konstitutív enzim, amely a legtöbb szövetben (pl.: gyomor, 

vérlemezke, vese) expresszálódik, és az élettani funkciók szabályozásában szerepet játszó 

prosztaglandinok szintéziséért felelős. A COX-2 indukálható enzim, amely a gyulladásban 

szerepet játszó prosztaglandinokat szintetizálja és citokinek, mitogének, endotoxinok hatására 

aktiválódik a gyulladásos szövetekben. Az egyes izoenzimek szerepe természetesen nem 

határolódik el ilyen élesen egymástól, bizonyos mértékben a COX-1 is szerepet játszik a 

gyulladásos folyamatok kialakításában, mint ahogyan a COX-2 is betölt konstitutív funkciót 

(pl.: a központi idegrendszerben és a vesében). Az egyes sejttípusokban jelenlevő 

prosztaglandinok mennyisége és összetétele nagyon eltérő és ezt a variabilitást számtalan, a 

sejt alapvető funkciójával összefüggő külső és/vagy sejten belüli hatás befolyásolhatja (55).  

A ciklooxigenáz rendszer gátlásával a prosztaglandin-funkciókban működészavar támad, 

ennek következményeként alakul ki a szalicilátok terápiás jelentőségű láz- és 

fájdalomcsillapító, valamint gyulladáscsökkentő hatása. Ugyanakkor ez a működészavar 

tehető felelőssé az olyan mellékhatások megjelenéséért is, mint például a gyomor- és bél-

nyálkaháryakárosító (ulcerogén) hatás, vagy a nefrotoxicitás (59; 60). 

Az arachidonsav-útvonal kaszkád-jelentőségének felismeréséért 1982-ben Vane, Bergström 

és Samuellson orvosi Nobel-díjban részesültek. Felfedezésük mérföldkövet jelentett a 

szalicilátok és az egyéb nem-szteroid gyulladáscsökkentő gyógyszerek (pl.: indometacin, 

ibuprofén, diklofenák) pontos hatásmechanizmusának feltérképezésében. Kutatásuk nyomán 

derült fény a ciklooxigenáz enzimek gátlásának lehetséges módjaira (irreverzibilis és 

reverzibilis kompetitív gátlás) és arra is, hogy az egyes nem-szteroid gyulladáscsökkentő 

vegyületek eltérő mértékben hatnak a COX enzimekre (61; 62). 

Az 1899 óta forgalomban lévő acetilszalicilsav fájdalomcsillapító, lázcsillapító és 

gyulladáscsökkentő hatása az intakt molekula acetil- és szalicilát-részének, valamint a belőle 

képződő aktív szalicilát-metabolitnak egyaránt köszönhető. Az acetilszalicilsav relatív 

szelektív COX-1 gátló, azaz erősebben gátolja a COX-1-et, mint a COX-2-t. Irreverzibilesen 
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blokkolja mindkét izoenzimet azáltal, hogy szelektíven acetilálja azoknak egy meghatározott 

szerin oldalláncát (63; 64) (8. ábra). 

 

 

 

8. ábra. Az acetilszalicilsav szalicilsav képződése közben irreverzibilisen gátolja a ciklooxigenáz 

enzimet. 

 

Az acetiláció következtében az arachidonsav kötődése a COX katalitikus helyéhez sztérikusan 

akadályozott, így a prosztaglandin-szintézis csak új enzimmolekulák képződésével valósulhat 

meg a sejtben. A sejtmaggal nem rendelkező sejtek nem képesek a ciklooxigenáz enzimek 

regenerálására, így például vérlemezkékben az acetilszalicilsav COX-1 enzimet bénító 

hatásának időtartama azonos a vérlemezke élettartamával (8-11 nap). A vérlemezkékben a 

COX-1 enzim hatására képződő TXA2 (tromboxán A2) az ereket összehúzza és elősegíti a 

trombociták aggregációját. Kis dózisban adott acetilszalicilsav hatására a TXA2 képződés 

visszaszorul, az így kialakuló antiaggregációs hatás terápiás értékű, amit kihasználnak az 

embolizáció profilaxisában, azonban nem kívánt hatásként a vérzési idő megnyúlása 

jelentkezhet (65). 

A COX-2 enzim acetilálása a prosztaglandin-szintézis gátlásán túl 15(R)-hidroxi-

eikozatetraénsav (15(R)-HETE) képződését eredményezi, amely a polimorf magvú neutrofil 

granulocitákban az 5-lipoxigenáz enzim szubsztrátjaként 15-epi-lipoxin A4, másnéven 

„aspirin triggered lipoxin” (ATL) vegyületté alakul. Ezen leukotrién-szerű mediátor 

prosztaciklinhez (PGI2) hasonló gasztroprotektív hatással rendelkezik, amellyel némiképpen 

ellensúlyozza az acetilszalicilsav nyálkahártyakárosító hatását (66; 67; 68) (9. ábra). 
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9. ábra. Az acetilált COX-2 enzim hatására az arachidonsavból gyulladáscsökkentő lipoxin („aspirin 

triggered lipoxin”; ATL) keletkezik. 

 

Nagyobb koncentrációban az acetilszalicilsav más molekulákat, például egyéb fehérjéket 

vagy DNS-t is képes nem-szelektíven acetilálni (69; 70; 71). 

A nem acetilált szalicilátszármazékok vérlemezke-aggregációt gátló hatással nem 

rendelkeznek. Ezen vegyületek reverzibilisen (hidrogén-híd képzés útján) a COX enzim aktív 

helyének egy meghatározott arginin-oldalláncához kapcsolódva sztérikusan gátolják az 

arachidonsav katalitikus helyhez való kötődését (61). 

 

II.2.1.2 A szalicilátok egyéb hatásai 

Antiszeptikus hatás  

A szalicilsavat antiszeptikus hatása miatt korábban befőttek és más élelmiszerek (pl.: hús, tej) 

tartósítására használták. Ilyen célokra ma már elterjedtebb a  nátrium-benzoát használata. A 

szalicilsav igen nagy hatékonyságot mutat számos mikroorganizmus elpusztításában (pl.: 

Microsporum gypseum, Microsporum canis, Trichophyton mentagrophytes, Pseudomonas 

aeruginosa, Staphylococcus intermedius, Candida albicans), így napjainkban fültisztító 

oldatok és akne-ellenes készítmények hatóanyagaként kerül külsőleges felhasználásra. 

Nagyobb koncentrációban (10 %) keratolítikus, kisebb koncentrációban (2-3 %) 

keratoplasztikus hatású, ezért a kozmetikai ipar is széles körben alkalmazza. 
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Húgysavürítő hatás 

Már a 19. században megfigyelték, hogy nagy dózisban adott szalicilát hatására fokozódik a 

húgysav ürítése (uricosuriás hatás). A szalicilátok gyulladáscsökkentésben alkalmazott dózisa 

nagyobb, mint a fájdalomcsökkentés eléréséhez szükséges dózis. A szalicilátok 

gyulladásgátló dózisa húgysavürítést fokozó hatású, míg fájdalomcsillapításhoz szükséges 

adagja húgysavretenciót okoz. 

 

Daganatképződés megelőzése 

Az acetilszalicilsav a rosszindulatú tumoros elváltozások növekedését és a tumoros sejetek 

proliferációját is befolyásolja. Hatékonyságát kemopreventív szerként több kutatócsoport 

vizsgálta és igazolta.  

Vastagbéleredetű daganatokban kimutatható a COX-2 gén átíródásának szignifikáns 

fokozódása, amely jelentős prosztaglandinszint (PGE2)-növekedéssel jár együtt. A magas 

PGE2-szint a prosztanoidreceptorok szabályozásának megváltozásával társul, és a két 

folyamat eredményeként emelkedett cAMP-szint mutatható ki a szövetekben. Az 

acetilszalicilsav a PGE2-termelés csökkentése mellett a tumor promoter által indukált COX-2 

expressziót is gátolja (72; 73). A COX-2 enzim aktivitása nyomán keletkezik néhány egyéb 

olyan termék is a szervezetben, amely direkt mutagén hatással rendelkezik (pl.: 

malondialdehid), vagy képes karcinogéneket aktiválni (pl.: hidroperoxil-gyök); a COX-2 

gátlása révén ezen termékek képződése visszaszorul.  

Az acetilszalicilsav egyéb, a COX enzimektől független módon is befolyásolhatja a sejtek 

jelátviteli folyamatait, például transzkripciós faktorok (NFB, AP-1) módosításával, vagy a 

hibás nukleotidpárokat javító, úgynevezett „mismatch repair” génekkel történő interakció 

révén. Az utóbbi hatásokat szalicilsav használata esetén is megfigyelték in vitro, mM-os 

koncentrációtartományba eső dózisok alkalmazása esetén. Ekkora koncentrációban azonban a 

szalicilátok szétkapcsolják az oxidatív foszforilációt és a sejtek metabolikus zavarát 

okozhatják, különösen a nagy energiaforgalmú, emelkedett metabolikus aktivitással 

rendelkező sejtek, mint például a daganatos sejtek esetében (74).  

Összességében elmondható, hogy bár az acetilszalicilsav tumorellenes hatása összetett és sok 

szempontból kevéssé ismert, a klinikai vizsgálatok alapján a hosszú távú acetilszalicilsav-

kezelés 50%-kal csökkentette a kolorektális karcinómák kialakulásának kockázatát (75; 76; 

77; 78; 79). 
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II.2.2 Szalicilátok sorsa a szervezetben 

II.2.2.1 Szalicilátok felszívódása és megoszlása 

A szalicilsav és az acetilszalicilsav egyaránt savas karakterű vegyületek (pKa(SA)=3,00; 

pKa(ASA)=3,50). A szalicilsavat erős ulcerogén hatása miatt orálisan ma már nem alkalmazzák, 

ezen hatásának enyhítése céljából állították elő kevésbé savas karakterű származékát, az 

acetilszalicilsavat. Az acetilszalicilsav észter típusú vegyület, hidrolitikus bomlása nem-

enzimkatalizált reakcióban savas és lúgos környezetben is lejátszódik, amelynek 

eredményeképpen szalicilsav keletkezik (10. ábra). 

 

 

10. ábra. Az acetilszalicilsav hidrolízise során szalicilsav és ecetsav keletkezik. 

 

A gyomor savas környezetében (pH 1,2-2,5) a nem-ionizált molekuláris forma igen magas 

aránya kiváló membránátjárhatóságot biztosít, segítve ezzel a szalicilátok passzív diffúzióval 

történő felszívódását. A gyomor mucosa-sejtjeibe történő diffúziót követően a lumen és a 

mucosa (pH 7,2-7,4) között fennálló iongrádiens hatására az ionizált forma kerül túlsúlyba 

([A
-
]/[HA]=10000), majd intracellulárisan „csapdába esve” felhalmozódik és a nyálkahártya 

károsodását idézi elő (11. ábra). Ezen mellékhatása miatt az acetilszalicilsavat tartalmazó 

hatóanyag-leadó rendszereket gyakran látják el enteroszolvens (bélben oldódó) bevonattal.  
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11. ábra. A szalicilsav lokális felhalmozódása a gyomor mucosa-sejtjeiben – „csapda 

hipotézis”. 

  

A gyomrot elhagyva a gasztrointesztinális traktus pH-ja fokozatosan emelkedik. (A 

duodenum kezdeti szakaszán 2,0-4,0, távolabbi szakaszán 7,0 körüli a pH.) Ilyen 

környezetben a szalicilátok ionos, vízoldható formája válik dominánssá. Az ionos forma 

túlsúlya ellenére a szalicilátok vékonybélből történő felszívódása igen jelentős, ami a 

vegyületek jobb oldékonyságának és a vékonybél gyomornál lényegesen nagyobb felszínének 

(100-200 m
2
) köszönhető (80; 81; 82; 83; 84; 85). A szalicilátok nem-ionizált formájának 

passzív diffúziója mellett specifikus carrier-mediált transzportfolyamatok (pl.: organikus 

anion transzporter-1; OAT-1) is fontos szerepet játszanak a savas karakterű 

gyógyszervegyületek vékonybélből történő felszívódásban (85). 

A felszívódást követően az acetilszalicilsav hidrolízise szöveti- és plazma-észterázok által 

tovább folytatódik; az első májátáramlást követően az ASA mintegy 50%-a szalicilsavvá 

alakul. Ennek eredményeképpen egy acetilszalicilsav-tartalmú készítmény a szisztémás 

keringést elérve kb. 1:1 arányban tartalmazza a két farmakológiailag aktív hatóanyagot 

(acetilszalicilsavat és szalicilsavat) (12. ábra).  

A felszívódáshoz hasonlóan, a szalicilátok szövetek közötti megoszlását főként a 

plazmafehérjéhez nem kötődő szalicilátfrakció pH-függő passzív diffúziója határozza meg. A 

plazmafehérjéhez való kötődés főként a szalicilátok fenolos hidroxilcsoportjának 

tulajdonítható (86; 87), így a nem-kötődő szalicilátfrakció koncentrációját az alkalmazott 
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acetilszalicilsav dózisa szabja meg. Alacsony (trombocita-aggregációt gátló) dózis bevétele 

esetén a látszólagos megoszlási térfogat 0,2 L/kg, ami megfelel a szalicilátok nagymértékű 

plazma-kötődésének (80-95%). Magasabb (gyulladásgátló) dózisok alkalmazása esetén a 

plazmafehérjéhez való kötődés illetve a metabolizáló enzimrendszerek telítődése miatt a 

látszólagos megoszlási térfogat 0,5 L/kg-ra nőhet (88; 89; 90). 

 

 
 

 

12. ábra. Per os alkalmazott acetilszalicilsav biohasznosulása. Orális alkalmazást követően 

(100%) a hatóanyag több mint 80%-a változatlan formában eléri a vékonybél felső szakaszát. 

A felszívódott acetilszalicilsav mintegy 50%-a hidrolízist szenved a preszisztémás keringésbe 

kerülve, a fennmaradó 45-50% éri csak el a szisztémás keringés révén a szerveket. 

 

II.2.2.2 Szalicilátok metabolizmusa és eliminációja 

Az acetilszalicilsav nem-enzimatikus hidrolízise már a gyomorból illetve a vékonybélből 

történő felszívódás során elkezdődik, majd a felszívódást követően a szöveti- és plazma-

észterázok által tovább folytatódik. A hidrolízis eredményeképpen keletkező szalicilsav az 

ASA primer metabolitja, amely főként a máj enzimrendszere által alakul tovább. A 

metabolizmus egyik lehetséges útja az oxidáció, amely enzimkatalizált és nem-

enzimkatalizált módon egyaránt végbemehet. Mikroszómális oxidáció során a CYP2E1 enzim 

által katalizált reakcióban szalicilsavból 2,5-dihidroxibenzoesav (gentizinsav) keletkezik. Az 
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aromás gyűrű hidroxilációja nem-enzimatikus módon, hidroxilgyökök hatására is 

végbemehet, ilyenkor a már említett 2,5-dihidroxibenzoesav mellett 2,3-dihidroxibenzoesav 

és dekarboxilációt követően katekol képződése is kimutatható (91; 92). 

A szalicilsav legnagyobb mennyiségben képződő metabolitjai konjugációs reakciókban 

keletkeznek. Glicinnel történő konjugáció eredményeképpen szalicilursav (70-75%), UDP-

glükuroniltranszferázok által katalizált reakciókban éter- és észter-típusú glükuronidok (15%) 

keletkeznek (13. ábra). (A korábban említett, enzimkatalizált és nem-enzimkatalizált 

reakciókban egyaránt keletkező gentizinsav glicinnel konjugálódva gentizin-húgysavat 

képezhet.) 

A szalicilátok teljes lebontása alacsony dózisok esetén elsőrendű, magasabb dózisok esetén 

nulladrendű és elsőrendű kinetikát követ. Az acetilszalicilsav eliminációs féléletideje a 

plazmában az érzékenynek mondható észterkötés miatt meglehetősen rövid, kb. 15-20 perc. A 

szalicilsav felezési ideje ennél jóval hosszabb, kb. 3-5 óra, de tartós, nagydózisú 

acetilszalicilsav-szedés esetén a metabolizáló folyamatok telítődése miatt akár 30 óra is lehet 

(26). 

A szalicilsav kis mennyiségben változatlan formában ürül a vizelettel, anyagcseretermékei is 

nagyrészt a vizelet által választódnak ki, bár a vesén keresztüli eliminációjuk nagymértékben 

pH-függő (93). 

 

13. ábra. Az acetilszalicilsav biotranszformációjának lehetőségei. 
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II.2.2.3 Szalicilátok interakciói 

A szalicilsav a plazmafehérjékhez erősen kötődni tudó gyógyszereket képes leszorítani 

kapcsolódási helyeikről, megemelve ezzel plazmakoncentrációjukat. Ilyen gyógyszerek 

többek között az acetazolamid, a metotrexát, a penicillin, a feintoin, a valproesav, a 

szulfinpirazon és a warfarin (94).  

 

 

II.2.3 Acetilszalicilsav tartalmú készítmények 

Az acetilszalicilsav Magyarországon az alábbi terápiás indikációkban van forgalomban: (1) 

fájdalom- és lázcsillapítóként 500 mg hatóanyagot (vagy annak sóját) tartalmazó tabletta, 

bevont tabletta, belsőleges por, oldatos injekció vagy pezsgőtabletta formájában, (2) 

trombocita-aggregáció gátlóként (kombinációban is: bizoprolollal, dipiridamollal, 

ezomeprazollal) 75-300 mg hatóanyagot (vagy annak sóját) tartalmazó gyomornedv-ellenálló 

tabletta vagy kapszula illetve belsőleges por formájában, továbbá (3) meghűléses betegségek 

kezelésében aszkorbinsavval vagy pszeudoefedrinnel kombinálva 500 illetve 800 mg 

hatóanyagot tartalmazó belsőleges por vagy pezsgőtabletta formájában.    

 

3. táblázat. Magyarországon forgalomban lévő néhány acetilszalicilsav-tartalmú készítmény. 

Készítmény neve Hatóanyag Gyártó 

Aspirin tabletta (500 mg) acetilszalicilsav Bayer Hungária Kft. 

Kalmopyrin tabletta (500 mg) kalcium-acetilszalicilát Richter Gedeon Nyrt. 

Aspirin Ultra bevont tabletta (500 mg) acetilszalicilsav Bayer Hungária Kft. 

Aspirin Effect szájban diszpergálódó granulátum (500 mg) acetilszalicilsav Bayer Hungária Kft. 

Alka-seltzer pezsgőtabletta (324 mg) acetilszalicilsav Bayer Hungária Kft. 

Aspegic oldatos injekció (100 mg/ml) lizin-acetilszalicilát Sanofi-Aventis Zrt. 

Aspegic por belsőleges oldathoz (500, 1000 mg) lizin-acetilszalicilát Sanofi-Aventis Zrt. 

Astrix gyomornedv-ellenálló kemény kapszula (100 mg) acetilszalicilsav TEVA Gyógyszergyár Zrt. 

Aspirin Protect gyomornedv-ellenálló bevont tabletta (100, 300 mg) acetilszalicilsav Bayer Pharma AG 

ASA Protect Pharmavit gyomornedv-ellenálló filmtabletta (100 mg) acetilszalicilsav PharmaSwiss Ceská 

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 belsőleges oldathoz (75, 100, 160, 300 mg) lizin-acetilszalicilát Sanofi-Aventis Zrt. 

Asactal gyomornedv-ellenálló tabletta (75, 100, 150, 160 mg) acetilszalicilsav Actavis Group 

ASA Sandoz gyomornedv-ellenálló tabletta (100 mg) acetilszalicilsav Sandoz Hungária Kft. 

Aspirin Komplex granulátum belsőleges szuszpenzióhoz (500 mg) 
acetilszalicilsav 

pszeudoefedrin 
Bayer Hungária Kft. 
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Aspirin Komplex forró ital granulátum belsőleges szuszpenzióhoz (500 mg) 
acetilszalicilsav 

pszeudoefedrin-hidroklorid 
Bayer Hungária Kft. 

Aspirin Plus C pezsgőtabletta (500 mg) 
acetilszalicilsav 

aszkorbinsav 
Bayer Hungária Kft. 

Aspirin Plus C Forte pezsgőtabletta (800 mg) 
acetilszalicilsav 

aszkorbinsav 
Bayer Hungária Kft. 
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II.3 Az aromás hidroxiláció nem-enzimkatalizált mechanizmusai 

Az emberi szervezetben számos olyan enzim működik, amelyek aromás gyűrűvel rendelkező 

endogén és exogén vegyületek in vivo hidroxilációját katalizálják. Ilyenek pl.: a fenilalanin → 

tirozin átalakulást katalizáló fenilalanin-hidroxiláz (95) vagy a szalicilsav → 2,5-

dihidroxibenzoesav átalakulásban szerepet játszó CYP2E1 enzim (92). A gyógyszeres 

terápiában alkalmazott legtöbb vegyület aromás elektronszerkezettel rendelkezik és ezek 

közül számos vegyület biotranszformációja során megfigyelhető hidroxilált metabolitok 

keletkezése. A gyógyszermetabolizmus során megfigyelhető nagyszámú hidroxi-származék 

keletkezése specifikus enzimkatalizált reakciók mellett több nemspecifikus mechanizmus (pl.: 

Fenton-reakció, Udenfriend-reakció) működését is feltételezi.  

 

 

II.3.1 Fenton-modell 

A modell alapját képező reakciót H. J. H. Fenton írta le a 19. században. A klasszikus Fenton-

reakció során vas(II)-ionok hidrogén-peroxiddal való reakciójában hidroxilgyökök (OH˙) 

képződnek (14. ábra). (A hidroxilgyökök hidrogén-peroxidból való képződését egyéb 

vegyértékváltó/redox-aktív fémionok pl.: réz(I) és mangán(II) is katalizálni képesek.)  

A hidroxilgyök a legreaktívabb oxigénszármazék, igen rövid életideje miatt (10
-9

 s) 

azonosítása meglehetősen nehéz. Párosítatlan elektronja révén nemspecifikus módon képes 

oxidálni a celluláris molekulákat és sejtorganellumokat. A Fenton-reakció lejátszódásának 

pH-optimuma savas tartományban van (pH 3-4), de fiziológiás körülmények között is 

lejátszódik (96; 97; 98); így szerepet játszhat a gyógyszermolekulák biotranszformációjában.  

A hidroxilgyökök számára az aromás rendszerek támadáspontot jelentenek, mivel a gyökök 

párosítatlan elektronjukkal kötés kiépítésére törekszenek. A reakció egyszerre többféle termék 

képződését eredményezi. 

 
 

14. ábra. Reaktív oxigénszármazékok keletkezésének mechanizmusa. 
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II.3.2 Udenfriend-modell 

S. Udenfriend és munkatársai 1954-ben elvégzett kísérletei során egy, a Fenton-reakcióval 

nagy rokonságot mutató nem-enzimkatalizált, aromás rendszerekre kiterjedő hidroxilációs 

mechanizmus felfedezésére került sor (99). A rendszer fontos elemét képezi az éndiol 

funkcióval rendelkező aszkorbinsav, amelynek oxigénatmoszférában lejátszódó 

autooxidációja során, fémion (pl.: vas(II)-ion) jelenlétében hidrogén-peroxid keletkezése 

feltételezhető (15. ábra) (100).  

 

 

 
 

 

15. ábra. Hidrogén-peroxid képződésének feltételezett mechanizmusa az Udenfriend-rendszerben. 

 

Udenfriend és munkatársai több endogén és exogén molekula (pl.: tiramin, anilin, szalicilsav) 

Udenfriend-rendszerben való átalakulását megvizsgálták és bizonyították, hogy a reakció 

nitrogénatmoszférában nem játszódik le, továbbá, hogy az aszkorbinsav önmagában nem 

rendelkezik hidroxilációs képességgel. A reakció végbemenetelét igen széles pH-

tartományban (pH 2,0-7,5) tanulmányozták. Az Udenfriend-rendszerben lejátszódó oxidáció a 

Fenton-reakcióval ellentétben régiószelektív, nukleofil szénatomokra irányítódik  (101; 102).  

Az aszkorbinsav és a vas(II)-ionok emberi szervezetben való együttes jelenléte miatt az 

Udenfriend-rendszer vélhetően szerepet játszik az aromás vegyületek hidroxilációjában.  
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III Célkitűzések 

A nemszteroid-gyulladásgátló szerek okozta gyomornyálkahártya-károsodás kivédése 

céljából acetilszalicilsav mellett kis dózisú kapszaicinoidot is tartalmazó gyógyszer fejlesztése 

indult el a Pécsi Tudományegyetemen 2006-ban, a MEDIPOLISZ Regionális Egyetemi 

Tudásközpont (RET) támogatásával. Orális alkalmazású, gyógyszer kategóriába tartozó 

kapszaicinoid-tartalmú készítmény fejlesztése kapcsán Intézetünk feladatul kapta 

kapszaicinoid-tartalmú gyógyszeralapanyagok és preklinikai állatkísérletekből származó 

plazma minták kapszaicin- és dihidrokapszaicin-tartalmának meghatározására alkalmas 

analitikai módszerek fejlesztését. Új módszer fejlesztését a következő tette indokolttá: 

Capsaicin névvel jelölt kapszaicinoid-tartalmú alkaloida-keverék hatóanyagként az Amerikai 

Gyógyszerkönyvben (U.S. Pharmacopoeia; USP) hivatalos, viszont a cikkelyben található 

folyadékkromatográfiás meghatározás kis érzékenysége és nagy időszükséglete miatt nem 

alkalmas alacsony koncentrációjú kapszaicinoid-tartalmú minták gyors analízisére (103). A 

preklinikai állatkísérletekből származó minták vizsgálata során nem várt eredményt 

tapasztaltunk, miszerint a két legnagyobb mennyiségben előforduló kapszaicinoid-komponens 

még nagy dózisok adását követően sem volt kimutatható a vizsgált állatok plazmájában. Ezen 

eredmények alapján a kapszaicinoidok preszisztémás átalakulásait feltételezve indokolttá vált 

a vegyületek in vivo felszívódásának és extrahepatikus metabolizmusának vizsgálata. (Az 

extrahepatikus szövetek, különösen a vékonybél, jelentős szerepet játszik a fenolos karakterű 

vegyületek biotranszformációjában (104; 105).) 

Az acetilszalicilsav 1899-ben történt forgalomba kerülése óta az egyik legnagyobb 

mennyiségben előállított gyógyszervegyület. Gyulladáscsökkentő, fájdalom- és lázcsillapító, 

valamint trombocita-aggregációt gátló hatása mellett egyéb indikációkban (pl.: 

daganatmegelőzés) való alkalmazása is felmerült az utóbbi évtizedekben. Az acetilszalicilsav 

legfőbb mellékhatásának (nyálkahártya-károsító hatás) kivédése céljából elterjedtté vált az 

enteroszolvens bevonattal rendelkező gyógyszerformák fejlesztése és alkalmazása; 

ugyanakkor kevéssé ismert az acetilszalicilsav, illetve a belőle képződő fenolos karakterű 

szalicilsav sorsa a vékonybélben.  

A legtöbb gyulladásos (pl.: rheumatoid arthritis) és neurodegeneratív kórkép (pl.: 

Alzheimer-kór, Parkinson-kór), anyagcserebetegségek (pl.: cukorbetegség), továbbá a szív- és 

érrendszeri betegségek patomechanizmusának hátterében egyaránt kimutatható a reaktív 

oxigénszármazékok (ROS) fokozott aktivitása (92; 106). A ROS tagjai szinte kivétel nélkül a 

molekuláris oxigén többlépéses elektronfelvétele során képződnek és igen nagy 
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reakciókészséggel bírva képesek az endogén és exogén molekulákat nem-specifikus, nem-

enzimkatalizált reakcióban oxidálni (106). Például, acetilszalicilsavval kezelt rheumatoid 

arthritisben szenvedő egyéneknél megfigyelhető a kizárólag nem-enzimkatalizált reakcióban 

keletkező szalicilát-metabolitok (pl.: 2,3-dihidroxibenzoesav) mennyiségének szignifikáns 

emelkedése (92). Ilyen módon a szalicilsav gyökfogó (antioxidáns) hatással rendelkezik. 

Fontos azt is megemlíteni, hogy a szalicilsav nagyobb dózisban szétkapcsolja a mitokondriális 

oxidatív foszforilációt, amelynek eredményeképpen megnöveli az oxigénfelvételt, így 

fokozza a reaktív oxigénszármazékok képződésének valószínűségét (80). Így tehát, a 

szalicilátok nem-enzimatikus átalakulásai révén képződő szalicilát-metabolitok és reaktív 

oxigénszármazékok jelenléte a szervezetben több kérdést is felvet, pl.: mennyiben járulnak 

hozzá ezek a vegyületek a szalicilátok mellékhatásaihoz, illetve szerepet játszanak-e a 

szalicilátok ma még nem teljesen tisztázott egyéb hatásmechanizmusaiban? 

 

Munkánk során az alábbiakat tűztük ki célul: 

 

1. Kapszaicinoid-tartalmú gyógyszeralapanyagok minősítése céljából kapszaicin és 

dihidrokapszaicin tartalmi meghatározására alkalmas validált nagyhatékonyságú 

folyadékkromatográfiás (HPLC) módszer fejlesztése és alkalmazása. 

2. A kapszaicinoidok toxikokinetikai vizsgálata céljából, minősített kapszaicinoid-

tartalmú készítménnyel kezelt beagle kutyák plazma mintáinak analízisére alkalmas 

mintaelőkészítési eljárás és validált HPLC módszer kidolgozása, a minták kapszaicin- 

és dihidrokapszaicin-tartalmának meghatározására. 

3. Kapszaicinoidok in vivo vékonybél-metabolizmusának vizsgálata patkány-modellen, a 

keletkező metabolitok szerkezetének igazolása. 

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

benzoesav) elválasztására alkalmas validált HPLC módszer fejlesztése. 

5. Szalicilsav vékonybélből való felszívódásának vizsgálata in vivo patkány-modellen.  

6. Szalicilsav in vivo vékonybél-metabolizmusának vizsgálata patkány-modellen, a 

keletkező metabolitok szerkezetének igazolása. 

7. Szalicilsav in vitro oxidatív átalakulásainak Fenton- és Udenfriend-inkubálás során 

való vizsgálata.  
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IV Vizsgálati módszerek 

IV.1 Kapszaicinoidok gyógyszeralapanyagból való meghatározására alkalmas 

validált HPLC-DAD módszer fejlesztése 

Gyógyszeralapanyagként történő felhasználás céljával előállított kapszaicinoid-extraktum 

kapszaicin- és dihidrokapszaicin-tartalmának meghatározására validált, diódasorral (DAD) 

kapcsolt HPLC-módszert fejlesztettünk. A módszert az Asian Herbex Ltd. által előállított 

kapszaicinoid-extraktum és a Fluka által forgalmazott capsaicin natural standard USP szerinti 

minősítésére alkalmaztuk.  

 

 

IV.1.1 Vizsgált anyagok, oldatok 

A módszerfejlesztés során az USP 29 Capsaicin cikkelyében leírt kromatográfiás módszert 

optimalizáltuk, a standard oldatok elkészítésekor a cikkelyben szereplő oldószereket és 

referencia standardokat tekintettük irányadónak (103). Ennek megfelelően, USP capsaicin és 

dihydrocapsaicin referencia standardok metanollal készült 0,5 mg/mL koncentrációjú 

törzsoldatait használtuk fel. A törzsoldatokat és a belőlük hígítással készült validálási standard 

oldatokat a módszerfejlesztés és -validálás teljes időtartama alatt hűtőben (2-8 °C-on) 

tároltuk.  

A módszervalidálás során számos teljesítményjellemzőt (úgy mint szelektivitás, linearitás, 

ismételhetőség, reprodukálhatóság, kimutatási és meghatározási határ, stabilitás) 

megvizsgáltunk és rögzítettünk. A validálás igen lényeges elemét jelentette a különböző 

oldószerek, oldószerelegyek (pl.: metanol, polietilén-glikol 400, acetonitril) 

rendszeralkalmasságra kifejtett hatásának vizsgálata.   

A validált HPLC-DAD módszert sikeresen alkalmaztuk az Asian Herbex Ltd. által 

gyógyszeralapanyagként történő felhasználás céljával előállított kapszaicinoid-extraktum és a 

Fluka által forgalmazott capsaicin natural standard minősítésére. A vizsgálathoz a 

kapszaicinoid-extraktum illetve capsaicin natural standard 0,1 mg/mL koncentrációjú PEG 

400-metanol eleggyel (1:14, v/v) készült oldatait használtuk. Minősítésük (azaz kapszaicin- és 

dihidrokapszaicin-, valamint minor kapszaicinoid-tartalmuk meghatározása) az USP 29 

követelményeinek megfelelően történt.  

Az oldatkészítés során felhasznált oldószerek analitikai tisztaságúak, a Fluka által 

forgalmazott capsaicin natural standard HPLC minőségű, a referencia standardok USP 

minőségűek voltak. 



32 

 

IV.1.2 Kromatográfiás körülmények 

A kromatográfiás módszerfejlesztést Agilent 1100 típusú HPLC készüléken végeztük 

diódasoros detektálás mellett (λ= 281 nm). Kromatográfiás oszlopként fordított fázisú C8 

kolonnát (ZORBAX Eclipse® XDB-C8, 4,6×150 mm, 5 µm) alkalmaztunk. A mozgófázis 

ortofoszforsav-oldat (1,0 ml 85%-os ortofoszforsav oldása ionmentesített vízzel 1000,0 mL-

re) és acetonitril 60:40 (v/v) arányú elegyéből állt. Az áramlási sebesség 1,5 mL/perc, az 

oszlopra injektált mintatérfogat 20 μL volt. A komponensek elválasztásának időszükséglete 

izokratikus elúció mellett 20 percnek adódott. A mérések során a mintatér hőmérsékletét 

szobahőmérsékleten, az oszloptér hőmérsékletét 30 °C-on tartottuk. Az adatfeldolgozás 

Agilent ChemStation szoftver segítségével történt. 

A mózgófázist HPLC minőségű oldószerek elegyítésével készítettük.  

 

IV.2 Kapszaicinoidok plazma mintából való meghatározására alkalmas 

mintaelőkészítési eljárás és validált HPLC-FLD módszer fejlesztése 

A kapszaicinoid-vegyületek gyógyszerfejlesztéshez szükséges preklinikai-toxikológiai 

vizsgálatainak kivitelezése a Veszprémi Toxikológiai Kutató Központban valósult meg. A 

kezeléseket beagle kutyákon végezték minősített kapszaicinoid-extraktum PEG 400 

oldószerrel készült oldatával, 0-1200 µg/ttkg (0; 100; 300; 900; 1200 µg/kg) dózisban, 28 

napon keresztül, napi egyszeri adagolás mellett. A különböző időpontokban (0 h; 0,25 h; 0,5 

h; 1 h; 2 h; 3 h; 4 h) EDTA-tartalmú csövekbe gyűjtött vérminták azonnali centrifugálása után 

a plazmát különválasztották, lefagyasztották és Intézetünkbe szállították.     

Kisdózisú kapszaicinoid-tartalmú extraktummal való orális kezelést követően a várható 

plazmakoncentráció még igen jó biohasznosulás esetén is igen alacsony. A plazma minták 

megfelelő mintaelőkészítését követően azonban a kapszaicinoidok hidroxi-(metoxibenzil) 

funkciós csoportjához rendelhető fluoreszcens aktivitás az UV-detektáláson alapuló 

módszerekhez képest jóval nagyobb érzékenységet biztosít (40) (16. ábra).  

 
 

16. ábra. A kapszaicinoidok fluoreszcens aktivitásáért felelős hidroxi-(metoxibenzil) funkciós 

csoportja. 
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IV.2.1 Vizsgált anyagok, oldatok 

A módszerfejlesztés során USP capsaicin és dihydrocapsaicin referencia standardok 1 mg/mL 

koncentrációjú és ciklohexánkarbonsav-3,4-dimetoxibenzilamid (mint belső standard) 0,1 

mg/mL koncentrációjú acetonitrillel készült törzsoldatait használtuk fel. (Korábbi 

oldószerhatás- és stabilitásvizsgálataink eredményei alapján az acetonitril bizonyult a 

legalkalmasabb mintaoldószernek.) A törzsoldatokat és a belőlük hígítással készített standard 

oldatokat a módszerfejlesztés és -validálás teljes időtartama alatt hűtőben (2-8 °C 

hőmérsékleten) tároltuk. A fejlesztett fluoreszcens mérésen alapuló módszert állatkísérletből 

származó plazma minták mintaelőkészítést követő analízisére kívántuk felhasználni, ezért a 

fent felsorolt standardok ismert koncentrációjú oldataival kontroll állatoktól származó plazma 

minták ”spike”-olását végeztük el. Belső standard alkalmazása lehetővé tette a 

mintaelőkészítési eljárás extrakciós hatásfokának kiszámítását.  

A módszert számos teljesítményjelzőre (úgy mint specificitás, linearitás, ismételhetőség, 

reprodukálhatóság, kimutatási és meghatározási határ) validáltuk.  

Az oldatkészítés során felhasznált ciklohexánkarbonsav-3,4-dimetoxibenzilamid és acetonitril 

HPLC minőségűek, a capsaicin és dihydrocapsaicin referencia standardok USP minőségűek 

voltak. 

 

 

IV.2.2 Mintaelőkészítési eljárás 

A beagle kutyákból származó, ultrafagyasztóban tárolt plazma minták kiolvasztása 10 percig 

35 °C-os vízfürdőben tartva, 2 percenként 10 másodpercig vortexelve történt. A 

mintaelőkészítéshez 500 μL térfogatú plazmát használtunk, amelyet centrifugálható 

Eppendorf-csőbe pipettáztunk és a belső standard (ciklohexánkarbonsav-3,4-

dimetoxibenzilamid, 17. ábra) acetonitrillel készített 1 μg/mL koncentrációjú törzsoldatának 

10 μL-ével elegyítettünk (cplazma= 20 ng/mL). A kezelésben nem részesült állatok plazmáit 

kontrollként alkalmaztuk.  

 

 
 

 

17. ábra. Belső standardként alkalmazott ciklohexánkarbonsav-3,4-dimetoxibenzilamid szerkezete. 

 

H

H3CO

H3CO

N

O



34 

 

IV.2.2.1 Fehérjementesítés 

A belső standarddal elegyített plazmához 500 μL hideg (-30 °C-on tárolt) acetonitrilt adtunk, 

majd 20 másodperc vortexelve keverést követően 15.000 g-vel 10 percig centrifugáltuk.  

 

IV.2.2.2 Szilárd fázisú extrakció  

A felülúszóhoz (fehérjementes plazma-acetonitril elegy) 250 μL ionmentesített vizet adtunk 

és 20 másodperc vortexelve keverés után az elegyet két lépésben (2 mL metanollal + 2 mL 

ionmentesített vízzel) kondicionált C18 mintaelőkészítő oszlopon (AccuBond II ODS-C18, 

200 mg 3 mL) vacuum manifold segítségével (18. ábra) szívtuk keresztül. Ezt követően a 

töltetet 1,0 mL ionmentesített vízzel mostuk, majd a visszatartott komponenseket 1,0 mL 

metanol segítségével oldottuk le a töltetről. Az így kapott oldatot nitrogénáram alatt szárazra 

fúvattuk, majd a száraz maradékot közvetlenül kromatografálás előtt 50 μL acetonitrilben 30 

másodperc vortexelve keveréssel oldottuk. 

 

 
 

18. ábra. A szilárd fázisú extrakció során használt vacuum manifold. 

 

 

IV.2.3 Kromatográfiás körülmények 

A minták analízisét Agilent 1100 típusú HPLC készüléken végeztük, fluoreszcens detektálás 

mellett (λex= 230 nm; λem= 323 nm). Kromatográfiás oszlopként fordított fázisú C8 kolonnát 

(ZORBAX Eclipse® XDB-C8, 4,6×150 mm, 5 µm) használtunk, amely előtt előtétkolonnát 

(TR-C-160-K1, ABL&E-JASCO) helyeztünk el. A mozgófázis 0,05 M koncentrációjú foszfát 

puffer (pH 3,0) és acetonitril 60:40 (v/v) arányú elegyéből állt. Az áramlási sebesség 1,5 

mL/perc, az oszlopra injektált minta térfogata 25 μL volt. Az analízis során a mintatér 

hőmérsékletét szobahőmérsékleten, az oszloptér hőmérsékletét 30 °C-on tartottuk. A 
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komponensek elválasztásának időszükséglete izokratikus elúció mellett 20 perc volt. Az 

adatfeldolgozás Agilent ChemStation szoftver segítségével történt.  

A mozgófázis elkészítéshez HPLC minőségű oldószereket, reagenseket használtunk. 

 

IV.3 Kapszaicinoidok in vivo vékonybél-metabolizmusának vizsgálata patkány-

modellen 

IV.3.1 Oldatkészítés 

Az állatkísérletek során a vizsgált anyag (Fluka által forgalmazott capsaicin natural standard) 

100 μM koncentrációjú izotóniás perfúziós médiummal készült 16,5 mL térfogatú oldatát 

alkalmaztuk.  

Az izotóniás perfúziós médium mannitot és glükózt tartalmazó Krebs-Tris puffer volt: 

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

100 mL Krebs-Tris puffer összetétele: 

69 mL 0,154 M NaCl 

5 mL 0,154 M KCl 

3 mL 0,110 M CaCl2 

1 mL 0,110 M MgSO4 

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

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

Az oldatkészítéshez analitikai tisztaságú reagenseket és HF-MX típusú kevertágyas 

ioncserélővel előállított ioncserélt vizet használtunk, a vizsgált capsaicin natural standard 

HPLC tisztaságú volt. 

 

 

IV.3.2 Perfúziós vizsgálat 

Kísérleteinket 230-260 g tömegű, 24 órán át éheztetett hím Wistar patkányon (19. ábra) 

végeztük (n= 7; 5 kezelt és 2 kontroll). A patkányok altatásához 1,2 g/kg intraperitoneálisan 

(i.p.) adott uretánt alkalmaztunk (20. ábra). A középvonal mentén hasi feltárást végeztünk, 

majd a vékonybél jejunális szakaszának 10 cm-ét kanüláltuk (21. ábra). A kísérlet 

megkezdése előtt a kanülált 10 cm-es bélszakaszt izotóniás perfúziós médiummal mostuk át, 

majd a béltartalom eltávolítása érdekében üres injekciós fecskendő segítségével 4-5 mL 

térfogatú levegőt fúvattunk át rajta. A perfundálást capsaicin natural standard izotóniás 

perfúziós médiummal készített 100 μM koncentrációjú oldatával végeztük, 13 mL/perc 
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áramlási sebesség mellett, 90 percig. A perfundált oldatból meghatározott időközönként (14 

alkalommal) 250 μL térfogatú mintát vettünk. A perfundált oldat hőmérsékletét a perfúzió 

teljes időtartama alatt 37 °C-on tartottuk. A feltárt patkány testét a kiszáradás elkerülése 

érdekében perfúziós médiummal átitatott papírvattával takartuk be (22. ábra). Üres 

állatkísérletet is végeztünk. (Az üres állatkísérletek során a perfúziót izotóniás perfúziós 

médiummal végeztük.) A gyűjtött mintákat a kromatográfiás analízisig ultrafagyasztóban (-70 

°C-on) tároltuk. 

 

 

19. ábra. Wistar patkány.           20. ábra. Altatás után. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

21. ábra. A jejunum előkészítése.          22. ábra. Perfúzió. 
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IV.3.3 A perfúzió során keletkező minták analízise 

IV.3.3.1 Kapszaicinoidok vékonybélből való felszívódásának és metabolizmusának 

vizsgálata 

Az in vivo patkánykísérletből származó ultrafagyasztóban tárolt mintákat (vékonybél-

perfuzátum) szobahőmérsékleten történő kiolvasztást követően 5 percig 5000 g-vel 

centrifugáltuk, majd a felülúszót további előkészítés nélkül direkt módon analizáltuk. A 

minták kapszaicin és dihidrokapszaicin tartalmának változását, illetve a metabolitok 

perfuzátumban való megjelenését a IV.2.3 pontban leírt, újravalidált HPLC-FLD módszer 

segítségével vizsgáltuk. A módszer újravalidálását az új biológiai mátrixból (vékonybél-

perfuzátumból) való meghatározás tette szükségessé. 

 

IV.3.3.2 A keletkező metabolitok szerkezetének meghatározása 

A kapszaicinoidok in vivo vékonybél-metabolizmusa során keletkező bomlástermékek 

szerkezetének azonosítása céljából a PTE ÁOK Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézetével 

kooperációban HPLC-MS/MS módszert dolgoztunk ki. 

A patkánykísérletből származó mintákat (perfuzátum) szobahőmérsékleten történő 

kiolvasztást követően 5 percig 5000 g-vel centrifugáltuk, majd a felülúszót további 

előkészítés nélkül direkt módon vizsgáltuk. A méréseket Dionex Ultimate 3000 HPLC-hez 

kapcsolt Q-Exactive kvadrupol-orbitrap tömegspektrométer segítségével végeztük.  

Az elválasztáshoz Accucore RP-MS Zorbax C18 kolonnát (2.1 mm × 150 mm, 2.6 μm) 

használtunk. Grádiens elúció során a mozgófázis „A” (hangyasav ioncserélt vízzel készült 

0,1%-os oldata, v/v) és „B” (hangyasav acetonitrillel készült 0,1%-os oldata, v/v) oldat elegye 

volt a következő grádiens-profil mellett: 0-10 percig A:B = 74:26 (v/v), majd az 

eluensösszetétel lineárisan változott, 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%, 

végül 20,9-21 percig A: 55%→74% és B: 45%→26%. Az áramlási sebesség 0,15 mL/perc, az 

oszlopra injektált minta térfogata 5 μL volt. Az analízis során a mintatér hőmérsékletét 0 °C-

on, az oszloptér hőmérsékletét 40 °C-on tartottuk. A mozgófázis elkészítéséhez LC-MS 

minőségű oldószereket használtunk. 

A tömegspektrometriás mérés HESI (heated electrospray ionization) ionforrás mellett pozitív 

módban történt. A spektrumokat 50-650 tömeg/töltés (m/z) tartományban értékeltük. Az 

adatfeldolgozás Xcalibur 1.4 szoftver segítségével történt. 
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IV.4 Szalicilsav és hidroxilált metabolitjai elválasztására alkalmas validált 

HPLC módszer fejlesztése 

IV.4.1 Vizsgált anyagok, oldatok 

A módszerfejlesztés során szalicilsav, 2,3-dihidroxibenzoesav, 2,5-dihidroxibenzoesav, 

katechol, valamint 4-aminobenzoesav (belső standard) 5 mg/mL koncentrációjú acetonitrillel 

készült törzsoldatait használtuk fel. A törzsoldatokat és a belőlük hígítással készített standard 

oldatokat a módszerfejlesztés és -validálás teljes időtartama alatt hűtőben (2-8 °C 

hőmérsékleten) tároltuk. 

A módszert számos teljesítményjelzőre (úgy mint linearitás, ismételhetőség, 

reprodukálhatóság, kimutatási és meghatározási határ) validáltuk. A fejlesztett UV-

detektáláson alapuló módszert állatkísérletből származó vékonybél-perfuzátum minták 

szalicilsav-tartalmának monitorozására alkalmaztuk. 

Az oldatkészítés során felhasznált valamennyi reagens és oldószer HPLC minőségű volt. 

 

 

IV.4.2 Kromatográfiás körülmények 

A minták analízisét Agilent 1100 típusú HPLC készüléken végeztük UV-detektálás mellett 

(λ= 252 nm). Kromatográfiás oszlopként fordított fázisú fenil kolonnát (Waters Spherisorb
®
 

Phenyl; 4,6 x 250 mm, 5 µm) használtunk. A mozgófázis ortofoszforsav (pH 2,60 ± 0,02), 

acetonitril és tetrahidrofurán 90:3,8:6,2 (v/v) arányú elegyéből állt. A komponensek 

elválasztása 10 percet vett igénybe, ebben az időintervallumban az elúció izokratikus volt. Az 

áramlási sebesség 0,9 mL/perc, az injektált minta térfogata 20 μL volt. A mérés időtartama 

alatt a mintatér hőmérsékletét szobahőmérsékleten, az oszloptér hőmérsékletét 40 °C-on 

tartottuk. 

A mozgófázis elkészítéséhez HPLC minőségű oldószereket, reagenseket használtunk. 

 

IV.5 Szalicilsav vékonybélből való felszívódásának vizsgálata in vivo patkány-

modellen 

Az állatkísérletek (n= 7; 5 kezelt és 2 kontroll) során nátrium-szalicilát 250 μM 

koncentrációjú izotóniás perfúziós médiummal készült 16,5 mL térfogatú oldatát alkalmaztuk. 

Az oldatkészítés és a perfúziós vizsgálat a IV.3 pontban leírtak szerint történt.   
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IV.5.1 A perfúzió során keletkező minták analízise 

Az in vivo patkánykísérletből származó ultrafagyasztóban tárolt mintákat (vékonybél-

perfuzátum) szobahőmérsékleten történő kiolvasztást követően 5 percig 5000 g-vel 

centrifugáltuk, majd a felülúszó 245 μL-ét 4-aminobenzoesav 250 μg/mL koncentrációjú 

acetonitrillel készített oldatának 5 μL-ével elegyítettük (így a perfuzátum 5 μg/mL 

koncentrációjú a belső standardra nézve). A minták szalicilsav-tartalmának változását a 

IV.4.2 pontban leírt HPLC-UV módszer segítségével vizsgáltuk.  

 

IV.6 Szalicilsav in vivo vékonybél-metabolizmusának vizsgálata patkány-

modellen, a keletkező metabolitok szerkezetének igazolása 

A IV.4.2 pontban leírt HPLC-UV módszer lehetővé tette a különböző mintavételi 

időpontokban vett vékonybél-perfuzátum minták szalicilsav-tartalmának meghatározását, de 

nem bizonyult elég érzékenynek az igen kis mennyiségben megjelenő szalicilát-metabolitok 

vizsgálatára. A keletkező bomlástermékek jelenlétének és szerkezetének igazolására új 

alkalmas HPLC-DAD-MS módszert fejlesztettünk. 

A szalicilsav és a szalicilátszármazékok kromatográfiás elválasztása savas tartományban 

(pKa-érték alatt, azaz 2,0-2,6 intervallumban) ideális, ugyanakkor a savas kémhatású 

mozgófázis okozta magas hidrogénion-koncentráció ronthatja a savas vegyületek ionizációját 

a tömegspektrometriás analízis során. Ezen probléma kiküszöbölése érdekében olyan 

módszert fejlesztettünk, amelyben a felhasznált mozgófázis savkomponense egyrészt MS-

kompatibilis (a korábban használt ortofoszforsav helyett hangyasav), másrészt az alkalmazott 

alacsonyabb savkoncentráció nem rontja a tömegspektrometriás analízis során az elektrospray 

ionizációt. 

 

 

IV.6.1 Vizsgált anyagok, oldatok 

A kromatográfiás módszerfejlesztés során szalicilsav, 2,3-dihidroxibenzoesav, 2,4- 

dihidroxibenzoesav és 2,5-dihidroxibenzoesav 5 mg/mL koncentráció acetonitrillel készült 

törzsoldatait használtuk. A törzsoldatokat és a belőlük hígítással készített standard oldatokat a 

módszerfejlesztés és -validálás teljes időtartama alatt hűtőben (2-8 °C hőmérsékleten) 

tároltuk. 
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A módszert számos teljesítményjelzőre (úgy mint specificitás, linearitás, ismételhetőség, 

reprodukálhatóság, kimutatási és meghatározási határ) validáltuk. Az oldatkészítés során 

felhasznált valamennyi reagens és oldószer HPLC minőségű volt. 

 

 

IV.6.2 Mintaelőkészítés 

A -70 °C-on tárolt, 750 µL térfogatú perfuzátumot szobahőmérsékleten kiolvasztottuk, majd 

0.2 g vízmentes nátrium-szulfáttal 10 másodpercig vortexelve kevertük, ezután a mintát 2 

percig 15.000 g-vel centrifugáltuk. A felülúszót különválasztottuk, 10 μL 2 M kénsavoldattal 

megsavanyítottuk, majd 400 µL terc-butil-metil-éterrel (TBMÉ) 30 másodpercig vortexelve 

kevertük. 2 perc 15.000 g-vel való centrifugálást követően a felső (éteres) fázist 

különválasztottuk és tisztítás céljával 500 µL hangyasavval (pH 2.60 ± 0,02) 30 másodpercig 

vortexelve kevertük, majd a fázisok szétválását követően a felső fázist elkülönítettük és 

nitrogén-áram alatt szárazra pároltuk. A bepárlási maradékot 25 µL hangyasav (pH 2.60 ± 

0,02) - metanol elegyben (80/20, v/v) 30 másodpercnyi vortexelve keveréssel oldottuk és 

HPLC-MS analízisnek vetettük alá a IV.6.3 pontban leírt körülmények mellett. 

Összehasonlítóként kontroll (nátrium-szalicilátot nem tartalmazó izotóniás perfúziós 

médiummal perfundált) patkányból származó, azonos időpontban gyűjtött, a fent leírtak 

szerint előkészített mintát használtunk. 

A mintaelőkészítési eljárás során alkalmazott vízmentes nátrium-szulfát és terc-butil-metil-

éter analitikai tisztaságúak, a hangyasav, az ioncserélt víz és a metanol HPLC minőségűek 

voltak. 

 

 

IV.6.3 HPLC-DAD-MS körülmények 

A minták analízisét Jasco típusú HPLC-vel végeztük diódasoros (λ1= 237 nm; λ2= 248 nm; 

λ3= 252 nm; λ4= 314 nm) és tömegspektrometriás (Waters 3100 single-quadrupole mass 

detector) detektálás mellett (m/z 70-350) végeztük. Kromatográfiás oszlopként Thermo 

Scientific Accucore C18 kolonnát (2.1 mm × 150 mm, 2.6 μm) használtunk, amely előtt 

előtétkolonnát (Phenomenex Security Guard Cartridge; Gemini NX; C18) helyeztünk el. A 

mozgófázis hangyasav (pH 2,60 ± 0,02) és metanol 80:20 (v/v) arányú elegyéből állt. A 

komponensek elválasztása 20 percet vett igénybe, ebben az időintervallumban az elúció 

izokratikus volt. Az áramlási sebesség 0,25 mL/perc, az injektált minta térfogata 5 μL volt. A 

mérés időtartama alatt a mintateret szobahőmérsékleten, az oszloptér hőmérsékletét 35 °C-on 

tartottuk. A diódasorral nyert adatokat ChromNav szoftver segítségével értékeltük. 
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A tömegspektrometriás mérés elektrospray ionizáció mellett negatív módban történt. A 

spektrumokat 70-350 m/z tartományban értékeltük. Az MS adatok feldolgozása Empower 2 

szoftver segítségével történt. 

 

IV.7 Szalicilsav in vitro oxidatív átalakulásainak Fenton- és Udenfriend-

modellekkel való vizsgálata 

IV.7.1 Fenton-inkubáció 

Vas(II)-szulfát 30 mM 100 μL térfogatú pH 3,0 kénsavval készült oldatát 100 μL 10 mM 

szalicilsavoldattal és 100 μL 10 mM hidrogén-peroxid-oldattal elegyítettünk, majd az elegyet 

pH 3,0 kénsavoldattal 1,0 mL végtérfogatra egészítettünk ki. (Az így elkészített reakcióelegy 

szalicilsavra és hidrogén-peroxidra nézve 1 mM-os, Fe
2+

-ionokra nézve 3 mM-os.) Az oldatot 

jól záró kémcsőben 37 °C-on 30 percig inkubáltuk. Üres (szalicilsavat nem tartalmazó) 

inkubálást is végeztünk. 

Az inkubációt fiziológiás pH-n (kénsav helyett Krebs-Tris puffert alkalmazva), magasabb 

hidrogén-peroxid (10 mM) és alacsonyabb Fe
2+

-ion (300 μM) koncentráció mellett is 

elvégeztük, vizsgálva a reakciókörülmények termékek mennyiségére és minőségére kifejtett 

hatását. 

Az inkubációs idő letelte után az inkubátumot 10 μL 2 M kénsavoldattal megsavanyítottuk és 

azonnali mintaelőkészítésnek vetettük alá. 

A reakcióelegy elkészítéséhez felhasznált szalicilsav HPLC tisztaságú, a többi reagens 

analitikai tisztaságú volt. A vizes oldatokhoz ioncserélt vizet használtunk, amelyet csapvízből 

HF-MX típusú kevertágyas ioncserélővel Intézetünkben állítottuk elő. 

 

 

IV.7.2 Udenfriend-inkubáció    

2,0 mL desztillált víz, 1,0 mL 10 mM szalicilsavoldat, 1,0 mL 10 mM aszkorbinsavoldat, 1,0 

mL 2,4 mM nátrium-edetát-oldat és 1,0 mL 2 mM vas(II)-ammónium-szulfát-oldat elegyét 50 

mM foszfát pufferrel (pH 7,18-7,22) 10,0 mL végtérfogatra egészítettük ki. (Az így elkészített 

reakcióelegy szalicilsavra nézve 1 mM-os, Fe
2+

-ionokra nézve 200 μM-os.) Az elegyet jól 

záró kémcsőben 37 °C-on 30 percig inkubáltuk. Üres (szalicilsavat nem tartalmazó) 

inkubálást is végeztünk. 

Az inkubációs idő letelte után az inkubátumot jeges vízfürdőbe helyeztük és 10 μL 2 M 

kénsavoldattal megsavanyítottuk.  
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A reakcióelegy elkészítéséhez felhasznált szalicilsav HPLC tisztaságú, a többi reagens 

analitikai tisztaságú volt. A vizes oldatokhoz ioncserélt vizet használtunk, amelyet csapvízből 

HF-MX típusú kevertágyas ioncserélővel Intézetünkben állítottuk elő. 

 

 

IV.7.3 Mintaelőkészítés és mintaanalízis 

A Fenton- és Udenfriend-inkubáció során keletkező reakcióelegyek azonos térfogatait azonos 

módon készítettük elő. A mintaelőkészítés legfontosabb lépései a következők: 

1. A megsavanyított inkubátum 1,0 mL-éhez 10 μL 4-nitrofenol (p-nitrofenol, mint 

extrakciós standard) 0,5 mg/mL koncentrációjú törzsoldatát elegyítettük.   

2. Az elegyet 500 μL terc-butil-metil-éterrel (TBMÉ) 30 másodpercig vortexeltük. 

3. A fázisok szétválását követően a felső TBMÉ-es fázist elkülönítettük és 300 μL 

hangyasavval (pH 2,60 ± 0,02) 30 másodpercig vortexelve kevertük.  

4. A fázisok szétválását követően a TBMÉ-es fázist újra elkülönítettük és nitrogen-áram 

alatt szárazra pároltuk. 

5. A bepárlási maradékot 50 µL hangyasav (pH 2.60 ± 0,02) - metanol elegyben (80/20, 

v/v) 30 másodpercnyi vortexelve keveréssel oldottuk. 

A mintaelőkészítési eljárás során alkalmazott terc-butil-metil-éter analitikai tisztaságú, a 4-

nitrofenol, a hangyasav, az ioncserélt víz és a metanol HPLC minőségűek voltak. 

A minták analízisét a IV.6.3 pontban ismertetett HPLC-DAD-MS módszerrel végeztük. 

Összehasonlítóként az azonos módon előkészített kontroll (szalicilsavat nem tartalmazó) 

inkubátumokat alkalmaztuk. 
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V Eredmények és következtetések 

V.1 Kapszaicinoidok gyógyszeralapanyagból való meghatározása 

Az Asian Herbex Ltd. által gyógyszeralapanyagként történő felhasználás céljából előállított 

kapszaicinoid-extraktum és a Fluka által forgalmazott capsaicin natural standard kapszaicin- 

és dihidrokapszaicin-tartalmának meghatározására validált, egyszerűen és gyorsan 

kivitelezhető HPLC-DAD módszert fejlesztettünk (23. ábra). A módszer segítségével 

elvégeztük a vizsgált kapszaicinoid-extraktumok USP 29 szerinti minősítését is. 

A „Capsaicin” névvel jelölt kapszaicinoid-tartalmú alkaloida-keverék hatóanyagként az 

Amerikai Gyógyszerkönyvben hivatalos. A Magyar Gyógyszerkönyvben a szárított paprika-

termés alkoholos kivonata (Tinctura capsici - Ph.Hg. VII.) és a paprika termése (Capsici 

fructus - Ph.Hg. VIII.) alkotnak önálló cikkelyt.  

Az USP követelményeket támaszt a „Capsaicin” névvel jelölt kapszaicinoid-tartalmú 

alkaloida-keverék kapszaicin-, dihidrokapszaicin- és egyéb kapszaicinoid-tartalmára 

vonatkozóan. Ennek megfelelően, az alkaloida-keverék összkapszaicinoid-tartalma 90-110 % 

között kell legyen, kapszaicin (C18H27NO3)-tartalma nem lehet kevesebb 55%-nál, a 

kapszaicin és dihidrokapszaicin (C18H29NO3)-tartalom összege nem lehet kevesebb 75%-nál 

és az egyéb kapszaicinoid-tartalom nem haladhatja meg a 15%-ot (103). 

Méréseink eredményeként megállapíthattuk, hogy az Asian Herbex Ltd. által előállított 

kapszaicinoid-extraktum és a Fluka által forgalmazott capsaicin natural standard egyaránt 

megfelelnek az USP 29 kapszaicinoid-tartalomra vonatkozó követelményeinek (4-5. táblázat). 

 

4. táblázat. Az Asian Herbex Ltd. által előállított kapszaicinoid-extraktum USP 29 szerinti minősítése. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kapszaicinoidok       Tartalom (
*
m/m%) USP 29 követelmény  

Kapszaicin (K) 61,32% ≤ 55%

Dihidrokapszaicin (DHK) 22,59% −

K+DHK 83,91% ≤ 75 %

Egyéb kapszaicinoidok 6,99% ≥ 15%

Összes kapszaicinoidok 90,90%     90-110 %
*
m/m%: tömegszázalékos összetétel
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5. táblázat. A Fluka által forgalmazott capsaicin natural standard USP 29 szerinti minősítése. 

 

 

 

 

 

 

23. ábra. Az Asian Herbex Ltd. által előállított kapszaicinoid-extraktum PEG 400 : metanol=1:14 

(v/v) eleggyel készített 0,1 mg/mL koncentrációjú oldatának kromatogramja. A tR=9,256 és 16,983 

perc retenciós idővel megjelenő kis csúcsok minor kapszaicinoidok. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kapszaicinoidok       Tartalom (*m/m%) USP 29 követelmény  

Kapszaicin (K) 61,96% ≤ 55%

Dihidrokapszaicin (DHK) 37,49% −

K+DHK 99,45% ≤ 75 %

Egyéb kapszaicinoidok 7,48% ≥ 15%

Összes kapszaicinoidok 106,93%     90-110 %
*m/m%: tömegszázalékos összetétel
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V.2 Kapszaicinoidok per os alkalmazást követő plazma mintából való 

meghatározása 

Csak azok az anyagok tesztelhetők humán résztvevőkön, amelyek terápiás potenciált 

mutatnak és amelyeket a preklinikai vizsgálatok során biztonságosnak találtak.  

Kapszaicinoid-tartalmú gyógyszer fejlesztése kapcsán USP 29 szerint minősített (Asian 

Herbex Ltd. által előállított) kapszaicinoid-extraktum PEG 400 oldószerrel készült oldatával, 

0-1200 µg/ttkg dózisban, 28 napon keresztül, napi egyszeri adagolás mellett beagle kutyák 

bevonásával toxikológiai vizsgálatok valósultak meg. A különböző időpontokban (0 h; 0,25 h; 

0,5 h; 1 h; 2 h; 3 h; 4 h) gyűjtött plazma minták kapszaicin- és dihidrokapszaicin-tartalmát 

vizsgáltuk.     

Mivel kisdózisú kapszaicinoid orális adását követően a várható plazmakoncentráció igen 

alacsony, fehérjementesítést követő szilárd fázisú extrakciós módszert dolgoztunk ki, 

amellyel közel tízszeresre tudtuk töményíteni a minták kapszaicinoid-tartalmát. Továbbá, a 

kapszaicinoidok hidroxi-(metoxibenzil) funkciós csoportjához rendelhető fluoreszcens 

aktivitáson alapuló (40), az UV-detektáláshoz képest két nagyságrenddel nagyobb 

érzékenységgel bíró HPLC-FLD módszert fejlesztettünk. A validálási paramétereknek 

megfelelően a módszer jól alkalmazható kapszaicinoidokat igen alacsony koncentrációban 

tartalmazó plazma minták kapszaicin- és dihidrokapszaicin-tartalmának meghatározására (24. 

ábra). 

 

24. ábra. Ciklohexánkarbonsav-3,4-dimetoxibenzilamidot (CADB) belső standardot 20 ng/mL 

koncentrációban, capsaicin natural standardot 50 ng/mL koncentrációban tartalmazó, ”spike”-olt 

kontroll (nem kezelt kutyától származó) plazmából szilárd fázisú extrakció után nyert kromatogram. 



46 

 

Méréseink során nem várt eredményt kaptunk; a különböző dózisban kezelt beagle kutyák 

különböző időpontokban gyűjtött plazmáinak egyikében sem lehetett kimutatni 

kapszaicinoidokat, még a magasabb dózisok esetében sem (25-26. ábra). A kapott 

eredmények számos, a kapszaicinoidok farmakokinetikájával kapcsolatos kérdést vetnek fel. 

 

25. ábra. Kontroll (nem kezelt) kutya plazmájából szilárd fázisú extrakció után nyert kromatogram. A 

belső standard és a kapszaicinoidok retenciós idejével megegyező helyen nem látszanak csúcsok a 

kromatogramon. 

 

 

 

  

26. ábra. 900 µg/ttkg dózisban kezelt kutya plazmájából (1 h) mintaelőkészítés után nyert 

kromatogram. Az extrakció hatásfokának ellenőrzésére a mintaelőkészítést megelőzően belső 

standarddal ”spike”-oltuk a plazmát (20 ng/mL koncentrációban); a tR=3,723 perc retenciós idővel 

megjelenő csúcs a belső standardtól származik. A kapszaicinoidok retenciós idejével megegyező 

helyen nem látszanak csúcsok a kromatogramon. 
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V.3 A kapszaicinoidok felszívódnak és metabolizálódnak a vékonybélben 

A preklinikai-toxikológiai vizsgálatokból származó plazma minták analízisének eredményeit 

megismerve vizsgálni kívántuk a kapszaicinoidok vékonybél-metabolizmusát. Vizsgálatainkat 

in vivo patkány-modellen végeztük, amely során az éhbél (jejunum) felső szakaszát 

perfundáltuk capsaicin natural standard 100 µM koncentrációjú izotóniás perfúziós 

médiummal készült oldatával. A perfuzátum kapszaicin- és dihidrokapszaicin-tartalmának 

meghatározására, valamint a megjelenő metabolitok vizsgálatára a plazma minták analízisére 

használt, de a biológiai mátrix változása miatt (plazma → perfuzátum) újravalidált HPLC-

FLD módszert alkalmaztuk. 

 

 

V.3.1 Kapszaicinoidok vékonybélből történő felszívódása  

Méréseink során igazolni tudtuk azt az irodalomból már ismert tényt, hogy a kapszaicinoidok 

lipofilitásuk révén könnyen felszívódnak a gasztrointesztinális traktusból (37). A kapszaicin 

és a dihidrokapszaicin perfuzátumbeli koncentrációja a perfúzió ideje alatt exponenciálisan 

csökkent (27. ábra), a vizsgálat végéig a kapszaicinoidok kb. 90 %-a felszívódott.  

 

27. ábra. A kapszaicin (K) és dihidrokapszaicin (DHK) mennyiségének perfuzátumbeli változása, a 

jejunum felső szakaszának 100 µM koncentrációjú kapszaicinoid-oldattal való perfúziója során. A 

diagram 5 független állatkísérletből származó eredmények átlagértékeit (± standard deviáció) 

ábrázolja. 

 

A kapszaicin és a dihidrokapszaicin mennyiségének csökkenésével párhuzamosan két 

polárisabb (a kromatogramon korábban megjelenő) komponens megjelenését figyeltük meg 

(28. ábra), melyek perfuzátumbeli mennyisége a vizsgálat időtartama alatt exponenciális 

növekedést mutatott (29. ábra). 
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28. ábra. A perfúzió 90. percében vett minta kromatogramja, tR=2,40 perc és tR=3,17 perc a 

kapszaicinoid-metabolitokhoz tartozó retenciós idők. 

 

 

29. ábra. A kapszaicinoid-metabolitok (Met I és Met II) mennyiségének perfuzátumbeli változása, a 

jejunum felső szakaszának 100 µM koncentrációjú kapszaicinoid-oldattal való perfúziója során. A 

diagram 5 független állatkísérletből származó eredmények átlagértékeit (± standard deviáció) 

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

azonosítása 

A vékonybélben működő enzimrendszerek (CYP, UGT, GST, PST) lehetővé teszik az 

orálisan alkalmazott, a vékonybélből diffúzióval és/vagy carrier-mediált transzportfolyamatok 

révén felszívódó gyógyszervegyületek vékonybél általi átalakulását. A bélhámsejtek apikális 

membránjában jelenlévő efflux transzporterek (BCRP, MRP2, MDR1) szerepet játszhatnak a 

metabolitok lumen irányába történő exkréciójában (82). 

 

30. ábra. A vékonybél metabolizáló és kiválasztó szerv.  

 

A perfúzió során a kapszaicinoidok mennyiségének csökkenésével párhuzamosan a 

kapszaicinoidok metabolizálódtak a vékonybélben és a bél lumen irányába történő 

kiválasztódás eredményeként a képződő bomlástermékek megjelentek a perfuzátumban. A 

perfuzátumok HPLC-MS analízise lehetővé tette a metabolitok szerkezetének meghatározását, 

így a 29. ábrán kisebb retencióval (tR=2,40 perc, Metabolit I) eluálódó komponens a 

kapszaicin glükuronid-konjugátumaként, a nagyobb retenciós idővel (tR=3,17 perc, Metabolit 

II) jelzett komponens a dihidrokapszaicin glükuronid-konjugátumaként volt azonosítható (31. 

ábra).  
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31. ábra. A kapszaicin-glükuronid (A, B) és a dihidrokapszaicin-glükuronid (C, D) SIM-MS és MS/MS 

spektrumai. Az A és C ábrákon szelektív ion detektálás (SIM) módban a kapszaicin-glükuronidnak 

(m/z=482,23) és a dihidrokapszaicin-glükuronidnak (m/z=484,25) megfelelő jel látható. A B és D 

ábrák MS/MS spektrumok, melyeken a két metabolit közös fragmens ionja (m/z=137,06) jelenik meg. 

 

A kapszaicinoidok vékonybélben történő átalakulása magyarázatként szolgálhat arra a 

kérdésre, hogy a toxikológiai vizsgálatok során nyert plazma mintákban miért nem volt 

kimutatható az orálisan alkalmazott kapszaicinoid-extraktum két fő komponense, a kapszaicin 

és a dihidrokapszaicin. Megfigyeléseink kapcsán a jövőben vizsgálni kívánjuk a 

kapszaicinoidok oxidatív metabolikus átalakulásait is. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H3CO
N

H

O

CH3

CH3

OO

COOH

OH

OH
OH

m/z 137 [M+H]+ +H+

m/z 482

 

H3CO
N

H

O

O

CH3

CH3
O

COOH

OH

OH
OH

+H+

m/z 484
m/z 137 [M+H]+

R
e
la

tí
v
 g

y
a

k
o

ri
s
á

g
 

R
e
la

tí
v
 g

y
a

k
o

ri
s
á

g
 

R
e
la

tí
v
 g

y
a

k
o

ri
s
á

g
 

R
e
la

tí
v
 g

y
a

k
o

ri
s
á

g
 



51 

 

V.4 Szalicilátok vékonybélből történő felszívódásának vizsgálata 

A vékonybél kezdeti szakaszán 2,0-4,0, távolabbi szakaszán 7,0 körüli a pH. Ilyen 

környezetben a szalicilátok ionos, vízoldható formája válik dominánssá. Az ionos forma 

túlsúlya ellenére azonban a szalicilátok vékonybélből történő felszívódása igen jelentős, a 

nem-ionizált forma passzív diffúziója mellett specifikus carrier-mediált transzportfolyamatok 

(pl.: OAT-1) is fontos szerepet játszanak a szalicilátok vékonybélből történő felszívódásban 

(85).  

Méréseink igazolták, hogy a vizsgált nátrium-szalicilát felszívódik a vékonybélből. A 

perfúzió teljes időtartama alatt a perfundált izotóniás perfúziós médiummal készült 250 μM-

os nátrium-szalicilát-oldat koncentrációja megközelítőleg a felére csökkent (32. ábra). 

 

32. ábra. A nátrium-szalicilát mennyiségének perfuzátumbeli változása 250 µM koncentrációjú 

nátrium-szalicilát-oldattal való vékonybél (proximális jejunum)-perfúzió során. A szalicilsav és a 

belső standardként alkalmazott 4-aminobenzoesav csúcsterületének hányadosát ábrázoltuk az idő 

függvényében. A diagram 5 független állatkísérletből származó eredmények átlagértékeit (± standard 

deviáció) ábrázolja. 
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33. ábra. A perfúzió 45. percében vett minta kromatogramja. tR=3,7-4,3 perc között látható csúcsok a 

mozgófázis tetrahidrofurán komponensétől származnak, tR=3 percnél megjelenő csúcs egy endogén, a 

kontroll (szaliciláttal nem kezelt) patkány perfuzátumában is megjelenő azonosítatlan komponens. 

 

 

V.5 Szalicilátok vékonybél-metabolizmusa 

A perfúzió 90 percnyi időtartama alatt a 250 μM koncentrációjú nátrium-szalicilát-oldat 

szalicilát-tartalmának megközelítőleg a fele szívódott fel a vékonybélből. A szalicilátok 

vékonybélben történő átalakulása és lumenbe való exkréciója esetén (figyelembe véve a 

felszívódás mértékét) csak igen kis mennyiségű szalicilát-metabolit perfuzátumban való 

megjelenésére számíthattunk. Ugyanakkor megfelelő mintaelőkészítési eljárást (kisózást 

követő folyadék-folyadék extrakció) és érzékenyebb elválasztási módszert (HPLC-DAD-MS) 

alkalmazva a szalicilsav mellett két dihidroxibenzoesav (2,3-dihidroxibenzoesav és 2,5-

dihidroxibenzoesav) is azonosítható volt a perfuzátumban (34-35. ábra).  
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34. ábra. A 90. percben gyűjtött perfuzátumban a szalicilsav mellett 2,3-dihidroxibenzoesav (2,3-

DHB) és 2,5-dihidroxibenzoesav (2,5-DHB) volt azonosítható (λ= 314 nm). Az azonosítás a 2,3-DHB 

és 2,5-DHB standardok azonos körülmények között felvett kromatogramjait felhasználva, a retenciós 

idők összehasonlításával történt. 

 

 

35. ábra. A hidroxilált metabolitok szerkezetét tömegspektrometriás detektálás mellett is igazoltuk. A 

153 ± 0,5 m/z tartományban felvett extrahált ion kromatogramon 2,3-DHB és 2,5-DHB volt 

azonosítható.   
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Felmerül a kérdés, hogy milyen reakciók eredményeként oxidálódik a szalicilsav a 

vékonybélben. A bélhámsejtekben megtalálható CYP3A4 enzim által katalizált reakcióban 

szalicilsavból 2,5-dihidroxibenzoesav keletkezik. Az aromás gyűrű hidroxilációja nem-

enzimatikus módon, hidroxilgyökök hatására is végbemehet, ilyenkor a már említett 2,5-

dihidroxibenzoesav mellett 2,3-dihidroxibenzoesav képződése is kimutatható (91; 92). 

A nem-szteroid gyulladáscsökkentők bélnyálkahártya károsító hatásuk révén növelik a 

bélnyálkahártya mieloperoxidáz aktivitását (107). A képződő reaktív oxigénszármazékok (pl.: 

OH
∙
) igen nagy reakciókészséggel bírva képesek az endogén és exogén molekulákat nem 

specifikus, nem-enzimkatalizált reakcióban oxidálni (106). Irodalmi adatok támasztják alá, 

hogy a szalicilsav és az acetilszalicilsav alacsony koncentrációban nem károsítják a 

bélnyálkahártyát, azonban képesek kivédeni az indometacin ulcerogén hatását (107). 

Az in vivo kísérleteink során alkalmazott 250 μM-os szalicilát-koncentráció kiválthatja a 

bélnyálkahártya mieloperoxidáz aktivitásának, és ezáltal a lokális hidroxilgyök-koncentráció 

emelkedését. Ugyanakkor a szalicilátok 
∙
OH-scavenger hatással is bírnak, ezért a 2,3- és 2,5-

dihidroxibenzoesavak perfuzátumban való megjelenése hátterében ·OH által katalizált 

reakciót feltételezünk. 

 

 

V.6 Szalicilátok in vitro oxidatív átalakulásainak vizsgálata 

A gyógyszeres terápiában alkalmazott vegyületek legnagyobb hányada aromás 

elektronszerkezettel rendelkezik és ezek közül számos vegyület biotranszformációja során 

megfigyelhető hidroxilált metabolitok keletkezése, amelyek hátterében specifikus 

enzimkatalizált reakciók mellett több nemspecifikus mechanizmus (pl.: Fenton-reakció, 

Udenfriend-reakció) működése is feltételezhető.  

A szalicilsav, mint modellvegyület Fenton- és Udenfriend-inkubáció során történő vizsgálata 

jól ismert már az irodalomból, azonban a vizsgálatokat a legtöbb esetben in vitro 

körülmények között optimalizált reakciókörülmények között végezték el (pl.: a Fenton-

reakció pH-optimuma savas közegben van). Munkánk során vizsgálni kívántuk a 

reakciókörülmények termékek mennyiségére és minőségére kifejtett hatását, valamint a két 

egymással nagy rokonságot mutató reakció aromás rendszerekre kiterjedő hidroxilációs 

mechanizmusát. 

 
 



55 

 

V.6.1 A szalicilsav Fenton-inkubáció során történő átalakulásai 

A szalicilsav Fenton-inkubáció során történő átalakulásait alapvetően három egymással 

párhuzamosan zajló reakció egyensúlya határozza meg: (1) a Fenton-reakció, (2) a Fenton-

reakcióban képződő Fe
3+

-ionok szalicilsavval való komplexképzési reakciója és (3) a Fenton-

reakcióban képződő hidroxilgyökök szalicilsavval való szubsztitúciós reakciója (36. ábra). 

 

 

 

36. ábra. A szalicilsav Fenton-inkubációját meghatározó egymással, párhuzamosan zajló reakciók.  

 

A kialakuló reakciótermékek mennyiségét nagymértékben befolyásolja az inkubálás során 

alkalmazott hidrogén-peroxid-koncentráció, a Fe
2+

/H2O2 arány, a pH, valamint az inkubálási 

idő (98).  

A Fenton-reakció lejátszódásának pH-optimuma savas tartományban van (pH 3-4). Ilyen 

körülmények között (1 mM H2O2 és 3 mM Fe
2+

 mellett) nem régiószelektív szubsztitúció 

eredményeként a szalicilsavból 2,3-dihidroxibenzoesav, 2,4-dihidroxibenzoesav és 2,5-
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dihidroxibenzoesav keletkezik (36/3. ábra), amelyet saját vizsgálataink eredményei is 

alátámasztottak (37. ábra).  

 

37. ábra. A szalicilsav Fenton-inkubátumának kromatogramja (λ= 237 nm) (1 mM szalicilsav, 1 mM 

hidrogén-peroxid és 3 mM Fe
2+

 mellett).  

 

Magasabb hidrogén-peroxid-koncentráció (1 mM → 10 mM) mellett a szalicilát-típusú 

vegyületekhez tartozó csúcsok jóval kisebbek voltak, illetve meg sem jelentek (pl.: 2,4-DHB) 

a kromatogramon (38. ábra). Feltételezhető, hogy a nagy hidrogén-peroxid-feleslegben 

lejátszódó reakció során a szalicilsav aromás gyűrűje felnyílik, így dihidroxibenzoesavak is 

csak jóval alacsonyabb mennyiségben keletkeznek és jelennek meg az extraktumokban.  

A Fe
2+

-ionok inkubátumbeli koncentrációjának csökkentése (3 mM → 300 μM) a keletkező 

dihidroxibenzoesavak egymáshoz viszonyított koncentráció-arányában okozott eltolódást: a 

magasabb Fe
2+

-ion-koncentráció mellett kivitelezett reakcióhoz képest a keletkező 2,3-DHB 

és 2,4-DHB mennyisége megközelítőleg a felére, míg a 2,5-DHB mennyisége az ötödére 

csökkent (39. ábra).  
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38. ábra. A szalicilsav Fenton-inkubátumának kromatogramja (λ= 237 nm) (1 mM szalicilsav, 10 mM 

hidrogén-peroxid és 3 mM Fe
2+

 mellett).   

 

 

 

 

39. ábra. A szalicilsav Fenton-inkubátumának kromatogramja (λ= 237 nm) (1 mM szalicilsav, 1 mM 

hidrogén-peroxid és 300 μM Fe
2+

 mellett).  
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Savas körülmények között a szalicilsav orto-helyzetű szubsztitúciója előnyt élvez a meta- és 

para-helyzetű szubsztitúcióhoz képest, a keletkező termékek arányát az inkubátum Fe
2+

-ion 

koncentrációja határozza meg. 

A reakcióelegy az inkubálás teljes időtartama alatt (30 perc) ibolyaszínű volt, amely a 

szalicilsav Fe
3+

-ionokkal alkotott komplexének jelenlétére utal (36/2. ábra). Vizsgáltuk a 

komplex mennyiségének időbeni változását, 3 mM és 300 μM Fe
2+

-koncentráció mellett is. A 

szalicilsav-Fe
3+

-komplex koncentrációja az inkubációs idő végéig folyamatosan csökkent (40. 

ábra). 

 

40. ábra. A szalicilsav-Fe
3+

-komplex mennyiségének változása az inkubáció során (λ= 560 nm, 1 mM 

szalicilsav, 1 mM hidrogén-peroxid és 300 μM Fe
2+

 mellett). A grafikon 3 párhuzamos inkubálásból 

származó eredmények átlagértékeit (± standard deviáció) ábrázolja. 

 

A Fenton-reakció fiziológiás pH-n (pH 7,2) 2,3-DHB és 2,5-DHB keletkezését eredményezte, 

azonban a savas körülmények között végbemenő reakcióhoz képest a termékek aránya – a 

kromatográfiás csúcsterületeket összehasonlítva – a 2,5-DHB irányába tolódott el (41. ábra).  
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41. ábra. A szalicilsav Fenton-inkubátumának kromatogramja (1 mM szalicilsav, 1 mM hidrogén-

peroxid és 300 μM Fe
2+

 mellett). A dihidroxibenzoesavak területaránya: A2,3-DHB/A2,5-DHB=0,52.  

(λ= 237 nm) 

 

 

V.6.2 A szalicilsav Udenfriend-inkubáció során történő átalakulásai 

S. Udenfriend és munkatársai 1954-ben elvégzett kísérletei során egy, az aromás rendszerekre 

kiterjedő hidroxilációs mechanizmus felfedezésére került sor (99). Az Udenfriend-

rendszerben több endogén és exogén vegyület átalakulását tanulmányozták már, többek 

között a szalicilsavét is.  

Udenfriend és munkatársai a szalicilsav inkubálását követően a megsavanyított inkubátumot 

először kloroformmal, majd dietil-éterrel extrahálták. A kloroformos extraktumból az át nem 

alakult szalicilsav mennyiségét tudták meghatározni, az éteres extraktumban 2,5-

dihidroxibenzoesav jelenlétét tudták kimutatni (101). 

Saját vizsgálataink során azt találtuk, hogy a szalicilsav Udenfriend-inkubációja 2,5-DHB 

mellett 2,3-DHB, továbbá igen kis mennyiségben katechol és 2,4-DHB keletkezését is 

eredményezi (42-43 ábra). 
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42. ábra. A szalicilsav Udenfriend-inkubátumának kromatogramja (λ= 237 nm). A 2,5- és 2,3-

dihidroxibenzoesavak területaránya közel azonos: A2,5-DHB/A2,3-DHB=1,11.  

 

 

43. ábra. A szalicilsav Udenfriend-inkubátumának totál ion kromatogramja (m/z 92-154).  
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VI Megbeszélés és összefoglalás 

Munkánk során nemszteroid-gyulladásgátló szerek okozta gyomornyálkahártya-károsodás 

kivédése céljából acetilszalicilsav mellett kisdózisú kapszaicinoidot is tartalmazó gyógyszer 

fejlesztése okán, kapszaicinoidok és szalicilátok meghatározására alkalmas validált analitikai 

módszerek fejlesztése és alkalmazása volt a célkitűzésünk.  

A gyógyszerfejlesztés különböző fázisaihoz igazodva először a kapszaicinoid-tartalmú 

gyógyszeralapanyag minősítése, majd a preklinikai állatkísérletekből származó plazma 

minták kapszaicin- és dihidrokapszaicin-tartalmának meghatározása céljából fejlesztettünk 

fordított fázisú HPLC-DAD illetve HPLC-FLD módszereket. A fejlesztett módszerek közti 

legfontosabb különbséget a linearitási tartományok közti különbözőség jelenti. A diódasoros 

módszer µg/mL-es tartományban lineáris, ezáltal gyógyszeralapanyag minősítésére alkalmas. 

A fluoreszcens módszer ng/mL-es koncentrációtartományban képes kvantitatíven 

meghatározni az állatkísérletekből származó plazma mintákban a két fő kapszaicinoid-

komponens mennyiségét, így farmakokinetikai analízist tesz lehetővé. 

Miután a preklinikai-toxikológiai vizsgálatok nem várt eredményeket hoztak – miszerint 0-

1200 µg/ttkg dózisban orálisan adott kapszaicinoid-tartalmú extrakrum két fő komponensét a 

különböző időpontokban gyűjtött plazma minták egyikében sem lehetett kimutatni – 

figyelmünk a vizsgált vegyületek esetleges vékonybél-metabolizmusára irányult. In vivo 

patkány-modellen az éhbél felső szakaszát 100 µM koncentrációjú izotóniás kapszaicinoid-

oldattal perfundálva kísérleteink igazolni tudták a kapszaicinoidok vékonybélben lejátszódó 

enzimkatalizált átalakulását.   

Az Aspirin 1899-ben történt forgalomba kerülése óta eltelt több mint 100 évben számos, az 

acetilszalicilsav farmakokinetikáját feldolgozó tanulmány jelent meg a szakirodalomban, 

azonban kevessé ismert a vegyület, illetve a belőle képződő fenolos karakterű szalicilsav sorsa 

a vékonybélben. In vivo patkány-modellen az éhbél felső szakaszát 250 µM koncentrációjú 

izotóniás nátrium-szalicilát-oldattal perfundálva igazoltuk a szalicilsav vékonybélből történő 

felszívódását, illetve vékonybélben való átalakulását. 

Gyulladásos betegségben (pl.: rheumatoid arthritis) szenvedők acetilszalicilsavval történő 

kezelése során került kimutatásra, hogy az acetilszalicilsavval kezelt betegek szervezetében 

magasabb koncentrációban képződik 2,3-dihidroxibenzoesav az ASA metabolizmusa során, 

mint az ASA nem gyulladáscsökkentő indikációban (dózisban) való alkalmazása esetén. Ezen 

az észrevételen alapuló feltételezések szerint a 2,3-DHB koncentrációjának vizsgálata az 

oxidatív stressz egyértelmű markere lehet. A 2,3-DHB szervezetben való keletkezését a 
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szalicilsav aromás gyűrűjének nem-enzimatikus hidroxilációja eredményezheti. Kísérleteink 

során Fenton- és Udenfriend-modellek segítségével vizsgáltuk a szalicilsav nem- 

enzimkatalizált oxidatív átalakulásait, 2,3-DHB, 2,4-DHB és 2,5-DHB keletkezését (az 

Udenfriend-reakcióban katekol keletkezését is) sikerült kimutatnunk. Irodalmi adatok 

támasztják alá a vizsgált modellek fiziológiás körülmények közti relevanciáját, azaz a 

nagydózisú acetilszalicilsav adását követő 2,3-dihidroxibenzoesav-képződés hátterében a 

Fenton-reakció mellett az Udenfriend-rendszer működése is feltételezhető.  

 

 

Munkánk során kapott új eredmények: 

1. Kapszaicinoid-tartalmú gyógyszeralapanyagok minősítése céljából kapszaicin és 

dihidrokapszaicin tartalmi meghatározására alkalmas validált HPLC módszert 

fejlesztettünk. 

2. A kapszaicinoidok toxikológiai vizsgálata céljából, minősített kapszaicinoid-tartalmú 

készítménnyel kezelt beagle kutyák plazma mintáinak analízisére alkalmas 

mintaelőkészítési eljárást és validált HPLC módszert dolgoztunk ki a minták kapszaicin- 

és dihidrokapszaicin-tartalmának meghatározására. 

3. In vivo patkány-modellen vizsgáltuk a kapszaicinoidok vékonybélből történő 

felszívódását és vékonybél általi metabolizmusát. Kísérleteink igazolták, hogy a 

kapszaicinoidok felszívódnak és enzimkatalizált reakció (glükuronid-konjugáció) 

eredményeként metabolizálódnak a jejunumban. A vegyületek vékonybélben történő 

átalakulása részben magyarázatot adhat arra a kérdésre, hogy a preklinikai-toxikológiai 

vizsgálatok során nyert plazma mintákban miért nem volt kimutatható az orálisan 

alkalmazott kapszaicinoid-extraktum két fő komponense, a kapszaicin és a 

dihidrokapszaicin. 

4. In vivo patkány-modellen vizsgáltuk a nátrium-szalicilát vékonybélből történő 

felszívódását és vékonybél általi metabolizmusát. Kísérleteink igazolták, hogy a nátrium-

szalicilát felszívódik és átalakul a jejunumban. Az átalakulás eredményeként 2,3-DHB és 

2,5-DHB keletkezik. A kísérletek során alkalmazott szalicilát-koncentráció kiválthatja a 

bélnyálkahártya mieloperoxidáz aktivitásának, és ezáltal a lokális hidroxilgyök-

koncentráció emelkedését. Ugyanakkor a szalicilátok 
∙
OH-scavenger hatással is bírnak, 

ezért a 2,3- és 2,5-dihidroxibenzoesavak perfuzátumban való megjelenése hátterében ·OH 

által katalizált reakciót feltételezünk. 
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5. In vitro kísérletek során Fenton- és Udenfriend-modellek segítségével vizsgáltuk a 

szalicilsav nem-enzimatikus oxidatív átalakulásait. A két eltérő reakciómechanizmusban, 

amelyekben közös a Fe
2+

-ionok szerepe, közös metabolitok, 2,3-DHB, 2,4-DHB és 2,5-

DHB keletkezését figyeltük meg. Mivel a Fenton- és Udenfriend-modellek fiziológiás 

körülmények közötti relevanciája alátámasztható, így a szalicilsav biotranszformációja 

során a hidroxilált metabolitok képződésében szerepük nem kizárható. 

 

Az értekezésben bemutatott analitikai meghatározások lehetőséget biztosítottak a RET 

Medipolisz pályázatban farmakokinetikai vizsgálatok elvégzéséhez.   

A szalicilsav metabolizmusának in vitro és in vivo vizsgálatai egy újabb kutatási irány 

elindítását jelentik, amelyek elvezethetnek bennünket az acetilszalicilsav terápiás alkalmazása 

során a klinikai körülmények között észlelt hatások és/vagy mellékhatások 

mechanizmusainak megismeréséhez. További célkitűzéseink között szerepel a szalicilsavból 

keletkező oxidációs metabolitok Fenton- és Udenfriend-modellen történő vizsgálata.  
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