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1. Bevezetés, irodalmi attekintés, célkitiizések

1.1. A vékonybél és a maj szerepe a xenobiotikumok eliminacigjaban

A vékonybél elsddleges feladata a szervezet szamara 1étfontossagl tapanyagok és viz
felvétele, amelyhez tarsul az a tulajdonsidga, hogy képes az ordlisan bejutatott
vegyiiletek biotraszformécidjara és exkrécidjara (Caldwell 1982, Ilett 1990a,b), ezdltal
csOkkenti a vegyiiletek biohasznosuldsat. A tudomdny sokdig csak a mdjat tekintette
metabolizal6 szervnek, ugyanis itt a legnagyobb a metabolizdl6 enzimek mennyisége és
aktivitdsa. Az oralis alkalmazés soran a gyodgyszerek el6szor a gyomor-bél traktusba,
majd a felszivodast kovetden a vena portae-n édthaladé vér szdllitdsdval a mdjba
keriilnek. A vegyiiletek a mdjbol a vena hepatica-n keresztiil a szisztémas keringésbe
jutnak és a véraram elszallitja dket a hatds helyére (szovetek, szervek, receptorok stb.)
(Lin  1999). Ezen folyamatok sordn a gyodgyszermolekuldk 4talakulhatnak
(biotranszformdacid, metabolizmus) és vdltozatlan vagy metabolitok forméjdban
kivélasztédhatnak a bélbe, illetve az epébe, mieldtt elérik a szisztémds keringést (first-
pass effektus) (Kanter 2002, Lin 1999, Caldwell 1982, Renwick 1989, Ilett 1990a,b,
Krishna 1994). Mindezekbdl kovetkezik, hogy a szervezetbe per os juttatott
molekuldknak csak egy bizonyos része, hdnyada hasznosul, fejt ki terapids hatast.

Ezekbdl adododan a first-pass hatasban kiemelkedd szerep jut a vékonybélnek és a
mdjnak egyardnt. A megvizsgalt molekuldk tobbségénél a méajnak nagyobb jelentdsége
van a metabolizmusban, mint a vékonybélnek, de egyes gydgyszerek, illetve vegyiiletek
vizsgalata rdvildgitott arra, hogy a vékonybél metabolizmusban betoltott szerepe
jelentds, Osszevethetd a maj metabolizacios aktivitasaval, akdr meg is haladhatja azt
(Hebert 1992, Wu 1995, Paine 1996, Holtbecker 1996, Fromm 1996, Vargas 1997).

A biotranszformacié sordn a vegyiiletek lipofilitdsa dltaldaban csokken, a végbemend
reakciokat a szervek szintjén expresszdlodd enzimcsalddok katalizdljak. A
legjelentdsebbek ezek koziil a CYP450, UGT, GST valamint a SULT enzimek. Ezen
enzimcsalddok megtaldlhatéak mind a vékonybélben, mind a médjban, és szerepet
jatszanak a gyogyszerek jelentdés hanyadanak a szervezetbdl torténd eliminindciéjaban
(Shipkova 2005). Mivel a disszertdciés munkaban csak az UGT és a SULT enzimek
aktivitasat vizsgaltuk, e helyen csak a két enzimcsaldd tagjai altal katalizélt reakcidk

keriilnek bemutatasra.



Az UGT enzimek a CYP450 enzimekhez hasonldan, egy tobb gén 4ltal kodolt
enzimcsaldd tagjai, melyek a m4dj, a bélfal epithél sejtek és néhdny tovabbi
extrahepatikus szovet (pl. vese, agy, tiidé) endoplazmatikus reticulum (ER)
membrinjdban lokalizalédnak (Aitio 1974, Burchell 1991, Rowland 2013). A CYP450
¢s az UGT enzimek e specialis lokalizacidja igen jelentds szerepet tolt be a CYP450
enzimek altal katalizalt reakciokban képzdd6 reaktiv (elektrofil) metabolitok
semlegesitésében azokban a szervekben, szovetekben, ahol mind a CYP450, mind az
UGT enzimek expresszalddnak.

A CYP450 enzimekhez hasonldan, az aminosav sorrend hasonlésdga alapjan az UGT
enzimek is csaladokba, illetve alcsaladokba oszthatok. A human UGT enzimek két
csalddba, UGT1 (UGT1A1l, UGTI1A3, UGT1A4, UGT1AS, UGT1A6, UGTIA7,
UGT1AS8, UGT1A9, UGT1A10) és UGT2 (UGT2A1, UGT2A2, UGT2A3, UGT2B4,
UGT2B7, UGT2B10, UGT2B11, UGT2B15, UGT2B17, UGT2B28) sorolhaték
(Rowland 2013). A humidn UGT enzimek mindegyike szdmos testidegen anyag
gliikuronsavval lejatsz6d6 konjugécigjat katalizdlja, €s egy adott xenobiotikum
altaldban tobb UGT enzimnek is a szubsztratja.

Az UGT enzimek szubsztratjai kozott szerepelnek endogén vegyiiletek, mint példaul
a bilirubin, a retinoidok, a pajzsmirigy hormonok, a szteroid hormonok és a
katekolaminok (Rowland 2013). Emellett szdmos xenobiotikum, tobbek kozott
gyogyszerek és a kémiai karcinogének jelentds része inaktivalodik gliikuronsavas
konjugicié segitségével (Miners 1991). Az endogén szubsztritok kozott a hem
lebontdsanak végtermékét, a bilirubint vizsgéltdk leginkdbb, mivel a bilirubin magas
koncentracioban agy- és vesekdrosoddst okoz, igy kiliritése 1étfontossagu. Napjainkban
a bilirubin metabolizmusanak két olyan 0Orokolt rendellenessége (Criegler—Naijjar
szindroma és Gilbert szindroma) ismert, melyek els6dleges oka az UGT1 enzimek
hidnya, vagy csokkent miitkodése (genetikai polimorfizmus).

Az UGT enzimek szubsztritjainak kozos szerkezeti jellegzetessége, hogy reaktiv
nukleofil centrummal rendelkeznek melyek részvételével jatszodik le az 1 &dbran
bemutatott szubsztiticids reakcid. A szubsztratok (a) hidroxilcsoporttal (alkoholok,
fenolok, enolok, N-hidroxilaminok), (b) karboxilcsoporttal (aromds karbonsavak,
arilalkil karbonsavak), (c) aminocsoporttal (aromds aminok, alifds aminok, savamidok,
szulfonamidok), (d) tiolcsoporttal (pl. metimazol, propiltiouracil) vagy (e) lazitott

hidrogénatomot hordozé szénatommal (pl. fenilbutazon, szulfinpirazon) rendelkezd



vegyiiletek (Shipkova 2005). A kiilonb6zé funkcids csoporttal lejatszodd reakciok

egyszerusitett egyenleteit az 1. dbra mutatja be.

1. abra. Az UGT enzimek fenolos hidroxilcsoporttal rendelkezé szubsztratjai
glilkuronsav-konjugatumma torténd atalakuldsanak reakcidja.

COO”

Ho%\ UGT %/
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A human UGT enzimek 4ltal katalizdlt reakciok lejatszodasa sordn az UDP-
gliikuronsav koszubsztrdt anomer szénatomjdnak konfigurdcidja minden esetben
ellentétessé valik, a reakcio lejatszodasa az aszimmetrids sz€natom inverzidjdval jar (1.
abra). E tapasztalat alapjdn Axelrod a reakciot a koszubsztrat és a szubsztrat (testidegen
anyag) kozott lejatszodo Sn2 mechanizmus alapjan lejatszodo reakcioként értelmezte
(Parkinson 2013). A késObbi vizsgalatok eredményei aldtdmasztottdk Axelrod
feltételezését. A szubsztrat kotdhely kornyezetében 1évd hisztidin aminosav egység a
szubsztrat  deprotondloddsdt és ennek eredményeképpen nukleofil erejének
megnovekedését eredményezi.

A gliikuronid-konjugdtumok poléris, vizben j6l old6dé metabolitok. A konjugacid
eredményeképpen az anyavegyiilet hidrofil tulajdonsiga nd, tomege nagyobb lesz,
nehezebben kotédik a fehérjékhez, ezaltal a szervezetbdl torténd Kkiiiriilése
kedvezményezettebbé vilik. A glikkuronid konjugdtumok fdleg az epével, vagy a
vizelettel iiriilnek ki a szervezetbdl (Shipkova 2005).

A szulfat-konjugéci6 (szulfélds, szulfatdlds) a masodik leggyakoribb dtalakulds a
Fazis 1I reakciok kozott. A szulfat-konjugécié igen fontos metabolikus atalakuldsi
reakciéja  tobbek kozott a  szteroid hormonoknak, az epesavaknak, a
pajzsmirigyhormonoknak, a katekolamin neurotranszmittereknek, valamint a fenolos
hidroxilcsoporttal rendelkezé gyogyszervegyiileteknek és egyéb testidegen anyagoknak
(Falany 1991 és 1997). A konjugdtumok fiziol6giai szempontbdl legfontosabb



tulajdonsdga azok megnovekedett vizoldékonysédga és kivélasztédasa, mivel a keletkezd
szulfatészterek pK értéke 1-2 kozotti érték (igy a konjugdtumok fiziologids
koriilmények kozott teljesen ionizalt formdban taldlhaték). Néha azonban az elsddleges
konjugdtumok tovdbbalakuldsa reaktiv (toxikus) elektrofil részek képzddését
eredményezi (Glatt 1997, Glatt 1998a,b).

Bar a metabolikus dtalakulds meglehetdsen régdta ismert, a konjugicid
mechanizmusat, illetve abban a szulfotranszferaz (SULT) enzimek ¢és a 3’-
foszfoadenozin-5’-foszfoszulfat (PAPS) kofaktor szerepét csak az 1950-es évektol
kezdddden irtdk le. A szulfat-konjugéicid dltalanos reakcidutjat - a paracetamol-szulfat

képzddésének példdjan - a 2. dbra mutatja be.

2. abra. A paracetamol-szulfat képzddésének szulfotranszferdz (SULT) enzimek altal
kataliz4lt reakcidja.
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Az aktivalt szulfat (3’-foszfoadenozin-5’-foszfoszulfat; PAPS) szervetlen szulfét és
ATP reakcidjaban, kétlépéses reakcioban képzddik. Az elsd - ATP szulfurildz enzim
altal katalizalt - reakcioban a szervetlen szulfat és ATP reakcigjdban adenozin-5’-
foszfoszulfdt  (adenil-szulfat) képzddik, ami a foszfoadenozin-foszfoszulfat
enzimkomplex mésodik tagja, az adenozin-5’-foszfoszulfit-kindz enzim 4ltal katalizalt
reakcioban - egy kovetkez0 ATP molekulaval reagalva - 3’-foszfoadenozin-5’-
foszfoszulfatta (PAPS) alakul (2. dbra). Az aktivalt szulfat (PAPS) és az akceptor
vegyiilet kozotti reakciot a szulfotranszferaz (SULT) enzimek katalizaljak (2. abra).

A metabolikus transzformdaci6 lefrdsara az irodalomban leggyakrabban a szulfét-
konjugicié kifejezéssel taldlkozhatunk. Amint azonban az &brdn lathatd, a szulfét-
konjugdcié kifejezés egy szulfocsoport (-SO3) és nem egy szulfition (SO4>) atvitelét

jelenti a PAPS-r6l a szubsztrdt molekuldra. A SULT enzimek a szulfocsoportnak
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hidroxilcsoportokra és aminocsoportokra torténd atvitelét katalizaljak. Ezért a reakcid
leirdsdra a szulfalds, illetve a szulfatdlds megnevezés is alklamazhato.

A SULT enzimek tobb gén 4ltal kodolt enzimcsaldd tagjai, melyek két nagy
csoportba sorolhatok:

(1) membrianhoz kotott SULT enzimek, melyek a sejtek Golgi-appardtusdban
lokalizdlédnak és endogén peptidek, proteinek, lipidek és gliik6z-aminoglikdnok
szulfalasat katalizaljak, valamint

(2) els6sorban a m4j, a bélfal epithel sejtek, a vese, az agy és a vérlemezkék
citoszoljdban lokalizdl6d6 SULT enzimek, melyek a testidegen anyagok ¢és
kismolekulatomegii endogén szubsztratok (szexudlszteroidok, epesavak,
neurotranszmitterek) szulfatalasat katalizaljak (Coughtrie 1998, Falany 1997).

Jelen dolgozat keretében csak az utobbi csoportba tartozd enzimek éaltal katalizalt
folyamatok keriilnek bemutatasra.

A citoszolban lokalizdlodé SULT enzimek emlésokben hat géncsaladba (SULT1-6)
csoportosithatok (Falany 1991). Az egy géncsaladba tartozé enzimek legalabb 45%
aminosav homoldgiat mutatnak (Yamazoe 1994). A SULT3 csalddba tartoz6é enzimek
ezideig halakban, madarakban, kétéltlieckben, emldsokben, a SULTS5 csalddba tartozd
SULTSA1 ragcsalokban, nyulban, kétéltiiekben, halakban, mig a SULT6 csaladba
tartozé enzimek szamos emldsben, madarban és halban voltak megtalalhatok. Emberben
a SULTI, a SULT2 és a SULT4 csalddba tartoz6 szulfotranszferdzok voltak ezideig
azonosithatok.

Az egyes csalddokba tartozé szulfotranszferazok aminosav homoldgidjuk alapjan
alcsaladokba csoportosithatok. Az egy alcsaladba tartozé individudlis enzimek legalabb
60%-0s homoldgiat mutatnak (Yamazoe 1994). Ez alapjan a SULT1 csaladba tartozo
enzimek o6t alcsalddba (SULTIA-SULTIE), a SULT2 csaladba tartozé enzimek két
alcsalddba (SULT2A és SULT2B) sorolhatok. A SULT4 csalddba tartozé enzimek egy
alcsaladot (SULT4A1) alkotnak. A SULT1A2, SULT1A3 és SULTI1AS5 izoenzimek
szamos fenolos gydgyszervegyiilet (pl. paracetamol), szteroid hormon és katekolamin
atalakitasat katalizdljdk. A SULT1BI1 preferaltan a pajzsmirigyhormonok, a SULT1E1
az Osztradiol (E2) és az 6sztron (E1) szulfat-konjugaciéjaban vesznek részt.

A szulfat-konjugaci6 elsddlegesen a fenolos vegyiiletek metabolikus transzformacios
reakcidja. A PAPS, illetve a szervetlen szulfat-kindlat a reakciok sebességét

meghatdroz6 tényezOk. A szulfat-kindlat 4ltaldban alacsony, ezért az konnyen

10
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kimerithetd. A gydgyszervegyiilet ndvekvd doézisaval a szulfat-konjugacié dominancidja
csokken (Krijgsheld 1981). A szervetlen szulfat mellett szerves szulfat prekurzorok (L-
metionin, L-cisztein) is novelik a celluldris PAPS szintet. Alacsony PAPS, szervetlen
szulfat és kéntartalmi aminosav szintek, illetve magas fenolos gydgyszervegyiilet
koncentraciok esetén a fenolos funkcié szulfalasa helyett annak kompetitiv metabolikus

atalakuldsai, igy a glilkkuronsav-konjugacio, illetve az O-metilezés keriilnek eldtérbe.

4

1.2. A p-nitrofenol vékonybélbol torténo felszivodasa és
biotranszformacidja, a folyamatokban résztvevé enzimek ¢és

transzporterek

A p-nitrofenol egy benzolgyiiriis alapvdzzal rendelkezd, 4-helyzetben nitrocsoporttal
szubsztitudlt fenol. A vegyiilet szubtoxikus dézisban terdpids hatdssal nem rendelkezik.
Mint modellvegyiilet, igen alkalmas a vékonybél konjugacids (Fazis II) aktivitasdnak
vizsgélatdra, mivel metabolizmusa szinte kizdr6lagosan p-nitrofenol-gliikuronid (PNP-
G) és p-nitrofenol-szulfat (PNP-S) képzddését eredményezi (Kuhn 2001, Kothare 2002,
Eadsforth 1984). A gliikkuronidképzésben az UDP-gliikuroniltranszferaz (UGT) vesz
részt, a szulfatképzdédést pedig a szulfotranszferdz (SULT) enzimek katalizaljak.

A p-nitrofenol gliikuronsavval lejatsz6dé konjugéiciés reakcidjat a 3. dbra, mig a

szulfat-konjugaciot a 4. dbra mutatja be.

3. abra. A p-nitrofenol gliikkuronsavval lejatsz6dé konjugacioja.

HOOC

NO, 0 NH o o NH
OH |
'd {\ 99 fi& UGT,  Hooc HO~P-0~P—CH, o
| |

I I
HOY—{O-P-0-P-CH, “N"0

+ oy ¢+ OH OH |©
H o}
O OH OH OHH
OH HO
OHOH OH HO OH
PNP UDPGA PNP -G UDP

A Kkisérleteink soran alkalmazott patkany bélcsatornajanak a felépitése és miikodése
sok hasonlésdgot mutat a human intesztindlis rendszerrel, eltéréen mads, a

torzsfejlddésben hozza kozelebb alld fajokétol (Zhao 2003). A tapcsatornaban talalhatd
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enzimek donté hanyada a vékonybélben, azon beliil is az epitelsejtekben talalhato. A
vékonybél a tdpcsatorna leghosszabb szakasza, emellett szamos feliiletnoveld struktarat
is tartalmaz, ami mind a felszivddds, mind az eliminédcié szempontjabdl fontos. Az
egyes enzimek expresszidja €s aktivitdsa valtoz6 a bélrendszer kiilonbozd szakaszain,

ezért a gyogyszerek metabolizmusa is jelentdsen eltérhet az egyes szegmentumokban.

4. abra. A p-nitrofenol szulfat-konjugatumma torténd atalakulasa.

OH
p-nitrofenol
ATP PPI ATP ADP
SO, AN APS AN PAPS
ATP-szulfurilaz APS-kinaz NOZ
SULT
0S0,
PAP
APS - Adenozin 5'-foszfoszulfat
PAPS - 3'-foszfoadenozin 5'-foszfoszulfat
PAP - adenozin 3' 5-bifoszfat p-nitrofenol-szulfat
NO,

Az 5. dbra demonstralja azokat a lehetséges folyamatokat, amelyek a gydgyszerek
per os addsa sordn a molekuldk sorsit a béltraktusban befolydsoljdk, illetve
meghatdrozzdk. A hatéanyagnak a gyogyszerkészitménybdl (pl. tabletta) torténd
felszabadulasat kovetden a gyogyszermolekuldk a bélen keresztiilhaladva a széklettel
elhagyhatjdk a szervezetet barmilyen véltozds vagy felszivodds nélkiil. A molekuldk
azonban méar a béllumenben is kémiailag atalakulhatnak és metabolitként, vagy eredeti
formaban beléphetnek az enterocitdkba. A bélhdmsejtekbdl mind az anyavegyiiletek,
mind az ott képz6dott metabolitok tovdbbjuthatnak a vena portae-n keresztiil a méjba,
de exkrécio révén visszakeriilhetnek a bél lumenébe is, ahonnan ismét visszajuthatnak a
mdjba (enterohepatikus korforgds), vagy intesztindlis exkrécidval elimindlédhatnak,
azaz a széklettel elhagyjdk a szervezetet (5. dbra).

Munkdm sordn vizsgdlt vegyiiletek és metabolitjaik szempontjabol kiemelkedd
jelentdséggel birnak az enterocitdk apikalis oldalan expresszal6dé P-glikoprotein (P-gp,
MDR1) valamint MRP2 transzporterek, melyek részt vesznek az enterocitdkban

szintetizal6d6 metabolitoknak az intesztinalis lumenbe torténd exkréciojaban.
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5. abra. A Dbélsejtekben expresszdlodé fobb, felvételben (sarga) és kiiiritésben
(vilagoskeék) résztvevd transzporter fehérjék (Estudante 2013).

Apikalis membran Bazolateralis membran

Béllumen Enterocyte Ver

Jonkcionilis «
komplex

r

1.3. Az ibuprofén vékonybélbol torténo felszivodasa és
biotranszformaciéja, a folyamatokban résztvevo enzimek ¢és

transzporterek

Az ibuprofén a 2-arilpropionsav csoportba tartozé nem-szteroid gyulladascsokkentd
vegyiilet (NSAID). Az egy szimmetriacentrumot hordoz6 molekula a terdpidban racém
formdban keriil alkalmazdsra, kihaszndlva hiarom f6 (gyulladascsokkentd,
fdjdalomcsillapit6 és lazcsillapitd) farmakoldgiai hatdsat (Adams 1967). Széles korben
alkalmazzdk lazas éllapotok, kiilonbozo eredetii fajdalmak, gyulladas csillapitasara
tobbféle (kapszula, szuszpenzid, tabletta, drazsé, kup, gél) gyogyszerformdban. A
terapidban leggyakrabban per os adagolas révén keriil felhasznalasra. A felszivodasa
patkdnyokban nagymértékben a vékonybél szintjérdl valdésul meg (Adams 1969), amint
az a vegyiilet pK=4,50 (Domanska 2009, Dietzel 1990) értékébdl varhatod; ugyanakkor,
a gyomor szerepe sem elhanyagolhaté ezen a téren (Adams 1969). A racém vegyiilet
(R)-enantiomerje felszivodds utdn 4talakuldst, inverziét szenved (farmakoldgiai

szempontbdl aktiv enantiomer képzddése), melynek 1épéseit a 6. dbra mutatja be. A
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vizelettel, széklettel kiliriil6 metabolitok jobbra forgatjdk a polarizalt fény sikjat (Adams
1967).

A metabolikus transzformécidk egyik igen specidlis esete a 2-arilpropionsav
szarmazékok epimerizdciéja. A propionsav oldalldncban aszimmetrikus szénatomot
hordozé arilpropionsav szarmazékok mindegyikének (S)-enantiomerje mind in vitro
mind in vivo hatékonyabb COX-inhibitor mint a megfeleld (R)-enantiomer. Nincs
sziikség azonban a vegyiiletek optikailag aktiv formaban torténd terapias alkalmazasara,
mert a szervezetben az (R)-enantiomerek 2-arilpropionsav-CoA epimerdz enzim altal
katalizalt egyirdnyd (R)—(S) epimerizacidja jatszodik le. Az epimerizacié egyirdnyu
lejatszoddsanak alapja az epimerdz enzim (R)-arilpropionsav = CoA-S-észter
szubsztratjdnak acil-CoA-szintdz enzim 4ltal katalizalt sztereoszelektiv képzddése. A
reakciot katalizdlé enzim sztereospecificitdst mutat az (R)-ibuprofén irdnt (Knihinicki
1989, Hall 1994). Az (R)-ibuprofén—(S)-ibuprofén inverzid tobb szovetben lezajlik,
ilyen a mdj, a diafragma, az izom, a vese, a zsirszovet, de nem észleltek acil-CoA-
szintdz aktivitidst a vékonybélben, a tiidoben és a vakbélben (Knadler 1990, Jeffrey
1991, Hall 1993). Az arilpropionsavak propionsav oldallinca epimerizacijanak

mechanizmusét a 6. dbra mutatja be.

6. abra. Az ibuprofén inverzidjanak sematikus bemutatasa.

CHj3

H/
CH3 g acyl-CoA synthetase
COOH P —
H3C

(R)-Ibuprofen-CoA

Ibuprofen-CoA

racemase

hydrolase

(S)-Ibuprofen

Az ibuprofén a szervezetben a legtobb gydgyszermolekuldhoz hasonléan kémiailag

atalakul a szervezetben (metabolizmus). A szervezetbe keriild ibuprofén teljes
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mennyisége atalakul, a vizeletben az anyavegyiilet nem mutathat6 ki (Liudmila 2015).
Az anyavegyiilet metabolizmusdnak f6 irdnya a CYP enzimek 4altal katalizalt oxidativ
atalakulds, melynek eredményeképpen 1-, 2-, illetve 3-helyzetben hidroxilszubsztitudlt
ibuprofén metabolitok keletkeznek. Utdbbi a citoszolban taldlhaté dehidrogénazok 4ltal
katalizalt reakcioban a megfeleld 3-karboxiszarmazékka oxidalédik. Mind az ibuprofén,
mind oxidalt metabolitjai gliikuronsav konjugitumot képeznek, melyek a széklettel,
vagy a vizelettel exkretdlédnak a szervezetbdl (Liudmila 2015). A metabolizmusban

résztvevo enzimeket és a képzodott metabolitokat a 7. abra foglalja 0ssze.

7. abra. Az ibuprofén metabolikus utvonalai, enzimek és képzddé metabolitok
(Liudmila 2015).

[[Ribuprofen (R1BU) | [ Sibuprofen (518U |

”~
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R OmD  Goraay CeTiAD
Gl e ENT

s

/// . CY'PZ_C-Q / \ CYPZC_IE‘. uGT2 81 ,!\,:G".@
-II:!:I > _ = Y ‘ o <
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Ahogy az 4bra is mutatja az ibuprofén metabolizmusa szdmos enzim részvételével
zajlik a szervezetben. Az ibuprofén oxidativ atalakuldsaiban a CYP2C9 izoforma jatsza
a f szerepet. Az enzim mint az (R)-, mint az (S)-ibuprofén 2-OH- illetve 3-OH-
ibuprofénné torténd oxidacidjat katalizalja (Kepp 1997, Hamman 1997, Chang 2008) A
CYP2C8 izoforma oxidaciéban betdltott szerepe kisebb, az (R)-ibuprofén oxidacidjat
katalizalja 2-OH-ibuprofénné (Hamman 1997, Chang 2008). Magasabb terapias
dozisokndl az oxidacids folyamatban a CYP3A4 izoforma is részt vesz, 2-OH-
ibuprofént képezve (Chang 2008). A CYP2CI19 izoforma szerepe minimdlis az
ibuprofén metabolizmusdban (Chang 2008).
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A felszivodott ibuprofén egy része gliikuronsavval konjugacioba 1€p anélkiil, hogy
elétte oxidaciot szenvedett volna (Davies 1998). In vitro kisérletekben kimutattdk, hogy
reakciét az UGT szupercsaldd tobb izoenzime is képes katalizalni: UGT2B7, UGT2B4,
UGT1A3, UGT2B17 és UGT1A9 (Kuehl 2005, Sakaguchi 2004, Turgeon 2003). Az
abréra nincs feltiintetve de a bélben expresszdlodéo UGT1A10 is képes az ibuprofén
konjugacids reakcidjat katalizdlni (Basu 2004). A CYP izoformdak éaltal létrehozott
hidroxi- és karboxiszdrmazékok gliikuronsavval konjugdlédhatnak, de a reakcidkat
katalizal6 UGT enzimeket ezideig még nem sikeriilt azonositani (Liudmila 2015).

A transzporter fehérjék tobbsége képes kolcsonhatdsba l1épni a NSAID csoport
tagjaival. Ezek koziil megemlitjiik az:

» organikus anion transzportert (hOAT) a vesében és a bélben,

» amaj organikus anion transzportert (hOATP),

» multidrog rezisztencia protein transzporter csalddot (MRP), valamint a
» bél peptid transzportert (SLC15A1).

Az IBP egy gyenge sav, lipofil karakter(i, emiatt elképzelhetd, hogy transzporterek
segitsége nélkiil felszivodik. Még nem sikeriilt tisztazni, hogy abszorbcidjaban fehérjék
részt vesznek vagy nem, dm szdmos transzporterrel 1€p kolcsonhatdsba, ami a
gyogyszer- interakciok szempontjabdl jelentéséggel bir. In vitro kisérletekben sikeriilt
kimutatni, hogy kiilonb6zd organikus transzporterek, SLC22A6 (hOAT1), SLC22A7
(hOAT2), SLC22A8 (hOAT3), SLC22A9 (hOAT4), SLC22A1 (OCTI1), SLC15A1
(hPEPT1), SLC5A8 (hSMCTI1) és SLCI6A1 (MCT1) képesek voltak az IBP
felvételére, ezdltal gatolni mas vegyiiletek felvételét (inhibitor hatds) (Khamdang 2002,
Chu 2007, Itagaki 2006, Omkvist 2010, Tamai 1995, Wang 2012). A fenolos
vegyiiletek vizsgdlata sordn sikeriilt kimutatni az MRP2, MRP3, illetve MRP4 szerepét
a gliikkuronsav-konjugatumok széllitdsdban a sejtek kozott. Az MRP2 szerepe a
szervezet védelme a kdros anyagokkal szemben, ezek eltavolitdsa a sejtekbdl, emiatt a
fontosabb eliminéacidoban résztvevd szervek szintjén jelen van, megtaldlhatdo a bélben,
mdjban, vesében, placentdban egyarant (Wu 2011).

A 8. abra mutatja be azokat a lehetséges folyamatokat amelyek a vegyiiletek
sorsat a mdjban befolydsolhatjdk és meghatdrozzdk. A per os bejuttatott hatéanyag
molekuldinak egy része a véna-portae-n a madjsejtekbe jut, ahol biotranszforméciét
szenvedhet, melynek sordn aktiv vagy inaktiv metabolitok keletkezhetnek. Az aktiv

formdk a megfeleld transzporterek segitségével a szisztémas keringésbe, onnan pedig a
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hatds helyére szallitédnak, kivédltva a vdart farmakoldgiai hatdst. A kémiai 4talakulds
kovetkeztében képzodott metabolitok (és a nem-metabolizdlédé anyavegyiilet)
transzportfehérjékhez (esetiinkben a P-gp-nek illetve a MRP2-nek van jelentds szerepe)
kapcsolddva kivélasztodnak az epébe, és igy visszakeriilnek a vékonybélbe, ahonnan a
széklettel kivalasztddnak a szervezetb6l. Azonban a vékonybélbe kivélasztédott
metabolitok az itt expresszdlodo (elsdsorban hidrolitikus) enzimek regernerdlhatjdk az

aktiv molekuldt, ami a vékonybélbdl djbdl felszivodhat (enterohepatikus korforgas).

8. abra. A hepatocita felszinén expresszalodo fobb, felvételben (sziirke) és kiiiritésben
(lila) résztvevo transzporterek (Giacomini et al. 2010)
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1.4. Metabolikus valtozasok a diabéteszes allapotban

A diabétesz mellitus egy Osszetett endokrin anyagcserezavar, amely a vilag
lakossdgdnak nagy hdnyadat érinti és folyamatosan novekvd tendencidt mutat. A
szervezet ezen koros dllapota szdmos élettani funkcié megvéltozasit vonja maga utén,
érintve a hormondlis valtozdsokat, a gliikéz felvételt és felhaszndldst, a protein
szintézist, az enzimek mennyiségét ¢és mitkodését (Anderson 1974 és 1975, Bojcsev
1996, Csdky 1981, Dostalek 2012, Fischer 1984, Jefferson 1983). Legjellemzdbb
tiinetei a hiperglikémia és a glikézuria. Annak ellenére. hogy a hiperglikémia

onmagaban képes a szervezet normalis mikodésében kiilonbozé valtozasokat kivaltani,
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ilyen példdul a cukor transzport/széllitds fokozéasa (Fischer 1984, Csdky 1977 és 1981),
kozvetlen hatdsidt a vegyiiletek elimindcijara kevesen vizsgaltdk (Ackerman 1977,
Fischer 1995 és 1996).

Mivel a cukorbetegséget szdmos tiinet és élettani funkcié zavara jellemzi, a
szakirodalom tobb adattal szolgdl az exogén anyagok biotranszformécidjdban és
exkrécidjdban megfigyelt valtozasokrol kisérletes diabéteszben. Az enzimek és a
transzporterek mennyiségében ¢és milkodésében ¢észlelt valtozasok kovetkeztében
moédosulhat a vegyiiletek farmakokinetikdja (Dostalek 2012, Watkins 1988). Ezenkiviil
kisérletes diabéteszben valtozhat az epefolyds illetve a vegyiiletek bilidris exkrécids
ardnya (Bojcsev 1996, Watkins 1987).

A kisérletes diabétesznek a vegyiiletek metabolizmusara kifejtett hatidsat szdmos
allatkisérletes modell szemlélteti (Dixon 1961, Toda 1987, Cook 1984, Kudo 2010).

Dixon ¢és tarsai kiilonbozé vegyiiletek metabolizmusat vizsgalva kisérletes
diabéteszben szenvedd patkdnyokon csokkenést észleltek a vizsgalatokba bevont
exogén  anyagok  (hexobarbital, kléorpromazin  és  kodein)  hepatikus
biotranszformécidjdban (Dixon 1961). Ezen kisérleti eredményekbdl kiindulva
Ackerman és Leibman a késdbbiekben mas koriilmények kozott Gjra vizsgdlatnak
vetette ald a hexobarbitélt, amikor megfigyelték, hogy a streptozotocinnal kivaltott
kisérletes diabéteszben a hexobarbitdl hatdsa megnyult, illetve a metabolizmusa lelassult
(Ackerman 1977).

Az aminopirin metabolizmusét experimentélis diabéteszes éllatkisérletes modellen
Toda (1987) és tarsai vizsgéltdk. Az aminopirint i.p. adagolva HPLC segitségével
vizsgaltdk az 4t nem alakult vegyiilet és f6 metabolitjainak mennyiségét a vérben. Az
endokrin anyagcserezavarban szenvedd patkanyok lassabban metabolizaltdk az
aminopirint a kontroll csoporthoz képest. A vegyiilet farmakokinetikai paramétereit
vizsgdlva novekedett plazmakoncentréacidt, novekedett szérum felezési id6t és csokkent
szérum klirenszt figyeltek meg a kutatok.

Az antibiotikumok korébdl a klaritromicin farmakokinetikai paramétereit és
hepatikus metabolizmusat diabéteszes allatkisérletes modellen Kim és tarsai (2005)
vizsgédltdk. A vegylilet perordlis és intravénds uton vald alkalmazdsit kovetden a
szerzOk a klaritromicin koncentracié-1dd gorbe alatti teriiletének szignifikdns cs6kkenést
figyelték meg a diabetikus allapotban a kontroll csoporthoz viszonyitva. Ezen kiviil a

klaritromicin hepatikus metabolizmusdnak gyorsuldsa volt megfigyelhetd. A teofillin

18



19

metabolizmusat vizsgédlva hasonld koriilmények kozott ezen csoport szintén csokkenést
figyelt meg a vegyiilet gorbe alatti teriiletének nagysdgaban (Kim 2005).

A PB-blokkolok korébol a metoprolol-t vetették ala az eldbbiekhez hasonlo
vizsgédlatoknak. Perordlisan adagolva a vegyiiletet és a farmakokinetikdjit vizsgdlva az
elébbi néhany példdhoz hasonléan, a kisérletes diabéteszben szenvedd allatcsoport
esetében a metoprolol gorbe alatti teriiletének csokkenése volt megfigyelhetd a kontroll
csoporthoz viszonyitva (Lee 2013).

A vizsgdlatokba bevont vegyiiletek sora még nem ér véget. Ugyanakkor, a fentiektdl
eltéré valtozasok is megfigyelhetok voltak. Az ordlis antidiabetikumok koziil a
glibenklamid, mig a nem-szteroid gyulladdscsokkentOk csoportjabol a diklofendk
farmakokinetikdjat vizsgalva a kutatok novekedést észleltek a glibenklamid gorbe alatti
teriiletének nagysdagdban, illetve mind a glibenklamid, mind a diklofendk kiiiriilése

csokkent a kisérletes diabetikus allapotban (Li 2012).

1.5. Célkituzés

A disszertdciés munka célja a kiilonbozd funkcids csoportokkal rendelkezd
vegyiiletek, metabolizmusdnak és exkrécidjanak vizsgalata a vékonybélben és a mdjban,
kontroll és kisérletes diabéteszes dllatokon. A vdlasztdsunk azért esett e két szervre,
mert per os alkalmazds esetén a vegyiiletek legnagyobb része a vékonybélbdl szivodik
fel, ott metabolizdlédhatnak, ¢és az anyavegyiilet valamint a metabolitok
kivalasztédhatnak a széklettel, illetve a vena portae-n keresztiill mijba keriilhetnek.
Megjegyzést érdemel, hogy a két szerv metabolikus és eliminicids tevékenységének
egyidejli vizsgalatara kevés irodalmi adat all rendelkezésre.

Napjainkban egyre tobb csalddot érint a diabétesz mellitus koéros dllapot. A
betegségben fenndllo hiperglikémids dallapot szdmos élettani szempontbdl fontos
reakciét befolydsol; igy tobbek kozott valtozhat a testidegen anyagok felszivodasa,
biotranszformdcidja, és kitiriilése a szervezetbol. Jelenleg kevés informacié all
rendelkezésiinkre arrél, hogy a diabetikus 4allapot hogyan hat a kiilonb6zd
gyogyszervegyiiletek metabolizmusara és szekrécidjdra ordlis alkalmazas esetén.

Az ibuprofént, mint nem-szteroid gyulladascsokkentét szamos cukorbetegségben
szenvedd beteg is alkalmazhatja kiilonb6z0 eredetli panaszok enyhitésére. Emiatt

fontosnak tartjuk a vegyiilet biotranszformécidjdnak és kivalasztédasdnak vizsgalatat
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diabéteszes allapotban. A p-nitrofenolt azért valasztottuk a vizsgélatok targydul, mert
egyrészt biotranszformdcidja jol ismert, masrészt kordbban mar vizsgaltuk a vegyiilet
intesztindlis elimindcidjat hasonld koriilmények kozott.

Ahhoz, hogy a vizsgélatok sordn pontos kovetkeztetéseket tudjunk levonni, gyors és
pontos analitikai médszerekre volt sziikségiink, amely segitségével vizsgdlni tudtuk a
kisérletek sordn gyiijtott nagyszama mintabdl a vegyiiletek a képzddott metabolitjainak
a mennyiségét. E célbdl validalt HPLC-UV-Vis médszereket alkalmaztunk.

C)sszefoglalva a fentebb elmondottakat, a dolgozatban a kovetkezd fontosabb
célkitlizéseket fogalmaztuk meg:

1. RP-HPLC-UV-Vis analitikai médszer fejlesztése az IBP azonositisdra és
mennyiségi meghatirozasara patkdny vékonybél-perfuzdtumban,

2. RP-HPLC-UV-Vis analitikai médszer kidolgozdsa az IBP és IBP-B-D-G
azonositdsdra és mennyiségi meghatdrozasdra patkdny epemintdkban,

3. A vékonybél és a mdj first-pass effektusban betoltott szerepének vizsgdlata
ibuprofén per os adagoldsdhoz hasonlé intesztindlis perfuzi6 sordn, in vivo
allatkisérletekben,

4. A kisérletes diabétesz hatdsa a vékonybél és a m4j eliminécids tevékenységére
in vivo allatkisérletekben,

5. A vékonybél €s maj elimindcidban betolttt szerepének Osszehasonlitdsa az

ibuprofén €s a p-nitrofenol esetében.
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2. Vizsgalati médszerek

2.1. Anyagok

Az ibuprofént, ammonium-acetatot (NH4OOCCH3) és a jégecetet (CH;COOH) a
Molar Chemicals Kft-t6l (Budapest) vasaroltuk. Az acetonitrilt (ACN), kalium-kloridot
(KCl), kdlcium-kloridot (CaCl,x2H,0), dinatrium-hidrogén-foszfatot (Na,HPO4x2H,0)
€s a Tris-t a Reanalt6l (Budapest) szereztik be. A Sigma-Aldrich Company-t6l
(Budapest) szdrmazik a natrium-klorid (NaCl), a diklofendk-nétrium, a citromsav, a
natrium-citrdt és a streptozotocin (STZ). A magnézium-szulfit (MgSQO,) és a
dihidrogén-nétrium-foszfat (NaH,PO4) a Spektrum-3D Kft-t61 (Magyarorszdg) keriilt
beszerzésre. Az ibuprofén B-D-gliikiironidot a Toronto Research Company-tdl (Toronto,
Kanada) vasaroltuk. A bélperfuzidhoz hasznalt izoténids oldat dsszetétele a kovetkezd
volt (mmol/l): NaCl 96.4, KCI 7.0, CaCl, 3.0, MgSO4 1.0, TRIS puffer (pH 7.4) 29.5,
natrium foszfat puffer 0.9 (pH 7.4), glikkoz 14.0, mannitol 14.0.

2.2. Kisérletes modszerek

Az Aéllatkisérleteinket 250-300g sulyd, him Wistar patkdnyokon (Toxi-Coop Zrt,
Budapest) végeztiikk. Az éllatokat a kisérlet megkezdése elott uretdnnal narkotizaltuk
(1,2 g/kg, 1.p.). A hasfalat a kozépvonal mentén felnyitottuk és a duodénum utani
jejunélis szegmentumot kb. 10 cm hosszusdgban kaniilaltuk. Ezt a szakaszt 37 °C-ra
melegitett izoténids oldattal jol atoblitettilk, hogy a tdpanyagok maradvanyait
eltavolitsuk. Az izot6nids oldat maradékat 4-5 ml levegd beflivasaval tavolitottuk el. Az
izolalt jejundlis szakaszt mindkét oldaldn bemetszettiik majd mindkét oldalra miianyag
csovet helyeztiink €s rogzitettiink. Ezen kaniilokon keresztiil, recirkuldciés moédszert
alkalmazva, a béllumenen ataramoltattuk az izotonids oldatot ami 250 uM ibuprofént,
illetve 500 uM PNP-t tartalmazott. Az oldat dramldsi sebessége 13 ml/perc volt. A
jejundlis szegmentum alsé részén, az ileum feloli végen kidramlé oldatot egy tartdlyba
vezettiik, amelybdl azt egy pumpa segitségével folyamatosan recirkuldltattuk a
lumenbe. A kezdeti perfiiziés volumen 16,5 ml, a vizsgalat id6tartama 90 perc volt. Az
izolalt bélszakaszbol kidramld perfizidos médiumbdl meghatarozott idopontokban 250

pul mintat gyhjtottiink. A kisérlet alatt biztositottuk a normadl élettani funkciéhoz
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sziikséges koriilményeket, az dllatok és a perfuziés médium hémérsékletét 37 °C-on
tartottuk. Az allatkisérleteket a 243/1998. (XII. 31.) szamu korményrendeletben leirtak
betartdsdval, a Pécsi Tudomanyegyetem Allatj6léti Bizottsdg 4ltal kiadott engedélyek
(BA02/2000-10/2006 és BA1/35/51-61/2016) alapjan végeztiik.

A bilidris exkréci6 vizsgalatdhoz az epevezetéket egy milanyagesdvel kaniilaltuk és a
kifoly6 epét 15 perces iddintervallumokban gytijtottiik.

Mind a bélperfuzdtum mintdit, mind az epemintdkat az analitikai vizsgdlatok
megkezdéséig -20 °C fokon taroltuk.

A kisérletes diabéteszt 0.1 M citrat pufferban (pH 4.0) frissen oldott STZ 65 mg/kg
i.v. beaddsaval valtottuk ki. A kisérleteket az STZ beadasat kdvetd 7. napon végeztiik. A
vércukor-szintet, illetve a hiperglikémia (>20 mmol/l patkdnyban) kialakuldsit Accu-

Chek® (Roche) digitdlis vércukormérdvel ellendriztiik.

2.3. Analitikai eljarasok

A forditott-fazisi nagynyomdsu folyadékkromatografids elvélasztasi technika
(HPLC) egyike a leggyakrabban alkalmazott moddszereknek a gydgyszervegyiiletek
analizisében. El0nyének szamit, hogy 1) viszonylag gyors kimutatast tesz lehetéve, ami
nagyszamu biologiai minta esetén eldnyos, 2) alkalmas kis koncentracioban megjelend
vegyiiletek kimutatdsdra €s azonositasara, valamint 3) pontos és megbizhato.

Az ibuprofén Kkiilonb6zé bioldgiai mintdkb6l (plazma, epe, vizelet) torténd
kimutatdsdra és azonositdsara szdmos HPLC moddszer keriilt kordbban leirdsra a
szakirodalomban. Vannak koztik UV-Vis detektdlassal kapcsolt HPLC mddszerek
(Dietzel 1990, Espinosa-Mansilla 2006, Sochor 1995, Teng 2003, Zhao 2005),
tomegspektometridval csatolt analitikai eljarasok (Kot-Wasik 2006), fluoreszcencids
detektdlason alapulé mérések, (Canaparo 2000, Hassan 2008, Palmgren 2004, Santos
2005), de kapillaris elektroforézis alkalmazasat is lefrtdk mar (Hamoudova 2006).

Annak ellenére, hogy a szakirodalom bdvelkedik analitikai eljardsokban az ibuprofén
azonositdsdra és meghatdrozasara, ezek tobbsége viszonylag hosszu 1d6t vesz igénybe;
az IBP retencids ideje tidl nagy, ami nagyszdmu minta esetében iddigényes feladat.
Fontosnak tartottuk ezért egy gyors RP-HPLC/UV-Vis médszer kifejlesztését, ami a
nagyszamu bélperfizids és epeminta mérése sordn eldnyt jelent; megndvelve a mérések

és kiértékelések hatékonysdgat.
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2.3.1. Médszerfejlesztés az ibuprofént tartalmazé vékonybél-perfuzatum HPLC-

UV-Vis vizsgalatara (Modszer I)

A kromatografids elvdlasztdshoz Agilent 1100 Series HPLC késziiléket haszndltunk.
Az analitikai vizsgdlat sordn Zorbax SB C18 (4.6 mm x 150 mm,5 pum) kolonnit, a
bioldgiai mintakbdl szdrmazo esetleges szennyezddések kivédése céljabol Teknokroma
TR-C-160K1 eldtétoszlopot alkalmaztunk. A vizsgélatok sordn izokratikus eldcids
modszert alkalmaztunk. Az eluens Osszetétele ACN: 5 mM acetat puffer (pH 3) 55:45 %
v/v volt. Az eluens 1 ml/perc dramlasi sebeséggel haladt at a kromatografids oszlopon.
Az injektdlt mintdk térfogata 20 ul-re, mig a termosztit homérséklete 40 °C-ra volt
beallitva. Az oszloprdl eludlédo vegyiiletek detektdlasat 220 nm hulldmhosszon, 10
percen at végeztiik. A puffer oldat pH-nak bedllitasdhoz a Mettler Toledo MP 220 pH-
méro késziiléket és Mettler Toledo Inlab 413 elektrédat hasznaltuk.

2.3.1.1. A standard oldatok eldallitdsa és kalibracids egyenes felvétele

A modszer validdlasdhoz felhaszndlt standard oldatok IBP 0,1 M foszfit pufferben
tortént felolddsabol, majd ennek a torzsoldatnak a kontroll allatoktdl szdrmazo,
ibuprofént nem tartalmazd vékonybél-perfuzatum oldatdval tortént higitdsabol
szarmaznak. Az ismert ibuprofén mennyiséget tartalmaz6 standard oldatok higitdsa az
5-250 uM (5, 10, 50, 100, 250 uM) koncentricié-tartoményban tortént. Minden
standard oldat 200 puM diklofendk-natrium bels6é standardot tartalmazott, melyet
elézetes foszfat pufferben vald oldas utan, oldat formdjaban adagoltuk a higitdsi sor
minden egyes standard oldatdhoz. Az eldbb részletesen leirt kromatografids modszer
szelektivitds, linearités, illetve pontossdg, vizsgalataihoz sziikséges IBP torzsoldat két
fiiggetlen bemérés alapjan tortént. Mindkét bemérésbdl megtortént a fentebb leirt
koncentracié-tartomédny szerint a higitdsi sor standard oldatainak elkészitése, igy
Osszesen 10 minta allt rendelkezésiinkre a modszervaliddlds vizsgalatainak
elvégzéséhez.

A vékonybél-perfuziatum mintdinak leméréséhez  kifejlesztett izokratikus
kromatografids mddszer linearitds vizsgédlatdhoz sziikséges kalibracios egyenes

felvétele, a relativ cstcs alatti teriileteknek a bemért ibuprofén koncentracié
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figgvényében valo abrdzolasabol keriilt szdrmaztatasra. Az igy kapott kalibracios
egyenes az ibuprofénre a kovetkezd volt: y =0,0092x + 0,1131 (R*= 0,9942).

A moédszer pontossdganak vizsgalata céljabol az egy napon beliili, valamint a napok
kozotti ismételhetdséget, a gorbe alatti teriiletek és a retencids iddk (tr) relativ standard
deviicié (RSD %) értékeit hatdroztuk meg.

A retenciés id6k és cstucs alatti teriiletek napok kozotti  pontossdganak
meghatarozasara az el6z6 mérésekhez is hasznalt kalibracios oldatsorozat kertilt
felhaszndldsra. A mérések hdarom egymds utdni napon lettek elvégezve. A retencids

iddkre €s csucs alatti teriiletekre kapott RSD % értékeket az I. tdblazat tartalmazza.

2.3.1.2. A bélperfuzatumok mintaelokészitése az analitikai méréshez

Az analitikai vizsgdlatnak aldvetett bélperfuzitum mintdkat (250ul) a
hiitészekrénybdl kivéve szobahdmérsékleten allni hagytuk amig felvették a kornyezet
hémérsékletét; majd a megfeleld elegyités végett vortexeltiik dket. Minden 200 pl
bélperfuzdtum mintdhoz 50 ul ImM-os DICL-Na bels6 standard oldatot adagoltunk, igy
standardot (DICL) tartalmazott. Az oldatok vortexelés, majd 10 perces 900xg

centrifugalds utdn keriiltek lemérésre.

2.3.2. Modszerfejlesztés az ibuprofén vékonybélperfuzidja sorian keletkezo

epemintak HPLC-UV-Vis vizsgalatara (Mdédszer II)

A 2.3.1. alpontndl leirt analitikai modszer (Mddszer I) nem felelt meg az epemintdk
analizisére, ugyanis az IBP-B-D-G metabolit, ami a hepatocitdkban lezajlé folyamatok
hatdsara keletkezett, kordn lejott az oszloprol, ezaltal nehezen lehetett elkiiloniteni a
tobbi poldaros szennyezddéstdl. Ebbdl kiindulva tovabbfejlesztettik a modszert, hogy
alkalmas legyen a metabolit és az anyavegyiilet elvalasztisara.

Az epemintak mérésénél gradiens elvélasztési technikat alkalmaztunk. A mobil féazist
ugyancsak ACN:5 mM ammoénium acetat puffer (pH 3) alkotta, de az eluens Gsszetétele
valtoz6 volt az analizis 1d6tartama sordn. Az ammoénium acetdt puffer kezdeti 65
%(v/v)-os ardnyit 6 percen at 45 % (v/v)-ra csokkentettiik, ilyen koriilmények alatt

aramoltattuk 5,5 percig, majd 6 percen keresztiil visszaallitottuk a kezdeti feltételeket.
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Az eluens dramldsi sebessége 1 ml/perc, a kromatogréfids analizis id6tartama 15 perc
volt. Ezalatt az id6tartam alatt sikeriilt mind a hdrom vegyiiletet, (IBP-B-D-G, DICL,
illetve IBP) egymadstdl elvédlasztani. Minden egyes mérés utdn a HPLC rendszert 15
percen keresztiil ekvilibraltuk a kiindulési eluens keverékkel (65 % (v/v) puffer). A
kapott jel intenzitdsdnak detektalasa 240 nm hulldmhosszon tortént. A minta injektdlas

volumene 20 pl, az oszlop hdmérséklete 40 °C volt.
2.3.2.1. A standard oldatok eldallitasa és kalibracids egyenes felvétele

A kalibriciés egyenes felvételéhez sziikséges standard oldatokat IBP és IBP-B-D-G
Krebs-Tris pufferben késziilt torzsoldatainak, kontroll allatoktol szarmazé (IBP-t, illetve
belsd standardot nem tartalmazd) epemintdkkal tortént higitdsdval nyertiik. A
kalibraciés oldatsorozat koncentracidja a 7,5-150 uM (7,5, 15, 30, 75, 150 uM)
tartomdnyba esett. Az igy kapott ismert koncentricidji oldatsorozatot, a kordbban leirt
vékonybél-perfuzatum standard oldatainkhoz hasonldan 5-szor injektaltuk, és vizsgdltuk
az egy napon beliili valamint a napok kozotti ismételhetdséget.

A kalibriciés egyenesek felvétele a mért relativ gorbe alatti teriiletek és IBP,
illetve IBP-B-D-G ismert koncentricié fiiggvényében valé dbrdazolds linedris
Osszefiiggésén alapszik. Az igy kapott kalibracios egyenesek IBP-re: y=0,0049x-0,0008
(R2=0,9999), illetve IBP-B-D-G-ra: y=0,0062x+0,0013 (R2=1.000) voltak. A moddszer
pontossdginak vizsgdlata a gorbe alatti teriiletek és retencios 1d6k (tr) RSD% értékeinek
meghatdrozdsa alapjan tortént.

Mind az egy napon beliili, mind a napok kozotti ismételhetdség vizsgdlata esetén az
oldatokat 6tszor injektdltuk. A napok kozotti ismételhetdség vizsgdlata esetében a
méréseket 6t egymds utdni napon végeztik el. A retencids idokre és cslcs alatti

teriiletekre kapott RSD % értékeket a I1., illetve a III. tdblazatok tartalmazzdk.
2.3.2.2. Az epeminta eldkészitése az analitikai méréshez

Az epemintdkat a vizsgélat napjdig -20 °C hOmérsékleten taroltuk. A méresek
elvégzése elott a mintdkat hagytuk szobahdmérsekletre felmelegedni, 1 percig
vortexeltik majd minden mintdbol 50 pl mennyiséget 200 ul 0,1 M perklorsavval
kezeltiik, ami 31,25 pM diklofendk-natrium bels6 standardot tartalmazott. Az igy kapott
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mintdk mindegyike ismert koncentracidji, 25,0 uM belsdé standardot tartalmazott. A
keveréket 10000 rpm sebességgel (10000 x g) 10 percig centrifugdltuk. A feliiliszot a

fentebb leirt modszerrel analizaltuk.

2.3.3. PNP HPLC analitikai médszereinek ismertetése (Modszer III és Modszer IV)

A PNP mérése egy mar kordbban kozolt (Almdési 2006, illetve Fischer 2015) RP-
HPLC mddszerrel tortént. Mivel ez a mdédszer mar kordbban mér kozlésre keriilt, jelen

disszertacioban csak roviden keriil megemlitésre.

2.3.3.1. PNP bélperfuzatumban térténé HPLC analizisének médszere

A PNP és metabolitjainak bélperfuzdtumokbdl valé szepardldsa és mennyiségi
meghatdrozasa Nucleosil 100 forditott fazisi C18 kolonnan (250 mm x 4.6 mm, 10um
részecskeméret) és TR-C-160K1 el6tét oszlopon valé atdramoltatassal tortént. A
késziilek a kovetkezd egységekbdl épiil fel: Varian 2010 pumpa, Rheodyne 7725i
injector, UV - Detector 308 detektor, PowerChrom 280 adatgytijt6. Az UV-Vis mérések
Pye Unicam (Philips) PU 8800 UV-Vis spektrofotométer segitségével valdsultak meg,
szobahOmérsékleten. Az eluens 0,01M tetrabutil-ammoénium—bromid ionparképzot
tartalmaz6, 50:50 % v/v ardnyd metanol:viz elegy volt. Aramlasi sebessége 1,2 ml/perc
volt. A minta injektdldsi volumene 20 pl, a jelerdsség detektdlasi hullamhossza 290 nm
volt. A vékonybél-perfuzatum mintdkat 1 perc vortexelés utin 10 percig 3000 x g-vel
valé centrifugalast kovetden szobahOmérsékleten vizsgaltuk (Almdsi 2006, Fischer

2015).

2.3.3.2. PNP epemintakban torténd HPLC analizisének médszere

Az epemintak analizise HPLC-UV-Vis médszerrel tortént. A mérésekhez ugyanazt a
HPLC késziiléket hasznaltuk, amit a 2.3.3.1. alpontnadl leirtunk.

Az eluens Osszetétele modosult: 0,01 M citrat puffer (pH 6,2) 0,03 M tetrabutil-
ammonium-bromidot tartalmazé metanol elegy, 47:53 v/v% ardnyban; dramlasi
sebessége 1 ml/perc. Minden 50 pl térfogati epemintdhoz 200 pl hideg metanolt
adagoltunk, majd 10 masodperc éllds utan a fehérjék kicsapasa céljabol 10 percig 10000
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x g-vel centrifugaltuk, majd a feliildszot injektaltuk. Minden minta 2,5 mM 4-etilfenol
belsé standardot tartalmazott. A citrat puffer pH-janak bedllitdisdhoz a Mettler Toledo
MP 220 pH métert és a Mettler Toledo Inlab 413 elektrédot (Mettler Toledo, Budapest)
hasznaltunk (Almasi 2018).

2.4. Eredmények Kkiértékelése, statisztikai analizis

Az IBP szepardldsiara és a vékonybél-perfuzdtumbdl vett mintdkbol torténd
mennyiségi meghatdrozdsdra a 2.3.1. alfejezetben leirt HPLC-UV-Vis mddszert
alkalmaztunk. A mérések alapjan kapott AUCRp/AUCpicL ardnydnak értékei, illetve a
kalibraciés egyenes ismeretében szdmoltuk ki az IBP koncentricigjat (Cpp) a
bélperfuzdtumban az egyes idépontokban. A kisérlet alatt a keringetett perfuzdtumbol
mintdkat gyljtottik (V) elére meghatirozott idékozokben. A kisérlet végeztével
lemértiik a keringetett perfuzatum Osszvolumenét (V3). A keringetett perfuzids oldat
elméleti (V,) illetve gyakorlatban (V3) kapott Ossztérfogatanak kiilonbségébol
szamoltuk ki a felszivodott (Vy), illetve a percenként felszivodott oldészermennyiséget,
ezt kovetden pedig a maradék térfogatot (Vs) minden egyes mintavételi id6pontban. A
korrekciés faktort (Fy), a perfuzids oldat kezdeti (kiindulé) volumene (16,5 ml) és a
maradék térfogat (Vs) hanyadosdbdl szarmaztattuk. A korrekcids faktor, az egyes
1dékozokben meghatdrozott IBP koncentracidja és az egyes idépontokban szdrmaztatott
maradék térfogat szorzata adta a vegylilet bélperfuzatumban kapott aktudlis
mennyiségét (IBP aktudlis mennyisége = Cigp X Vs x Fy).

Az IBP és metabolitjdnak az epébdl vett mintakban térténd szeparédldsara és az IBP
valamint az IBP-B-D-G mennyiségi meghatdrozdsara a 2.3.2. alfejezetben leirt HPLC-
UV-Vis médszert alklamaztuk. A mérések alapjan szamitottuk ki az IBP és az IBP-B-D-
G koncentracidjit az epében. Az epét folyamatosan gytijtottiik a kisérlet alatt 15 perces
1dokozokben, a gytjtiitt frakcidk tomegét lemértiilk. Az epemintdk tomeg — térfogat
konverzija sordn az irodalomban 4ltaldnosan elfogadott (Klaassen 1973) 1,00 g/cm’
stirliség-értékkel szamoltunk. Az egyes periddusokban gyiijtott térfogatot a HPLC-
modszerrel meghatdrozott koncentraciéval Osszeszorozva megkaptuk a kivélasztott
vegyiilet mennyiségét. A kumulativ bilidris exkréci6 a kisérlet alatt begytjtott

epemintdk Osszesitett adatat tartalmazza.
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A tablazatokban és dbrdkon feltiintetett adatok az atlagértékeket és a korrigalt
tapasztalati szordst (SD), vagy a standard hibat (SE) jelolik. A relativ szords szdzalékos
értékét (RSD %) az RSD % =SD/nguq, * 100 képlettel szdmitottuk ki. Az n a kisérletek
vagy mérések szamit jeloli. A standard hibét (SE) az SE = SD/v/n képlettel szamoltuk
ki. A szignifikancia kiszdmitasdra a Student féle t-tesztet alkalmaztuk. A kontrollt6l

val6 szignifikdnsnak bizonyul¢ eltérés jelolése * p < 0,05, ** p < 0,01 médon tortént.
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3. Eredmények

3.1. A HPLC-UV-Vis mddszer kifejlesztése és validalasa vékonybél-
perfuzatumok (Mddszer I) és epemintak (Modszer II) analizise céljabol

A vékonybél perfuzidja soran begyiijtott mintdk analizisére egy RP-HPLC-UV-Vis
kromatogréfids eljarast fejlesztettiink ki, amely alkalmas volt a racém IBP és a DICL
(mint belsé standard) szepardldsara €s mennyiségi meghatarozasara (Modszer I).

A vékonybél és mdj egyidejii elimindcids tevékenységének a vizsgdlata és
Osszahasonlitdsa szempontjdbol a kisérlet sordn vett epemintdkat is vizsgéltuk. Az
epemintdk analizisére a mar el6zdleg kifejlesztett modszert (Mddszer I) mdédositottuk,
annyi valtoztatdssal, hogy itt gradiens eluens aramlést alkalmaztunk és a vegyiiletek
fényelnyelését 240 nm hulldmhosszon detektaltuk (Mddszer II).

Az 4ltalunk kifejlesztett RP-HPLC/UV-Vis mddszerek lehetévé tették az IBP és
glilkuronid metabolitja (IBP-B-D-G) pontos, ismételhetd, megbizhaté mennyiségi
meghatdrozasat viszonylag rovid id6 alatt, ami nagyszdmu minta esetén fontos

szempontot tolt be.

3.1.1 Szelektivitas

3.1.1.1. Médszer 1

Az analitikai modszer validdlasi paramétereinek meghatdrozasat megelézden
vizsgéltuk, a médszer szelektivitdsat. A kontroll bélperfuzatumban oldott DICL (1) (tg
5,21 perc) és IBP (2) (tg 6,11 perc) alapvonalon elvéltak egymastol (9B. dbra). Belso
standardot (DICL) és IBP-t nem tartalmazé bélperfuzatum nem mutatott zavard cstcsot

a kérdéses iddintervallumban (9A abra).

3.1.1.2. Médszer 11

A kontroll epében oldott IBP-B-D-G (tg 4,74 perc), DICL (tg 10,08 perc) és az IBP
(tr 10,92 perc) alapvonalon elvéltak egymastol (10B dbra). A belsé standardot (DICL),
IBP-B-D-G-t és IBP-t nem tartalmazé kontroll epe nem mutatott zavard cstcsot a

kérdéses iddintervallumban (10A abra).
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9. abra. A kontroll bélperfuzatum (A), valamint a kontroll bélperfuzatumban odott
DICL (bels6 standard) (1) és IBP (2) kromatogrammja (B).
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3.1.2. Linearitas
3.1.2.1. IBP linearitas (Modszer I)

A Modszer 1 linearitds vizsgdlatdhoz ismert IBP koncentraciéji oldatsorozatot
készitettiink, ahol az ibuprofént gydgyszermentes (kontroll) vékonybél-perfuzdtumban
oldottuk. Az oldatsorozat koncentricids tartomdnya 5-250 uM (5, 10, 50, 100 és 250
uM) terjedt; a mintdk mindegyike 200 uM DICL (belsdé standard) tartalmazott. Az
oldatok elkészitéséhez sziikséges ibuprofénbdl két fiiggetlen bemérést végeztiink,
mindegyik ismert koncentracioju oldatot 5-szor injektaltunk, igy a kapott adatokat
Osszesen 10 minta eredményeibdl szarmaztattuk.

A kalibraciés egyenest a relativ csucs alatti teriileteknek az ismert ibuprofén
koncentracié fiiggvényében valé &dbrdzoldsdbol kaptuk. A kalibriciés egyenes az

ibuprofénre a bélperfuzdtumban a kévetkez6 volt: y =0,0092x + 0,1131 (R?=0,9942).

3.1.2.2. IBP linearitas (Moédszer II)
A linearitds vizsgalatdhoz ismert koncentraciéji IBP-t és DICL-ot (bels6 standard)

tartalmazé oldatsorozatot készitettiink, ahol a vegyiileteket gydgyszermentes (kontroll)
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epében oldottuk 7,5-150 uM (7,5, 15, 30, 75 és 150 uM) koncentricié-tartomanyban.
Az oldatokat 5-szor injektéltuk. A kalibracids egyenest a relativ csucs alatti teriileteknek
az ismert IBP koncentracié fiiggvényében vald dbrdzoldsdbol kaptuk. Az igy kapott

regresszios egyenes IBP-re az epében y = 0,0062x + 0,0013 (R2=1,OOO) volt.

3.1.2.3. IBP-$-D-G linearitas (Médszer II)

A linearitds vizsgdlatdhoz ismert koncentracidju IBP-B-D-G-t és DICL-ot (belsd
standard) tartalmazé oldatsorozatot készitettiink, ahol a vegyiileteket gydgyszermentes
epében oldottuk 7,5-150 uM (7,5, 15, 30, 75 és 150 uM) koncentricié-tartomanyban.
Az oldatokat 5-szor injektéltuk. A kalibracids egyenest a relativ csucs alatti teriileteknek
az ismert IBP-B-D-G koncentracié fiiggvényében vald dbrdzoldsdbol kaptuk. Az igy
kapott regresszios egyenes IBP-B-D-G-re az epében y = 0,0049x — 0,0008 (R* = 0,9999)

volt.

10. abra. Az kontroll epe (A), valamint a kontroll epében oldott IBP-3-D-G (1), DICL
(2) és IBP (3) kromatogrammja (B).

ALt
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3.1.3. Rendszeralkalmassag
A rendszeralkalmassdgdnak adatait a kontroll vékonybélben és a kontroll epében
ibuprofén-B-D-G

oldott standard

ibuprofén  és oldatok  kromatogramjaibdl
szarmaztattuk. Az eredményeket 5 parhuzamos injektalasbol kaptuk. A retencids idok és
gorbe alatti teriiletek napon beliili RSD % -at mutaté adatokat az 1. tdblazat (Mddszer I)

illetve II. és III. tdblazatok (Mddszer II) foglaljak ossze.

3.1.4. Pontossag

3.1.4.1. Médszer I

A kromatogrifids moédszer pontossdgat a napon beliili ismételhetdség, valamint a
napok kozotti ismételhetdség (intermediate precision) meghatarozdsaval jellemeztiik. A
retencids id6 (0,53-0,67 RSD %) és a gorbe alatti teriilet (3,20-12,91 RSD %) értékeit
az . tdblazat mutatja be.

Az analitikai médszer napok kozotti ismételhetdségének meghatdrozdsa alapjan a
retencios idok RSD % értékei a 1,83-2,17 % tartomdnyba, mig a csticsok alatti teriiletek
RSD % értékei a 1,58-10,40 % tartomdnyba estek. Az adatokat az 1. tdblazat foglalja

ossze.

I. tablazat. A retencios idok és a csucs alatti teriiletek egy napon beliili és harom
egymast kovetd nap kozotti méréseinek pontossdga kontroll perfizids oldatokban oldott
IBP standard esetén (Moddszer I)

Standard Retencids idok | Csucsok alatti | Retencios idok | Csticsok alatti
oldatok - napon beliili teriiletek napok kozotti teriiletek
koncentracidja | ismételhetésége | napon beliili | ismételhetésége | napok kozotti
(uM) IBP (RSD %) n=5 | ismételhetdsége | (RSD %) n=5 | ismételhetdsége
(RSD %) n=5 (RSD %) n=5
5 0,53 12,91 2,17 10,40
10 0,55 5,71 2,00 3,41
50 0,64 3,59 1,97 3,17
100 0,67 5,99 1,83 3,46
250 0,57 3,20 2,10 1,58
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3.1.4.1. Médszer 11

A kromatografids modszer pontossdgat a napon beliili ismételhetdség, illetve a napok
kozotti ismételhetdség (intermediate precision) meghatdrozdsaval jellemeztik. A
kontroll epében oldott IBP retencids idejének napok kozotti ismételhetdsége a
kiilonb6z6é koncentracidji standard oldatok esetén a 0,22-1,08 RSD % intervallumba,
mig a csucsok alatti teriiletek hasonl6 értékei a 3,79-8,76 RSD % intervallumba estek
(IT. tablazat). Az IBP-B-D-G esetén a retencios id6k hasonl6 értéke az 1,05-2,45 RSD %
intervallumba, mig a gorbe alatti teriileteké a 4,68-8,33 RSD % intervallumba estek.
Ennek alapjan, mind a retencios iddket, mint a cstcsok alatti teriileteket elfogadhaténak

taldltuk. Az eredményeket a II. és III. tdblazatok foglaljak Ossze.

II. tablazat. A retencios idok €s a cstcsok alatti teriiletek egy napon beliili és egymast
kovetd napok kozotti méréseinek pontossaga kontroll epében oldott IBP standard esetén
(Médszer II).

Standard Retencids idok Cstcsok alatti Retencids idok Cstcsok alatti
oldatok napon beliili teriiletek napok kozotti teriiletek
koncentracidja | ismételhetdsége napon beliili ismételhetdsége | napok kozotti
(uM) IBP (RSD %) n=5 ismételhetosége | (RSD %) n=5 ismételhetOsége

(RSD %) n=5 (RSD %) n=5

7.5 0,10 7,80 1,08 5,56

15 0,10 7,33 0,26 3,79

30 0,14 4,58 0,22 4,35

75 0,11 4,59 0,63 8,76

150 0,09 2,76 0,26 6,19

3.1.5. A legkisebb kimutathatéo és a legkisebb mennyiségileg meghatarozhato

értékek meghatarozasa

3.1.5.1. IBP kimutatasi és meghatarozasi hatara (Moédszer I)

A legkisebb kimutathat6 értéket gyakorlatilag hatdroztuk meg, mint az a legkisebb
koncentraci6 amely az alapvonal zaj haromszorosanak megfelel6 magassagu jelet adja a
detektoron. A vékonybél-perfuzatumban az ibuprofénre kapott legkisebb kimutathaté

érték 0,15 uM volt.
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A meghatdrozadsi hatdr jelenti azt a legkisebb mennyiségileg meghatarozhat6
mennyiséget, amely még megfeleld precizitdssal és helyességgel még kimutathats. A
bélperfuzdtumban az IBP legkisebb mennyiségileg meghatdrozhaté értéke 0,51 uM volt.
A legkisebb meghatarozhatd érték a bélperfuzdtumban a kovetkezd képlettel lett

kiszamolva (10 x RMSE)/m, ahol m a kalibréaciés gorbe meredekségét jelenti.

II1. tablazat. A retencids idék és a cstcsok alatti teriiletek egy napon beliili €s egymast
kovetd napok kozotti méréseinek pontossdga kontroll epében oldott IBP-B-D-G standard
esetén (Mddszer II).

Standard Retencids Csucsok alatti Retencids Csucsok alatti
oldatok idék napon teriiletek idék napok teriiletek
koncentracidja beliili napon beliili kozotti napok kozotti
(uM) pontossaga pontossaga pontossaga pontossdga

IBP-B-D-G | (RSD %) n=5 | (RSD %) n=5 | (RSD %) n=5 | (RSD %) n=5

7,5 0,54 5,12 1,34 8,32

15 0,25 5,20 1,19 6,49

30 0,05 4,83 1,05 8,33

75 0,25 3,45 2,45 4,68

150 0,09 5,27 1,78 6,82

3.1.5.2. IBP kimutatasi és meghatarozasi hatara (Moédszer II)

Az epében mért legkisebb kimutathaté IBP koncentracié 1,33 uM, az IBP-re kapott
kalibraciés gorbe RSD %-a 7,49 volt.

Az IBP legkisebb mennyiségileg meghatdrozhaté értéke 4,42 uM, melynek
szdmolasa az RMSE kiszdmitdsan alapult. A legkisebb meghatarozhat6 érték az epében
az (10xRMSE)/m képlettel lett kiszamolva, ahol m a kalibracids gorbe meredekségét

jelenti.

3.1.5.3.IBP-p-D-G kimutatasi és meghatarozasi hatara (Modszer II)

Az epében mért legkisebb kimutathaté IBP-B-D-G koncentracié 3,09 uM, az IBP-B-
D-G —ra kapott kalibraciés gorbe RSD %-a 4,48 volt.

Az IBP-B-D-G legkisebb mennyiségileg meghatdrozhaté értéke 10,3 uM volt,

melynek szdmoldsa az RMSE kiszdmitasan alapult. A legkisebb meghatarozhat6 érték
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az epében az (10xRMSE)/m képlettel lett kiszamolva, ahol m a kalibraciés gorbe

meredekségét jelenti.
3.2 Az ibuprofén eltiinésének kovetése a vékonybéllumenbdl a kontroll

és a kisérletes diabéteszes allatok esetében

A 2.3.1. alfejezetben részletesen bemutatott HPLC analitikai eljarast (Mddszer 1)
alkalmaztuk az ibuprofén vékonybélbdl torténd eltiinésének vizsgélatira. Az ibuprofén
vékonybéllumenben mért kezdeti mennyiségének modosuldsardl kapott eredményeket a
11. 4bra szemlélteti.

A Kkisérletes diabéteszt 65 mg/kg STZ i.v. beaddsdaval véltottuk ki; a kisérleteket
beadds utdni 7. napon végeztilk. A vércukorszintet, illetve a hiperglikémia bedlltat
AccuCheck automata vércukormérdvel ellendriztiik. Az atlag vércukorszint 7,85 + 1,02
mM volt a kontroll dllatcsoportban, mig a STZ-vel eldkezelt csoportban 23,32 + 2,06
mM értéket mértiink.

A 11. abrardl jol lathatd, hogy az IBP mennyisége a keringetett bélperfuzatumban az
1d6 multaval egyre csokken; kezdetben a két csoport kozott nem észleltiink szignifikans
mennyiségbeli kiillonbséget. Az perfundédlt oldatban az ibuprofén mennyisége a
kiilonboz6é mérési idédpontokban konzekvensen kevesebb volt a kontroll dllatokndl, mint
a kisérleti diabéteszben szenvedd allatcsoport esetében. A kisérlet 75. percétdl egészen a
kisérlet végéig, a 90. percig, mar statisztikailag is kimutathaté szignifikdns eltérés
mutatkozik a kontroll és kezelt csoportok kozott. (A 75. percnél *p < 0,05, mig a
kisérlet végére, a 90 percnél **p < 0,01.)

A két csoport vizsgédlata sordn a bélperfuzitumban jelen koriilmények kozott
konjugalt metabolitra utalé kromatografiés jelet nem észleltiink.

A kapott eredmények szerint az IBP mennyiségének médosuldsa — az IBP eltlinése -
az STZ-vel eldkezelt patkdnyok vékonybél-perfuzatumabol lassabban torténik, az eltlint

IBP mennyisége jelentdsen kisebb, mint a kontroll patkdnyok esetében.
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11. abra. Az IBP eltiinésének kovetése kezeletlen (kontroll) és kisérleti diabéteszes
patkdnyok vékonybél-perfuzatumabdl. A keringetett izotoénids médium 250 uM
ibuprofént tartalmazott. Az adatok kiilonbozd kisérletek atlagértékeit (n=5) és SE-t
jelolik.
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3.3. A mij eliminacids tevékenységének vizsgalata - az ibuprofén és
konjugativ metabolitjanak (ibuprofén-p-D-gliikuronid) megjelenése az

epében a kezeletlen és a kisérletes diabéteszes allatok esetében.

Az allatkisérletek soran gyijtott epemintakat a 2.3.2. alfejezetben részletesen taglalt
analitikai modszerrel (Modszer II) vizsgaltuk. Az epemintakat 90 percig, 15 perces
iddintervallumokban gytijtottiik.

A kovetkez6d abrak a kisérleti diabétesz hatasat szemléltetik az IBP (12. 4bra) és
konjugélt metabolitjanak, IPB-B-D-G (13. dbra) az epébe tortént kivdlasztodasara. Az
oszlopok a két csoport egyes periddusainak Osszesitett adatainak atlagértékeit + SE
abrazoljdk, n = 5.

A 12. abra bemutatja a kisérlet idOtartama alatt kivalasztott nem-metabolizalt IBP

Osszmennyiségét. Lathatjuk, hogy az eldkezelt csoport esetében a kivélasztott Ossz-
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ibuprofén mennyiség koriilbeliil a fele a kontroll csoporthoz viszonyitva; ez jelentds
eltérés a két csoport kozott, **p < 0,01.

12. abra. Az IBP kumulativ (90. perc) biliaris exkrécidjanak a mértéke STZ-vel kezelt
és kontroll dllatcsoportok esetén. A perfundalt IBP kezdeti koncentracidja 250 uM volt.
Az abra 6t kiilonboz6 allatkisérlet atlagértékét + SE-t tartalmazza.

EONTROLL-IEP STZ-IBP

ibuprofen kumulativ biliaris exkrécioja (nmol)
5 B

A 13. abrardl leolvashatd, hogy az STZ-vel el6kezelt csoport esetében jelentds
eltérés van az ibuprofén-f-D-gliikuronid exkréciéjaban a kontroll csoporthoz képest.
Megéllapithatjuk, hogy az STZ szignifikdnsan csokkenti (*p < 0,05) a konjugélt

metabolit kivdlasztdddsat az epével.

13. abra. Az IBP-B-D-G kumulativ bilidris exkréciéjanak valtozasa kontroll és
kisérletes diabéteszben szenvedd allatcsoportok esetén.
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KONTROLL-IBP STZ+IBP

ibuprofén-p-D-glikuronid kumulativ biliaris exkrécaja (nmol)

37



38

Emlitésre mélté, hogy a konjugdlt metabolit, az IBP-B-D-G, minden egyes
mintavételi idOpontban (15 percenként) Iényegesen nagyobb mennyiségben valasztodott

ki a nem-metabolizalt IBP-hez képest.

3.4. A vékonybél és maj eliminacioban betoltott szerepe a p-nitrofenol

esetében

Az dllatkisérletek sordn gylijtott biologiai mintdkat a 2.3.3. alfejezetben roviden
ismertetett analitikai médszerrel (Mddszer 1II) vizsgaltuk. A kapott eredményeket a 14.
dbra szemlélteti. Az abra hét kiilonbozo allatkisérlet atlagértékeit illetve az SE értékeket
szemlélteti.

A 14. 4bran lathatd, hogy a kisérlet idotartama alatt a PNP kezdeti koncentricidja
(500 uM) a vékonybél-perfuzatumban moédosul, fokozatosan csokken, mind a kontroll,
mind az STZ-vel eldkezelt csoportok esetében. Az dbrardl az is leolvashatd, hogy a
alacsonyabb a kontroll csoportndl mért értékekhez viszonyitva. A PNP-nek a
perfuzatumbol torténd eltlinésénekértékei kozotti kiillonbség azonban nem bizonyult

statisztikailag szignifikdnsnak.

14. abra. A PNP mennyiségének médosuldsa a vékonybél-perfuzatumban.
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A PNP-nek ¢és képzddott metabolitjainak kumulativ bilidris exkréciéjanak
véltozasat a 15. dbra mutatja be. Az epemintakat 90 percig, 15 perces iddintervallumban
gyljtottiik a kisérlet alatt. A perfunddlt PNP kezdeti koncentriciéja a perfizids
médiumban 500 uM volt. Az dbra hét allatkisérlet atlagértékét, illetve az SE értékeket

szemlélteti.

15. abra. A PNP és metabolitjainak, PNP-G és PNP-S bilidris exkrécidjanak valtozasa
kezeletlen és STZ-vel elokezelt allatcsoportokban, n =7 £ SE

500
= B 500 p PNP

B 500 phM PNP + 5TZ
350
300 -
250 -
200
150

100

n
[=]

[=]

PNP-G PNP PNP-S

vegyiiletek kumulativ biliaris exkrécioja (nmol)

Az abran lathatjuk, hogy a PNP a kisérleti iddintervallum alatt nagy mennyiségben
metabolizdlédott. A PNP és a képzddott metabolitok az epével vélasztédnak Kki,
nagyobb mennyiségben figyelhetd meg a PNP-G exkrécigja, kisebb mértékben pedig a
PNP-S-é. Megallapithatd, hogy a kisérleti iddintervallum alatt a kontroll csoport
nagyobb mértékben iiriti a PNP-G-t, mint a kisérleti diabéteszben szenvedd allatcsoport.
A PNP-S esetében is hasonlé a helyzet, a kisérleti diabétesz csokkenti a szulfét-
metabolit kiiiriilését ezen kisérleti koriilmények kozott.

Osszegzésben elmondhatjuk, hogy a kisérletes diabétesz és a hiperglikémia
szignifikdnsan csokkenti a metabolitok exkrécigjat az epével. A PNP vdltozatlan
formdban csekély mennyiségben jelenik meg az epében mind a kontroll, mindaz STZ-

kezelt allatoknal.
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4. Diszkusszio

A dolgozat harom f6 témat érint és targyal meg részletesebben, ezek a kovetkezok:

1. Az ibuprofén és gliikkuronid metabolitja kisérleti patkdny vékonybél-
perfuzatumaban ¢és epéjében torténd meghatdrozdasara alkalmas RP-HPLC-UV-Vis
modszerek fejlesztése.

2. A vékonybél és mdj first-pass effektusban betoltétt szerepe az ibuprofén
vizsgalata sordn és a kisérletes diabétesz hatdsa a first-pass effektusban résztvevé fobb
szervek, a vékonybélbél és a m4j eliminacios tevékenységére.

3. Két kiilonbozo vegyiilet, az ibuprofén és a p-nitrofenol felszivéddsanak és az
intesztindlis €s a hepatikus eliminédcidjanak 6sszehasonlitasa.

Az eredmények bemutatdsa is ezen tagolds koré csoportosult, ezért tigy vélem, hogy
a megbesz€lésben is hasonlé megkozelitésben célszerli targyalni és értékelni a kapott

adatokat és eredményeket.

4.1. HPLC-UV-Vis analitikai modszerfejlesztés

Egy analitikai modszer akkor tekinthetd hitelesnek, ha a minimalis validélasi
kovetelményeknek igy a szelektivitds, precizitds, ismételhetdség linearitds, eleget tesz.
Csak ekkor vonhatunk le hiteles kovetkeztetéseket méréseinkbdl. Célkitlizésiink
megvalOsitasara sziikkség volt egy gyors, pontos és megbizhaté analitikai mdédszerre,
ugyanis allatkisérleteink alatt nagyszamu bioldgiai mintat gytijtottiink 6ssze és ezeknek
a lemérése 1ddigényes feladat. Célunk volt egy olyan analitikai mddszer kidolgozasa,
ami egyidejlileg tobb vegyiilet elvdlasztasara és mennyiségi meghatarozdsara (IBP, IBP-
B-D-G, DICL) egyarant alkalmas a vizsgdlt bioldgiai mintdkbol. A HPLC moddszer
(Method I) kidolgozédsanal az anyavegyiilet és az esetleges képzddd metabolitok
tulajdonsdgait figyelembe véve valasztottuk az eluenseket, a belsé standardként
alkalmazott diklofendk-nétrium sét, illetve allitottuk be a kromatografids paramétereket
A vékonybél-perfuzatumban rovid analizis idStartam alatt sikeriilt az IBP-t és DICL-t
elvdlasztani; a retencidos idok 6,11 és 5,21 perc voltak. Az IBP retencids iddket
ismételhetdnek taldltuk (1,83-2,17 RSD %), a gorbe alatti teriiltek ismételhetdségének

eredményei az 1,58-10,40 RSD % tartomdnyba estek. A racém IBP azonositdsara
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kifejlesztett HPLC-UV-Vis modszer gyorsabb, hatékonyabb, mint mas szerzék altal
kordbban kozolt médszerek (Giesslinger 1989, Pietre 1979, Wang 2005).

Az epemintdk esetében az analitikai mdédszer paramétereit modositottuk. A képzddott
konjugalt metabolit (gliikkuronid) nagyon hidrofil, kevésbé kotddott az oszlophoz és
paraméterek nem tették lehet6vé a hatékony szeparalasat az olddszer lehetséges
szennyezddéseitdl. Emiatt a kromatografids médszert a kovetkezOképpen modositottuk
(Method II): 1) a detektéldsi hullimhosszat megnoveltiik 20 nm egységgel, 240 nm-en
vizsgéltunk a 220 nm helyett, illetve 2) izokratikus elvédlasztds helyett gradiens dramlést
alkalmaztunk. Ezek a valtoztatdsok ahhoz vezettek, hogy a vizsgdlati id6tartam 10
percr6l 15 percre novekedett. Azonban még e megvaltozott koriilmények is az
anyavegyiilet €s konjugatum gyorsabb €s hatékonyabb szepardldsat tették lehetdveé, mint
az irodalomban kordbban kozolt analitikai médszer (Kepp 1997). A retencids 1dok az
epemintakban a kovetkezéképpen moddosultak IBP-B-D-G 4,74 perc, DICL 10,08 perc,
IBP 10,92 perc. A retencidés idoket ismételhetOnek taldltuk 0,22-2,45 RSD %
intervallumban, mig a csucsok alatti teriiletek értékei a 3,79-8,33 RSD % intervallumba
estek.

A kapott eredmények alapjan a kidolgozott RP-HPLC-UV-Vis vizsgélati mddszer
alkalmas nagyszamu bioldgiai minta vizsgalatéra, szelektiv, pontos, konnyen €s gyorsan
kivitelezhetd. Alkalmas a vizsgélt vegyiiletek IBP, IBP-B-D-G és DICL azonositdsdra és
mennyiségi meghatdrozdsara, mind a vékonybél lumenbdl szarmaz6é mintdk, mint az
epébdl begylijtott mintdk analizise esetében. Az ibuprofén, mint racém vegyiilet
azonositasara kiilonb6z0 bioldgiai mintdkbol a szakirodalomban taldlunk, hasonld
kortilmények mellett leirt analitikai mdodszereket (Ge 2011, Jung 1993, Berner 1993).
Ami a glikuronid-metabolit biologiai mintdkbol torténd azonositasat illeti, a
szakirodalom ennek kimutatasara alklamas RP-HPLC (Castillo 1993) illetve UPLC-MS
(Plumb 2007) médszert emlit.

4.2. A vékonybél és maj first-pass effektusban betoltott szerepe az

ibuprofén intesztinalis perfiizioja esetében

A gyogyszerek dontd tobbsége per os keriil felhasznélasra, ez igy van az ibuprofén
esetében is. Kisérleteink sordn ezért olyan kisérleti modszert alkalmaztunk, amely a per

os adagoléds koriilményeihez hasonld. Ez esetben a vizsgélt vegyiilet az intesztindlis
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perfuzié révén kozvetleniil a vékonybélbe jut. Per os adagolds sordn a vegyiiletek a
bélbal felszivodva a méjba jutnak, onnan pedig a szisztémads keringéssel a hatds helyére.
Tehat miel6tt a gydgyszermolekula kifejtené a hatdsét, a vékonybélben vagy a méjban,
vagy akdr mindkét helyen, metabolizdlédhat. A metabolikus transzformaciot kdvetden,
a beadott vegyiiletnek csak egy meghatdrozott hdnyada fog majd a szisztémads
keringésbe jutni és farmakoldgiai hatdst kifejteni. Ezért felvetddik a kérdés, hogy a
vékonybél és a mdj milyen mértékben jarulnak hozza a first-pass hatdshoz. Sokdig
dontd szerepet ebben a majnak tulajdonitottak, 4m az utolsé évtizedekben egyre tobb
kutaté foglalkozik a vékonybél ilyen tipusti szerepével. Szdmos gydgyszermolekula
vizsgélata sordn sikeriilt bebizonyitani, hogy a vékonybél first-pass hatasban felvetodott
szerepe jelentds (Lin 2013, Kanter 2002, Wu 1995 és 2011).

Ezen informéciok birtokdban probéltunk olyan kisérleti koriilményeket 1étrehozni,
amelyek lehetévé teszik egyidejlileg vizsgdlni mind a vékonybél, mind a m4§j
elimindciéban betoltott szerepét. Kisérleteinkben az ibuprofén sorsat vizsgdltuk a
vékonybélben €s a mdjban. A vékonybél biotranszformacioban betdltott szerepének
vizsgalata ravilagitott arra, hogy jelen kisérleti koriilmények kozott az ibuprofén
mennyisége a bélperfuzatumban fokozatosan csokken (11. dbra). E mennyiségbeli
csokkenés oka lehet a vegyiilet felszivodasdnak a véltozdsa, vagy a (megvéltozott)
metabolizmusdnak a kdvetkezménye, tekintettel arra, hogy szdmos metabolikus enzim
expresszdlodik a vékonybélben, illetve kordbban maér észleltek intesztindlis
biotranszformaciét mds vegyiiletek vizsgdlata sordn (Lin 2013, Kanter 2002, Kaminsky
2003). Mindezen kordbbi eredmények ismerete ellenére, kisérleteink sordn sem
ibuprofén-gliikuronid, sem ibuprofén-szulfat konjugdtum nem volt kimutathat6 a
vékonybél-perfuzatumban. Kordbban, a PNP vékonybél-perfizids vizsgilata sordn
kimutattuk, hogy a vegyiilet metabolizalédik a vékonybélben az itt expresszdlodo
enzimek hatdséra, és a keletkez0 metabolitok megjelennek a vékonybél-perfuzdtumban
(Almasi 2006, Fischer 2015).

A mij elimindciéban betoltott szerepének vizsgilata az ibuprofén esetében feltarta,
hogy az anyavegyiilet (IBP) és gliikuronsavval konjugdlt metabolitja (IBP-B-D-G) az
epével kivalasztédik a méjbol. Ez az észrevételiink osszhangban 4ll egy kordbban mar
leirt megfigyeléssel, mely szerint per os alkalmazott ibuprofén mintegy 40%-at sikeriilt
visszanyerni az epébdl, konjugalt és konjugdlatlan formaban (Dietzel 1990). Az altalunk

fejlesztett analitikai modszerrel sikeriilt azonositani az epemintidkbol az IBP-t és
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konjugélt metabolitjat, az IBP-B-D-G-ot. Amit még az epével vald Kkiliriilésnél
megfigyeltiink az, hogy a gliitkuronsavval konjugélt metabolit jelentésen (koriilbeliil
tizszer nagyobb mennyiségben) iiriilt az epével, mint maga az ibuprofén; ez az ardny a
két vegyiilet kozott minden egyes mérési idopontban fennallt. Jelen kisérleti

kortilmények kozott a vizsgélt mintdkban szulfit-konjugatum nem volt kimutathato.

4.2.1. A Kkisérletes diabétesz hatasa a first-pass effektusban résztvevo fobb szervek

(vékonybél, maj) eliminacios tevékenységére

A diabétesz egy komplex anyagcsere megbetegedés, amely gyakori a vilag
népességének korében és eléfordulasa folyamatosan novekszik. Ez a megbetegedés ugy
a hormondlis, mind az anyagcsere folyamatokat érinti, €s befolyédssal van a farmakonok
elimindciéjara is (Watkins 1988, Vega 1993 ¢és 1986). Fontosabb tiinetei a
hiperglikémia, polifagia, polidipszia, acetonszagi lehelet. Az abszolut vagy relativ
inzulinhidny kovetkeztében szdmos transzport funkcié véltozik, moédosul; példdul
maganak a glilkoznak a felszivodasa és metabolizmusa is (Anderson 1974 és 1975,
Fischer 1984, Csdky 1981). De nem csak a transzportfolyamatokban észleliink
eltéréseket, hanem véltozhat a méj, a hepatocitdk intracelluldris metabolikus aktivitdsa,
a kiilonbozo6 szovetek strukturdja (Pain 1974, Watkins 1988). Annak ellenére, hogy egy
nagyon gyakran el6forduld anyagcserezavarrdl van szo, kevés olyan vizsgdlat all
rendelkezésiinkre, ami a hiperglikémia, illetve a diabétesz hatdsit vizsgdlja a m4;j
elimindcids tevékenységére (Watkins 1988, Ackerman 1977, Bojcsev 1996, Vega 1993
és 1986, Almasi 2018). Még ennél is elenyész6bb azon adatok, kozlemények szama,
amelyek a valtozasoknak a vékonybél aktivitasdra kifejtett hatasét tarjak fel (Ackerman
1977, Fischer 1996 ¢és 2015, George 1981). Indokolt tehat ezen kérdések
tanulmanyozdsa. In vivo kisérleteinkben a kisérletes diabétesz hatdsat vizsgaltuk a fent
emlitett két szerv, a vékonybél és m4dj metabolikus és az exkrécids folyamataira.

A hiperglikémia experimentélis kivaltdsdra tobb vegyiilet is alkalmazhatd, ilyen
példaul az alloxdn (Vega 1986 és 1993), a gliikk6z (Fischer 1996), a frukt6z (Eacho
1981), a 6-aminonikotinamid, az N-metilacetamid (Ackerman 1997), valamint a
streptozotocin (Ackerman 1997, Bojcsev 1996, Fischer 2015, Almasi 2018). Ami az
eredményeket illeti, kiillonbségek mutatkoznak azonban abban, hogy a hiperglikémia

bedllta utdn hany nappal végzik a kutatdk a vizsgalatokat. Ezaltal megkiilonboztetiink
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rovid tartamd (short-term) €s hosszu tartamud (long-term) experimentdlis diabéteszt.
Leirtak és végeztek mar vizsgalatokat az STZ beadasat kovetd 1. naptdl kezdddden,
illetve 7 napos (Almdsi 2018, Fischer 2015), 2 hetes (Bojcsev 1996), de mér 4-5 hetes
iddintervallumban is (Watkins 1987). Az eredmények kiértékelésénél és 0sszevetésénél
ezt figyelembe kell venni, célszerli hasonlé id6tartamt vizsgalatokat, illetve azok
eredményeit Osszevetni. Ezdltal pontosabb kovetkeztetéseket vonhatunk le a kisérleteink
eredményeibdl.

Jelen kisérletek sordn az dllatkisérletek elvégzéséhez sziikséges diabetikus édllapot
kivaltdsara i.v. streptozotocint alkalmaztunk, mert ez a vegylilet szelektiv hatdst
gyakorol a pancreas béta-sejtjeire. Allatkisérleteinket a beadds utdni 7. napon végeztiik,

tehat esetiinkben rovid tartamu (short term) kisérleti diabéteszrol beszéliink.

4.2.1.1. A kisérletes diabétesz hatdsa a first-pass hatdsban résztvevd vékonybél

elimindcids tevékenységére

A disszertacioban bemutatdsra kertilt kisérleti adatok azt mutattak, hogy az ibuprofén
eltlinése a bélperfuzatumbodl hiperglikémias allapotban kisebb mértékben zajlik le a
kontroll csoporthoz képest, illetve ez a kiilonbség jelentds mértékii a két csoport kozott.
Az utolsé vizsgdlati idOpontokban vett mintdk IBP mennyiségei kozott mér
statisztikailag is szignifikdns kiilonbség volt tapasztalhaté. Az ibuprofén nagymértékii
eltiinése miatt varhaté volt gliikuronsavval képzett metabolit megjelenésére a
perfuzdtumban, de jelen koriilmények kozott nem sikeriilt ilyen tipusi vegyiiletet
kimutatnunk. A szakirodalomban talalunk azonban olyan in vitro kisérleteket, amelyek
arr6l szdmolnak be, hogy szamos UGT izoformat sikeriilt azonositani, melyek az
ibuprofén gliikkoronsavval torténd acil-O-gliikkuronid konjugacids reakcidjat katalizéljak
(Kuehl 2005, Sakaguchi 2004, Basu 2004, Turgeon 2003). Miles (2006) és Graham
(2000) kozleménye alapjan a patkdny mdjban, illetve vékonybélben expresszal6do
fontosabb UGT izoenzimek a kovetkezOk: UGT1A1, UGT1A6, UGT1A7 és UGT1AS.
Egy maésik kutatocsoport megfigyelése alapjan a karboxilcsoporton lezajlédo
glilkuronsavas konjugédciés reakciét a patkdnyban az UGT2B1 izoforma katalizdlja,
mely a patkdny vékonybelében csak kis mértékben expresszalodik (King 2001).

Ami a p-nitrofenol vékonybél-perfuzatumbol torténd eltlinését illeti, e vegyiilet

esetében hasonl6 kisérleti adatokat kaptunk egy kordbbi vizsgélatunk soran. A vegyiilet
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vékonybél-perfuzdtumbdl vald eltlinésének kovetési gorbéi hasonléan médosultak, mint
az ibuprofén esetében. A PNP bélperfuzatumban mért mennyis€ge minden mérési
idépontban magasabb értéket mutatott a kontroll csoporthoz viszonyitva; eltiinése tehat
a perfuzdtumbdl lassabban valésult meg hiperglikémids dllapotban. A p-nitrofenol
vizsgalata esetében azonban metabolitokat észleltiink a perfuzatum mintdinak vizsgilata
soran (Almasi 2006, Fischer 2015).

Annak a megfigyelésnek, hogy az ibuprofén-gliikuronidot nem sikeriilt
kimutatni a vékonybél-perfuzdtumban, t6bb magyardzata is lehet. Az egyik lehetséges
magyarazat, hogy a vegyiilet gliikuronsav-konjugécids reakcidjat mas UGT izoenzimek
végzik, mint a PNP esetében (Dong 2012). Egy masik lehetséges magyardzat a
keletkezett  konjugatumok  stabilitdsidval lehet kapcsolatos. Egy  kordbbi
kozleményiinkben (Fischer 2015) a konjugiciés metabolitok azonositdsa mellett,
intesztindlis és hepatikus enzimaktivitdsokat is mértiink, mely eredmények azt mutattak,
hogy az UGT enzimaktivitds majdnem a dupldjéra, a béta-gliikuronidaz aktivitds pedig
négyszeresére novekedett kisérletes diabéteszben. Ezen adatok ismeretében, figyelembe
véve, hogy az acil-O-gliikuronidok, mint jelen esetben az IBP-B-D-G, instabil
vegyliletek, nagyon reaktivak, ezdltal konnyen hidrolizdlhatéak (Kuehl 2005), a
megnovekedett glilkuroniddz aktivitds is csokkentheti a sejtekben a gliikuronid
mennyiségét. Az ibuprofén acil-O-gliikuronsavas konjugdtumaval ellentétben az éter-O-
gliikuronidok, esetiinkben a p-nitrofenol gliikkoronidja, nem toxikus, stabil vegyiiletek
(Parkinson 2013); ezzel is magyarazhat6 az, hogy a PNP vizsgélata esetében sikeriilt a
PNP-G azonositani a bélperfuzatum mintdibol.

A kapott kisérleti adatokbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a kisérletes diabétesz,
illetve a hiperglikémia esetenként eltérd modon ugyan, de képes mddositani a vizsgalt

vegyiiletek farmakokinetikdjat a vékonybélben.

4.2.1.2. A kisérletes diabétesz hatdsa a mdj eliminécids tevékenységére

A kisérlet sordn gy(ijtott epemintdk analizise feltarta, hogy a kisérletes diabétesz
képes a vizsgalt vegyiiletek kumulativ bilidris exkréci6janak modositidsara. Az 4t nem
alakult ibuprofén mennyiségének kumulativ bilidris exrécidja STZ-vel vald eldkezelés

soran koriilbeliil a felére csokkent a kontroll csoporthoz képest.
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Ezen kiviil az epemintdk analitikai méréseinek eredményeképpen sikeriilt kimutatni
az IBP-B-D-G-ot, ami arra utal, hogy a vegyiilet a mdjban lezajlé biotranszformdaciéja
sordn gliikuronsavval konjugécids reakcidba 1ép ¢€s a keletkezd metabolit kivdlasztddik
az epével. E gliikuronsavval képzett ibuprofén metabolit kumulativ bilidris kiiiriilése is
modosult hiperglikémids dllapotban. Ezen vegyiilet esetében a STZ-vel valo elokezelés
szintén csokkenést mutatott a kumulativ exkrécids ratdban. A kisérleti idétartam alatt az
epével kivdlasztasra keriil6 IBP-B-D-G 6sszmennyisége joval meghaladta az 4t nem
alakult ibuprofén mennyiségét.

Akarcsak a kordbban targyalt IBP vizsgdlata esetében, a p-nitrofenol vizsgalata sordn
is észlelhetd volt a bilidris kumulativ elimindcié csokkenése. A p-nitrofenol majdnem
teljes mértékben metabolizdlédott a mdjsejtekben. A keletkezd metabolitokat —
gliikuronsav- illetve szulfatkonjugdtumok - sikerrel ki tudtuk mutatni az epében
vizsgalataink sordn. Az STZ-vel tortént el6kezelés szintén visszaszoritotta, negativan
befolydsolta mindhdrom vegyiilet, PNP, PNP-G és PNP-S, bilidris exkrécidjat (Almasi
2011, Almasi 2018). Emlitésre méltd, hogy normal vércukor érték mellett a legnagyobb
mennyiségben az epével a PNP-G kiiiriilését észleltiik, ezt kovette a PNP-S (Almasi
2018).

A kapott kisérleti adatokbdl l4thatd, hogy a kisérletes diabétesz mddositani képes a
vegyliletek elimindcidjat. Ennek tobbféle oka lehet, igy a szervek, szovetek szintjén
lezajlé kiilonbozd valtozasok, fehérjeszintézis zavarok, transzportfolyamatok valtozasa,
enzimek mennyiségének és mindségének valtozdsa, stb. Az in vivo dllatkisérleteink alatt
gyljtott mintdk analizise sordn kapott adatok megfelelnek annak a kordbbi
észrevételnek, mely szerint a hiperglikémia csokkenti az UGT enzim aktivitast (Almdsi
2018). Mas szerzok a vegyliletek hepatocitakbol torténd kiiiritését segitd fehérjék
mennyiségének csokkenését észlelték hiperglikémids allapotban (Anger 2009, Nawa
2010). Hasonl6 eredményekre jutott Garai és tarsai 2018-ban kozzétett értekezésiikben,
ahol a kisérletiik sordn a P-gp, az MRP2, valamint a BCRP, exfluxot segitd fehérjék
mennyiségének csokkenését észlelték (Garai 2018). Ezen kisérleti eredmények alapjan
arra kovetkeztethetiink, hogy az in vivo allatkisérleteink eredményei -miszerint csokkent
IBP, IBP-B-D-G Kkiiiriilést észleltiink az epében - megegyeznek masok altal kordbban
észlelt kovetkeztetésekkel; miszerint a diabetikus édllapot negativ hatast fejt ki egyes

farmakonok/vegyiiletek biliaris exkrécidjara (Watkins 1987, Andrews 1984).

46



47

43. A vékonybél és maj eliminacioban betoltott szerepének

osszehasonlitasa a p-nitrofenol és az ibuprofén esetében

Allatkisérleteink sordn kiilonboz6 vegyiiletek vékonybélbdl torténd  eltiinését
valamint intesztindlis és hepatikus metabolizmusat vizsgéltuk kezeletlen és
streptozotocinnal elOkezelt allatcsoportok esetében. Kisérleteinkhez két csoportbol
vélasztottunk vegyiileteket, az 2-arilpropionsav-szdrmazékok koziil az ibuprofént (nem
szteroid gyulladascsokkentd), mig a fenolok csoportjabdl a p-nitrofenolt.

A disszertdcioban igyekeztem bemutatni a két vegyiilet vizsgdlatai sordn kapott
adatokat, 0sszehasonlitani a vegyiiletek eliminédcidjaban résztvevo két vizsgdlt szerv, a
vékonybél €s mdj ebben betoltott szerepét; valamint a kisérletes diabétesz ezekre az
Osszetett folyamatokra gyakorolt hatdsat a vegyiiletek peroralis adagolasat modellezd
kisérleteink sordn. A kapott eredmények adatainak mennyiségi Osszevetése jelen
koriilmények kozott nem helyénvald, egyrészt mert a vegyiileteket kiilonb6zd kezdeti
koncentracioban alkalmaztuk (500 uM PNP, 250 uM IBP), masrészt, mert a PNP fenol-
, mig az IPB karbonsav-szdrmazék. Az ibuprofén vizsgélata esetében kezdetben
prébalkoztunk az 500 pM-os koncentrdcidval is, de ez mdr toxikus hatdsokat okozott a
kisérleti allatokban, igy azt elvetettiik és az emlitett kisebb koncentracioval dolgoztunk.
Az altalunk valasztott koncentrdcié ardnyos a gyogyitdsban alkalmazott terapids
dézissal.

A vékonybélnek a farmakonok elimindcidjaban betoltott szerepérdl még mindig
keveset tudunk, annak ellenére, hogy a vékonybél nagy fajlagos feliilete elsddleges
barrierként szolgdl a per os bejuttatott molekuldk szadmdra. Szadmos enzim
expresszalodik az enterocitikban, amelyek képesek Fazis I, illetve Fazis II tipusu
reakciok katalizdldsara. Szamos transzportert azonositottak az enterocitdkban, amelyek
konnyitik vagy nehezitik a farmakonok be- illetve kidramldsat a sejtekbdl. Egyes
kutatok gy vélik, hogy ennek a szervnek jelentds szerepe van a gyodgyszerek first-pass
effektusaban, masok viszont elvetik ezt a gondolatot és a mdjat tekintik a first-pass
hatasban résztvevd egyetlen fontos szervnek. Ami biztos, hogy a fentebb emlitett

fehérjék mind hozzdjarulhatnak a farmakonok elimindcidjanak eldsegitésében.
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A kisérleteink alatt 1dthattuk hogyan médosul a PNP farmakokinetikdja a vékonybél
szintjén. A kisérlet idétartama alatt vett mintdk analizise azt igazolta, hogy a PNP
kezdeti mennyisége fokozatosan csokken a keringetett perfuzdtumban. A hiperglikémids
allapot azonban negativan befolydsolta a vegyiilet elimindciéjanak gorbéjét a kontroll
csoporthoz képest. A PNP kezdeti koncentracidjanak csokkenését mutaté tendencidja
¢észlelhetd volt ebben a kéros dllapotban is, de a kiillonbség nem volt szignifikdns a két
vizsgélati csoport kozott. Az ibuprofén esetén, hasonlé kovetkeztetéseket vonhatunk le.
Az IBP kezdeti koncentracidja is fokozatosan csokkend tendencidt mutat a keringetett
perfuzatumban. A bélperfuzatumban a kisérleti idétartam alatt keringetett ibuprofén
mennyisége majdnem minden vizsgélt idépontban magasabb volt a hiperglikémias
allapotban. Ezek az eltérések a kisérlet vége felé haladva mar statisztikailag is
szignifikdnsnak bizonyultak a két vizsgalt csoport kozott. Korabbi vizsgalatokbdl
tudjuk, hogy diabetikus édllapotban csokken a vékonybélben a P-gp mennyisége (Anger
2009, Bojcsev 1996, Nawa 2010), melynek kovetkezménye, hogy a vegyiiletek effluxja
a sejtekbdl csokken, ezdltal felszivéddsuk fokozddik a vékonybélbdl. Azt is tudjuk,
hogy ezen transzporter mennyisége a vékonybél kiilonbdzd szegmenseiben is kiilonbdzd
értékeket mutat (Mouly 2003); a duodenum—ileum irdnydba novekszik. Ezen
informdcidk ismeretében arra szadmitottunk, hogy hiperglikémia hatdsira fokozddik
majd a vegylletek eltlinése a bélperfuzatumbdl, jobb lesz a felszivoddsuk a
vékonybélbdl. Kisérleteink sordn azonban, a diabetikus csoportndl magasabb IBP,
illetve PNP koncentraciot észleltiink a keringetett perfuzatumban a kontroll csoporthoz
képest. Feltételezhetd, hogy a vizsgdlt vegyiiletek esetében a P-gp-nek nincs annyira
jelentds hatdsa a farmakokinetikdjukra mint hasonlé tulajdonsdgokkal biré mas tipusu
gyogyszervegylilet esetében (Li 2012). A vegyiiletek gyengén savas tulajdonsagabol
adéddan eldéfordulhat, hogy fiziol6gids koriilmények kozott transzporterek segitsége
nélkiil képesek datjutni a sejteken és a P-gp expresszidjanak csokkenése nem
befolydsolja jelentésen a vegyiiletek farmakokinetikdjat a vékonybél szintjén. Az
ibuprofén vizsgdlata kisérleti koriilményeink kozott nem mutatott gliikuronid- vagy
szulfat-konjugdtumok jelenlétére utald jelet a perfuzdtumbdl vett mintdk analitikai
elemzése sordn, ellentétben a vizsgdlt fenolos vegyiilettel. A PNP-r6l korabbi
analiziseink alapjan tudjuk, hogy a vékonybélben expresszdl6dé enzimek hatdsa alatt
gliikuronid-metabolitot képez, illetve szulfat-konjugicidban is részt vesz (Fischer

2015).
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Ami a m4j elimindciéban betoltott szerepét illeti, ismert, hogy a legtobb vegyiilet
esetében ez a szerv jatssza a fO szerepet az eliminicids folyamatokban. Kisérleteink
sordn megfigyeltiik, hogy a hepatocitdkba belépve a PNP és az IBP is metabolizalodik;
ezen észrevétel Osszhangban van mdsok dltal kordbban megfigyelt, hepatocitikban
lezajlo folyamatokkal (Dietzel 1990, Kanter 2002). A PNP biotranszforméacidja
kovetkeztében altalunk észlelt két metabolitja a PNP-G és a PNP-S, mely metabolitok
akdrcsak a nem konjugdlt PNP, az epével kivdlasztédnak. A PNP-G bilidris exkrécidja
fokozottab mértékii, mint a PNP-S-é. Az ibuprofén nem kéoez szulfat-kojugatumot,
glilkuronsavas konjugaciés dtvonalon azonban metabolizalédik, IBP——D-G képez.

A hiperglikémia hatdsa a vegyiiletek biliaris kivédlasztodasara negativ hatdssal volt.
Ez a koros allapot csokkentette mind a gliikkuronid-, mind a szulfat-konjugatum iiriilését
az epével mindkét altalunk vizsgalt vegyiilet esetében. De nem csak a metabolitok,
hanem az anyavegyiiletek (PNP és IBP) exkrécioja is csokkend tendencidt mutatott a
kisérletes diabétesz hatdsiara A gliikuronsavval torténd konjugacids reakcié STZ-vel
valé eldkezelést kovetden fokozott gliikkuronid képzddést eredményezett a
hepatocitdkban. Fentebb bemutatott kisérleti eredményeink sok tekintetben 6sszhangban
vannak mdsok adataival és eredményeivel. Tobben leirtdk mér bilidris exkrécidban
megfigyelt csokkenést kiillonbozé vegyiiletek vizsgalata soran hiperglikémids éallapot
hatdsdra (Andrews 1984, Carnovale 1984, Watkins 1987). Az éltalunk tapasztalt
exkrécioban létrejové valtozdsokat egyes szerzok az exportot végzd fehérjék
mennyiségének vialtozdsdval magyardzzdk. Egy Garai és tarsai éltal elvégzet vizsgalat
rdmutatott arra, hogy hiperglikémids éallapotban csokken a P-gp (P-glikoprotein), az
MRP2 (2-multidrog rezisztencia fehérje) és a BCRP (mellrdk rezisztencia fehérje)
expresszidja a madjsejtekben (Garai 2018). Ahogy az elébb is emlitésre kertilt,
diabéteszben csOkken a sejtekben a P-gp expresszidja melynek kovetkeztében a
vegyiiletek exkrécidja a szovetekbdl, sejtekbdl a vérbe lecsokken, igy kevesebb
vegyiilet vélasztédik ki az epébe, illetve a vékonybélbe (Anger 2009, Nawa 2010,
Zhang 2011). A kisérleti diabéteszben észlelhetd fokozott gliikuronizicio lejatszodasat a
kutatok a gliilkdz anyageseréjében bekdvetkezd valtozasokkal probaljak magyarazni. A
szervezet a gliikdzt inzulin-szenzitiv Utvonalon hasznositja, azonban diabéteszben
amikor a gliikéznak a sejtekbe valé bedramlasanak (gliik6z felvétel) folyamata csorbul
(inzulin hidny vagy elégtelen inzulin felszabadulds kovetkeztében) a gliik6z inzulin-

inszenzitiv utvonalon hasznosul. Egy tobblépéses folyamat kovetkeztében az UDP-
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gliikk6zb6l UDP-dehidrogendz hatdsira UDP-gliikuronsav (UDPGA) képzdédik. A
fokozott mennyiségben képz6d6 UDPGA gliikuronizacids reakcioba 1ép a kérdéses
vegyiilettel, mely reakciét az UGT-enzim Kkatalizdlja. Tehdt diabetikus 4dllapotban
nagyobb mennyiségii szabad UDPGA all rendelkezésre, aminek a kovetkezménye lehet

a fokozott glitkkuronid képzddés (Anderson 1974 és 1975, Watkins 1987).
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5. A disszertacioban targyalt Kisérleti eredmények Osszefoglalasa

Az értekezletben az Eredmények fejezetben bemutatott kisérleti adatok rovid
Osszefoglalasa a kovetkezo:

1. A Kkifejlesztett HPLC-UV-Vis analitikai moddszerek (Moddszer I, illetve
Modszer II) szelektivek, pontosak, alkalmasak nagy mennyiségii bioldgiai
minta vizsgdlatdra, illetve a vizsgdlt vegyliletek, gyors, pontos, egyidejli
azonositdsdra és mennyiségi meghatirozasara.

1.1. A bélperfuzdtumbdl nyert mintdk vizsgalatdhoz kifejlesztett HPLC-UV-
Vis izokratikus analitikai modszer (Moddszer 1) lehetové tette az IBP
illetve a DICL (belsé standard) egyidejii azonositdsidt €s mennyiségi
meghatdrozasat.

1.2. A Mddszer I vizsgalatnak aldvetett vékonybél-perfuzatum mintdkban az
IBP, illetve a DICL (bels6 standard) retencids ideje 6,11 perc illetve 5,21
perc.

1.3. A vékonybél-perfuzdtumban az IBP kimutatdsi illetve meghatdrozasi
hatara 0.15 uM illetve 0.51 uM volt.

1.4. Az epemintdk vizsgélatdhoz kifejlesztett HPLC-UV-Vis gradiens
analitikai médszer (Modszer II) lehetdvé tette az IBP, az IBP-B-D-G
illetve a DICL (bels6 standard) egyidejli elvélasztasat, illetve mennyiségi
meghatdrozasat.

1.5. A Mdédszer II médszerrel analizalt epemintdkban, az IBP, az IBP-B-D-G
illetve a DICL (belsé standard) retencios ideje 10,92 perc, 4,74 perc
illetve 10,08 perc volt.

1.6. Az epében az IBP és az IBP-B-D-G kimutatasi hatdra 1,33 uM illetve 3,09
uM, mig meghatéarozasi hatara 4,42 uM illetve 10,3 uM volt.

2. Az STZ-kezelés altal 1étrehozott kisérletes diabétesz lehetdséget biztosit a
diabétesz  4ltal okozott biotranszformdcidés és transzport-folyamatok
véltozdsainak tanulmédnyozdasara.

2.1. Az alkalmazott kisérleti protokoll segitségével egyidejlileg vizsgalhatok a

vékonybél és a m4j biotranszformécids és transzport-folyamatai
2.2 A ibuprofén eltiinése a vékonybél-perfuzatumbol STZ-vel vald elékezelés

kovetkeztében lassul a kontroll csoporthoz viszonyitva.
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2.3. A PNP-vel ellentétben, mely egy fenol tipusu vegyiilet, az ibuprofén, mely
egy karbonsav, sem ibuprofén-gliikkuronidot, sem mads ibuprofén metabolitot
nem sikeriilt kimutatni és azonositani a vékonybél-perfuzatumbdl jelen
kisérleti koriilmények kozott.

24. A mjjsejtekben az ibuprofén UGT enzimek 4ltal katalizalt
biotraszformacidja eredményeképpen IBP-G keletkezik; a vegyiilet
gliikuronsavas konjugiciéban vesz részt, a képzddott metabolit az epével
kivélasztodik.

2.5. A hiperglikémids allapot statisztikai szempontb6l jelentdsen csokkenti az
IBP ¢és keletkezd konjugalt metabolitjdnak, az IBP-B-D-G bilidris
kivalasztodasat.

2.6. A hiperglikémids 4llapot negativan befolydsolja a PNP eltinését a
béllumenbdl.

2.7. Az ibuprofénnel ellentétben, a PNP vizsgdlata sordn a vékonybél-
perfuzatum mintdibdl PNP-G és PNP-S metabolitok voltak azonosithatok.

2.8. A megemelkedett vércukorszint csokkenti a PNP ¢és a képzddott metabolitok
kitiriilését az epével. Ez az eredmény Osszhangban van az IBP vizsgélata
sordn kapott tapasztalattal.

2.9. Az STZ-kezelés altal 1étrehozott kisérletes diabétesz befolydssal bir a PNP,

illetve az IBP biotranszformécids és transzport-folyamataira.
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