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1. Bevezetés

A cukorbetegség (DM) gyakori betegség, amelynek dsszetett
anyagcsere- és endokrin rendszere a vilag népességének nagy részét
befolyasolja. A cukorbetegséget magas vércukorszint (hiperglikémia)
jellemzi, ami a hasnyalmirigy béta-sejtjeib6l szarmazé inzulin
elégtelen hatdsdnak ¢és kivalasztodasanak az eredménye. A
hiperglikémia, a kiilonb6z6 jelatviteli ttvonalak megvaltoztatasanak,
reaktiv oxigén részek (ROS) generdlasanak, eredményeképpen
oxidativ stresszhez és sejthalalhoz vezethet. Az oxidativ stressz
eredményeképpen  keletkez6 reaktiv oxigén részek (ROS)
hozzajarulnak a  cukorbetegségre jellemzé  szovédmények
kialakulasahoz.

Gyakran el6fordul, hogy az inzulin injekcid és/vagy az
antidiabetikus gyogyszerek mellett a betegeknek szamos mas
gyogyszert is alkalmazniuk kell. Az azonban, hogy a cukorbetegség
milyen mértékben befolyasolja a gydgyszerek sorsat a szervezetben,
ma még nem teljesen ismert. A cukorbetegség soran bekdvetkezd
patofiziologiai  valtozasok  befolyasolhatjdk a  gydgyszerek
felszivodasat, eloszlasat, metabolizmusat és kivalasztasat. A korabbi
tanulmanyok azonban tobb gydgyszerre vonatkozoan is gyakran
egymasnak ellentmondd adatokat szolgaltattak; valoszinileg a
betegek jellemzdinek vagy hiperglikémias allapotuk kontrolljanak az
adatgytjtéskor rogzitett kiilonb6z6ségei miatt.

Ezért kisérleti allatok alkalmazasaval folytatott kutatasok
nagy jelent6séggel birnak a gyogyszerek sorsaban bekdvetkezd,
hiperglikémia okozta valtozasok jobb megértésében. A streptozoticin
(STZ) altal patkanyban kivaltott hiperglikémia gyakran alkalmazott
allatmodell az ilyen vizsgalatokhoz. A Gyodgyszerészi Kémiai
Intézetben korabban tobb olyan vizsgalat is tortént, amelyek soran a
kisérletes hiperglikémia hatasat vizsgaltak a kiilonboz6 testidegen
anyagok (kozottik gyogyszerek) farmakokinetikajara. E korabbi
vizsgalatok folytatasaként a jelenlegi munka célja az ibuprofén, egy
széles korben alkalmazott nem szteroid gyulladascsokkentd
gyogyszer, farmakokinetikajanak (metabolizmus és eliminacio)
vizsgalata hiperglikémias patkany modellen. Ezen kiviil, célkitlizésink
kozott szerepelt a lipidek, fehérjék, valamint a kivalasztott peptidek
(glutation) és aminosavak (fenilalanin) oxidativ karosodasanak kémiai
jellemzése rendszeresen hasznalt allatmodelliink kivalasztott
szerveiben. A kutatas arra is informaciot keresett, hogy oxidalt
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ibuprofén metabolitok képzddése, lehet-e a hiperglikémia-indukalt
oxidativ stressz egyik indikatora a vékonybélben és a majban.

1.1. Oxidativ stressz és hiperglikémia

Korabbi vizsgalatok igazoltak a hiperglikémia és az oxidativ
stressz kozotti kapcsolat 1étezését. A hiperglikémia noveli a reaktiv
oxigén részek (ROS) szamat és gyengiti az antioxidans védelmi
tevékenységeket. A ROS képz6dés enzimatikus forrasai a
mitokondrialis  1égzési  lanc  enzimjei, a xantin-oxidazok,
ciklooxigenazok, lipoxigenazok, peroxidazok és a nitrogén-oxid-
szintazok. A hiperglikémia és az oxidativ stressz egyiittes eredménye
a cukorbetegség kialakulasa, és mindkett6 a diabéteszes
szovOdmények patogenézise forrasanak tekinthet6. A hiperglikémia
metabolikus rendellenességek eredményeként felborit szamos
mitokondrialis és  nem-mitokondridlis  folyamatot, melyek
eredményeképpen extra szuperoxid termelédik. Ez a 1épés szamos
oxidativ stressz utvonalat nyit meg, amelyek diabéteszes
szovédményeket okoznak.

Szamos metabolikus és jelatviteli itvonalrol igazoltak, hogy
részt vesz a diabetest kisérd oxidativ stressz, oxidativ kdrosodasok és
szovédmények kialakulasaban, amelyek altalaban kapcsoldodnak a
szénhidratok és a lipidek metabolizmusédhoz. Ezenkiviil, az extra-
mitokondrialis szuperoxid-termelés kozponti szerepet jatszik ezekben
az anyagcsere-mechanizmusokban és a betegség szovédményeinek
kialakulasaban. Az eddigi feltételezett utvonalak a kdvetkezok: gliikdz
oxidacio, glicerinaldehid-3-P dehidrogenaz (GAPDH) vagy (PARP)
utvonal, poliol utvonal, hexézamin ttvonal, diacilglicerin (DAG)
képzddés, a protein-kinaz C (PKC) aktivalasa, a glicerinaldehid
autooxidacidja, az el6rehaladott glikacios végtermékek (AGE)
képzddése és a stresszérzékeny jelatviteli utvonalak.

1.2. Az ibuprofén biotranszformacioja

Az ibuprofén (CisHis02) a 2-arilpropionsav-szarmazékok
csoportjaba tartozd nem-szteroid gyulladdscsokkentd szer (NSAID).
A 2-arilpropionsav oldalanak f0 szerkezeti jellemzbje egy spi-
hibrid allapotu kiralis szénatom. Az ibuprofén szokésos alkalmazasi
modja a szajon at torténd bevitel. A szervezetbe keriilé ibuprofén nagy
hanyada biotranszformacidos utakon metabolizalodik, egy része
valtozatlan formaban iiriil a szervezetbdl. Az ibuprofén elsé
metabolikus atalakulasa a CYP enzimek altal katalizalt, a vegytilet
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inaktivalodasat  okozo  oxidacio. Emberben, az ibuprofén
hidroxilezésében részt vevé legfontosabb CYP izoforma a CYP2C9.
Kisebb jelentéségiick a CYP2C8, CYP3A4 és CYP2C19 izoformak.
Oralis (per 0s) alkalmazas esetén, a 2-hidroxiibuprofén (2-HO-
IBP) és a karboxiibuprofén (HOOC-IBP) az ibuprofén fébb
metabolitjai. Az ibuprofén anyavegyiilet és hidroxilalt metabolitjai
glikuronsavval  konjugalédnak, acil-gliikuronidokat képezve.
Kismértékben, az ibuprofén taurinnal is képez konjugatumot,
ibuprofén-tauratot (IBP-TAU) képezve.

Az ibuprofén az egy kirdlis szénatomot hordozd 2-
arilpropionsav-szarmazékok egyike. A forgalomban 1évé ibuprofén
készitmények a hatéanyagot racém formaban tartalmazzak. Kisérletek
igazoltak, hogy az S(+)-enantiomer a hatékonyabb forma, mig az
R(-)-izomer inaktiv formanak tiinik. A szervezetben a racém
ibuprofén  (R)-enantiomerje  egyiranya  (R)—(S) inverzid
eredményeképpen az S(+)-enantiomerré alakul. Az S(+)-enantiomer
aranya abnormalis fiziologiai koriilmények kozott, példaul
hiperglikémia esetén, nem minden tekintetben tisztazott.

2. Célkitiizések

- Kivalasztott endogén vegyliletek — lipidek, fehérjék, peptidek
(glutation) és aminosavak (fenilalanin) - oxidativ atalakulasainak
vizsgalata vékonybélben, majban és vesében, STZ altal kivaltott
hiperglikémias patkany modellen.

- Az ibuprofén oxidacidjanak in vitro vizsgalata két (Fenton és
Udenfriend) nem enzim-katalizalt reakcioban a f6 oxidativ
termékek szerkezetének megismerése céljabol.

- Az ibuprofén in vivo oxidativ atalakulasainak tanulmanyozésa a
vékonybélben és a majban STZ altal kivaltott hiperglikémias
patkany modellen.

(@) Az ibuprofén ismert oxidativ és konjugalt metabolitjainak
vizsgalata Kkontroll és hiperglikémias patkany vékonybél-
perfizidiban és epében.

(b) Az ibuprofén és ismert oxidalt metabolitjai vékonybélbdl torténd
felszivodasanak és epébdl torténd kivalasztasanak vizsgalata
kontroll és hiperglikémias patkanyokban.

(c) Az R(-) és az S(+)-ibuprofén aranyanak vizsgalata a kontroll és
hiperglikémias patkany vékonybél-perfiizioban és epében.



3. Anyagok és modszerek

3.1. Allatok és Kisérleti eljaras

Him Wistar patkanyokat (9-11 hetesek; sulyuk 250-300 g;
TOXI-COOP, Magyarorszag, Budapest) négy csoportba osztottunk.
Az 1. csoport volt a kontroll, a II., III. és IV. csoportok pedig
hiperglikémias kezelt allatok (n = 4 minden csoport esetén). Utobbi
csoportok vizsgalata egy héttel (II. csoport), két héttel (111. csoport)
illetve négy héttel (IV. csoport) az STZ-kezelést kovetden tortént. A
kisérletes diabéteszt (hiperglikémiat) streptozotocin (STZ) intravénas
injekciojaval (65 mg/testtomeg kilogramm) indukaltuk. A kisérleti
allatok standard tapot (Safe D40, Scientific Diets, Rosenberg,
Németorszag) és ad libitumot vizet kaptak. A tapot a kisérletek elotti
napon (16 orakor) megvontuk az allatoktol. A hiperglikémia
ellenérzése céljabol a vércukorszintet a kisérletek napjan (reggel 8
orakor) teszteltiik. Az allatokat intraperitonedlis uretan injekcioval
(1,2 g/testtomeg  kilogramm) érzéstelenitettik. A hasat egy
kozépvonali bemetszéssel megnyitottuk, a kivalasztott szerveket
Osszegyijtottik. Az Osszegyiijtott mintakat az elemzés idejéig
mélyhiitében (-70 °C) taroltuk.

3.2. A mintak elokészitése

A szervminta ismert tomegét kimértik, majd pH 7.4
homogenizalé pufferrel 1:3 aranyban. homogenizaltuk. A puffer
Osszetétele a kovetkezd volt 0,154 M KC1, 50 mM Trizma és 5 mM
EDTA'Naz. Az elegyhez 1 ml, MeOH-ban oldott 50 mg/ml BHT-t
adtunk, majd jéghilités mellett 90 masodpercig (50 sebességes
sebesség) Witeg® homogenizatorral (HG-15A) homogenizaltuk. A
homogenizatumot a pufferrel higitottuk, hogy elérjik a végso 1:4
tomeg/térfogat aranyt (25%-os homogenizatum). Az elkészitett
homogenizatumokat Eppendorf csovekbe adagoltuk és azokat a
kisérletek idejéig mélyhiitében (-70 °C) taroltuk.

3.3. A fehérjetartalom UV-Vis meghatarozasa (Biuret médszer)
10 ml-es kémcsében 0,1 ml szerv-homogenizatumhoz (25%)
1,0 ml SDS-t (8,1%), 0,9 ml NaCl-t (0,9%) és 8,0 ml biuret reagenst
(CuSO4°5H,0, KNaCsHao 6°4H20, KI és NaOH desztillalt vizben)
adtunk. Az elegyet szobahémérsékleten 10 percig inkubaltuk. Ezutan
a minta 1,0 ml-é¢t 550 nm-en, vakprobaval szemben UV-
spektrofotométerrel ~ (Jasco®  V-750) mértik. A mintak
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kalibracios gorbéjének egyenletével hataroztuk meg (y = 0,2583x +
0,1124, R? = 0,9997). A kalibracios gorbét kiilonb6z6 koncentracioji
BSA oldatok hasonld eljarassal kapott oldatainak mérésével kaptuk.

3.4. A fehérje karbonil-tartalom UV-Vis-meghatarozasa (DNPH-
fehérje adduktok)

0,2 ml szerv-homogenizatumhoz (25%), 1,0 ml1 0,1 M pH 7,2
foszfat puffert, 0,8 ml desztillalt vizet és 2,0 ml 5 mM 2,4-DNPH 2 M
sosavas oldatat adtuk. A keveréket sotétben tartva, 15 percenként
vortexelve, egy oran at szobahdmérsékleten inkubaltuk. Ezutan az
elegyhez 2,0 ml 50 %-os triklor-ecetsavat adtunk, majd az elegyet
tovabbi egy oOran at sotétben, szobahdémérsékleten tartottuk. Ezt
kovetden 15 percig 5000 fordulat/perc sebességgel centrifugaltuk, a
feliiluszot elvalasztottuk és a maradékot 1,0 ml EtOH/EtOAc (1:1)
keverékkel elegyitettik. A mintdt vortexeltik, 15 percig
centrifugaltuk (5000 fordulat/perc), a feliiliszot elvalasztottuk. Ezt a
mosasi 1épést haromszor megismételtiik, és a végsé maradékot 1.0 ml
8 M guanidin-hidroklorid oldatban oldottuk. Miutan a minta teljesen
feloldodott, az oldat 0,1 ml-ét 0,9 ml 8 M guanidin-hidroklorid oldattal
higitottunk. Az abszorbanciat Jasco® V-750 UV-spektrofotométeren,
375 nm hullamhosszon, 8 M guanidin-hidroklorid oldattal szemben
mértik.

3.5. A dién konjugatumok UV-Vis meghatarozasa

1,0 ml szerv-homogenizatumhoz (25%) egy csiszolt dugds
Erlenmeyer-lombikban 20 ml kloroform:metanol (2:1 v/v) elegyet
adtunk. Az elegyet mechanikus razas kozben 20 percig vizfiirdében
(50 °C) inkubaltuk. Ezt kévetéen 10 ml kloroform:metanol (2:1 v/v)
keverékkel és 5 ml desztillalt vizzel valasztotdlcsérbe mostuk. A
keveréket 20 percig allni hagytuk, majd az als6 fazist egy Erlenmeyer-
lombikba szlirtiik és vizmentes natrium-szulfaton szaritottuk. Az
extraktumot egy kitaralt gomblombikba szlrtik, és rotacids
beparloval (Heidolph Hei-VAP) 30°C-on (20 perc) elparologtattuk. A
beparlas utan a lombik tomegét megmértiik, és a maradékot akkora
térfogatt MeOH-ban oldottuk, hogy 1 mg/ml oldatot kapjunk. A
kapott oldat abszorbanciajat UV-spektrofotométerrel (VWR® U-
1600PC) 400-200 nm tartomanyban MeOH-val szemben mértiik.
Ezutan az oldatot MeOH-val tizszeresére higitottuk, és a mérést
megismételtiik.



3.6. A malondialdehid (MDA) UV-Vis meghatarozasa (TBARS-
vizsgalat)

0,1 ml szerv-homogenizatumhoz (25%), jol lezart, csiszolt
tivegdugos kémcsében 0,2 ml SDS-oldatot (8,1%) és 1,5 ml 20%-0s
ecetsavat (pH 3,5) adtunk. Ezt kovetéen a keverékbe 1,5 ml 0,8%-0s
tiobarbitursav oldatot és 0,7 ml desztillalt vizet pipettaztunk. A
szinreakcid6 (TBARS) elérése érdekében az elegyet forrd vizben
(95°C) egy oran at inkubaltuk. A mintat jeges vizben lehiitéttik (5
perc), majd centrifugaltuk (5 perc, 3000 fordulat/perc). A tiszta
feliiliszo 1 ml-ének abszorbanciajat UV-spektrofotométerrel (Jasco®
V-750) 532 nm hullamhosszon desztillalt vizzel szemben mértiik.

3.7. Nem fehérje tiolok (NPSH) UV-Vis meghatarozasa

1,0 ml szerv-homogenizatumhoz (25%), 0,25 ml BHT-
oldatot (50 mg/ml, MeOH-ban) és 0,25 ml triklorecetsavat (25%)
adtunk. Az elegyet vortexeltik, majd 5000 fordulat/perc
fordulatszamon 5 percig centrifugaltuk. Az elvalasztott feliiltiszo 0,1
ml-ét 2,8 ml Trizma pufferrel (pH 8,9) elegyitettiik. Az oldathoz 0,1
ml Ellman-reagenst (DTNB) (0,01 M, MeOH-ban) adtunk és a mintat
30 percig szobahémérsékleten inkubaltuk. Az oldat 1 ml-ének
abszorbanciajat UV-spektrofotométerrel (Jasco® V-750) 412 nm
hulldmhosszon vakprébaval szemben mértiik.

3.8. A tirozin izomerek HPLC-meghatarozasa

50 mg szerv-mintdhoz 400 pl 6 N sosavat, 40 ul 500 mM
metanolos BHT oldatot és 4 pl 400 mM deszferrioxamin oldatot
adtunk. A mintat 1 percig vortexeltiik, majd 120 °C-on 18 éran at
hidrolizaltuk. Ezutan az elegyet hagytuk lehiilni, majd 3000-es
percenkénti fordulatszdmon 10 percig centrifugaltuk. A tiszta
feliilaszot fecskenddsziiron (0,2 pum) sziirtilkk, majd HPLC-FLD
madszerrel vizsgaltuk.

3.9. Ibuprofén (IBP)
3.9.1. lbuprofén kisérletek in vitro
3.9.1.1. Fenton teszt

s

3,0 kénsavban) 700 pl kénsavat (pH 3,0) adtunk és az elegyet 30
masodpercig  vortexeltik.  Ezutan  hozzaadtunk 100  pL,
foszfatpufferrel (pH 7,2) késziilt, 10 mM IBP oldatot, majd a teljes

6



térfogatot 100 uL 10 mM hidrogén-peroxid hozzaadasaval 1,0 ml-re
egészitettiik ki. Az elegyet vortexeltik, és 37 ‘C-0s vizfiirdSbe
helyeztiik. A mintdkat 0, 10, 60, 80 és 120 perc inkubalds utin
elemeztik. Az "vak" mintdk nem tartalmaztak IBP-t. Minden
inkubacios periodus végén az elegyeket 20 pul 2 M kénsavval
savanyitottuk és bels6 standardként 50 pL. 10 mM szalicilsavat adtunk
hozza (végsd koncentracio 0,467 mM). A mintakat vortexeltiik, és
kétszer 2 ml dietil-éterrel extrahaltuk. Az egyesitett éteres kivonatokat
N2 gaz segitségével beparoltuk. HPLC és HPLC-MS elemzés elott a
szaraz maradékot 100 pl acetonitrilben oldottuk.

3.9.1.2. Udenfriend teszt

Egy kémcs6be a felsorolds sorrendjében 3,0 ml desztillalt
vizet, 4,0 ml 2,5 mM 0,1 M foszfatpufferben (pH 7,2) oldott IBP
oldatot, 1,0 ml 10 mM aszkorbinsavat, 1,0 ml 2,4 mM EDTA oldatot
¢és 1,0 ml 2,0 ml Fe(NHa4)2(S0O4), oldatot mértiink. Az elegyet az egyes
komponensek hozzdadasa wutdn vortexeltik, majd Ovatosan
mechanikus razassal, 37 °C-0s vizfiirdében 2 6ran at inkubaltuk. Az
inkubatumboél 0, 10, 60, 80 és 120 perc idépontokban 1,0 ml-es
mintakat vettiink, melyekhez 1 ml 0,4 M jéghideg perklorsavat és 100
puL 10 mM szalicilsavat (bels6 standardként) adtunk (végsé
koncentracié 0,476 mM). A savas oldatot jeges vizben lehitottik, és
kétszer 3,0 ml dietil-éterrel extrahaltuk. Az egyesitett éteres
extraktumokat N, gaz segitségével beparoltuk. HPLC és HPLC-MS
elemzés eldtt a szaraz maradékot 100 pl acetonitrilben oldottuk.

3.9.2. Ibuprofén Kkisérletek in vivo

3.9.2.1. Vékonybél perfuzié

Him Wistar patkanyokat (9-11 hetes, 250-300 suly() két
csoportra osztottunk. Az I. csoport volt a kontroll, a Il. csoport pedig
a hiperglikémias allatok (n = 5 csoportonként) csoportja. A kisérletes
hiperglikémiat a vékonybél perfuzios kisérletek megkezdése elott egy
héttel beadott sztreptozotocin (STZ) injekcidval indukaltuk (lasd 3.1.
pont). A tapot a kisérletek el6tti napon (16 orakor) megvontuk az
allatoktdl. Az éallatokat intraperitonedlis uretan injekcioval (1,2
g/testtomeg kilogramm) érzéstelenitettiik. A hasat egy kdzépvonali
bemetszéssel megnyitottuk, a kivalasztott szerveket 6sszegyu;jtottiik.
A jejunalis hurkot (a jejunalis hurok hossza kb. 10 cm) "in vivo"
izolaltuk és mind a proximalis és disztalis végeken kannulaltuk. A



testhdmérsékletet infralampaval 37 °C-on tartottuk. A jejunalis hurok
lumenén keresztiil 250 uM ibuprofént tartalmazo izotdnias oldatot
recirkulacids tizemmodban 13 ml/perc sebességgel perfundaltunk.
Meghatarozott idépontokban (15, 30, 45, 60, 75 és 90 perc) a
perfundalt oldatbol 250 pL térfogatih mintdkat vettiink. A perfuzatum
kezdeti térfogata 15,0 ml volt; hdmérsékletét 37 °C-on termosztaltuk.
Az epekivalasztas parhuzamos vizsgéalatdhoz az epevezetéket PE-10
csovekkel kannulaltuk. Az kidramld epét 15 perces idokozonként
jégbe helyezett, Eppendorf csovekbe gylijtottik. Az Osszegylijtott
mintakat az elemzés idépontjaig mélyhiitében (-70 °C) taroltuk.

3.9.2.2. A minta elokészitése

0,1 ml perfuziés mintdhoz, vagy 50 pl epe mintahoz 20 pl 2
M kénsavat és 10 pl 10 mM szalicilsavat (belsé standardként) adtunk.
(A szalicilsav végs6 koncentracidja a perfizioban és az epemintakban
0,77 mM, illetve 1,25 mM volt). Ezutan a mintakat vortexeltik, és
kétszer 0,5 ml dietil-éterrel extrahaltuk. A vortexelés (30 mp) és a
centrifugalas (5 perc, 5000 fordulat/perc) utdn az éteres fazisokat
elvalasztottuk, és az egyesitett ¢éteres extraktumokat N, gaz
segitségével beparoltuk. HPLC és HPLC-MS elemzés el6tt a szaraz
maradékot 100 ul acetonitrilben oldottuk.

3.9.3. Racém ibuprofén mintak elemzése (3.9.1. és 3.9.2.
pontok)

3.9.3.1. HPLC-UV

A Fenton és az Udenfriend mintak HPLC-UV analizisét (.
modszer) egy kvaterner HPLC pumpaval, gazmentesitdvel, automata
mintaadagoloval, termosztalhatd oszloptarto rekesszel és diddasoros
detektorral felszerelt integralt Agilent 1100 HPLC rendszeren
végeztilk. Az adatokat Agilent ChemStation szoftver (Rev.B.03.02-
SR2) alkalmazasaval rogzitettiik és értékeltiik.

A perfazids mintak és epe Kivonatok HPLC-UV analizisét (I1.
modszer) egy kvaterner HPLC pumpaval, gazmentesitdvel, automata
mintaadagoldval, termosztalhatd oszloptartdo rekesszel és PDA-
detektorral felszerelt integralt Jasco HPLC (LC-4000) rendszeren
végeztik. Az adatokat a ChromNAV Data System (Ver.2)
alkalmazasaval rogzitettiik és értékeltiik.

I. modszer Az analizist egy 40 °C-on termosztalt Teknokroma
(ODS patron, 1 cm x 0,32 cm) el6tét oszlop és egy Teknokroma



NUCLEOSIL C18 (4,6 mm x 250 mm, 5 um) analitikai oszlop
alkalmazasaval végeztiik. A mozgo fazis 0,02 M foszfatpuffer pH 2,5
(A) és acetonitril (B) elegyébdl allt. Az aramlasi sebesség 1,5 ml/perc
volt. Az elemzéseket (220 nm-en torténd detektalassal) a kovetkezd
gradiensprofil alkalmazésaval végeztiik: 20 % B 15 percig, majd 5
perces linearis gradiens 60% B-ig, 4 perces izokratikus eluci6, majd
egy 2 perces linedris gradiens 20% B-ig és 4 perces ekvilibracio. A
befecskendezett térfogat 10 pL volt.

II. modszer. Az analizist egy 40 °C-on termosztalt
Teknokroma (ODS patron, 1 cm x 0,32 cm) el6tét oszlop és egy
Zorbax SB C-18 (4,6 mm x 150 mm, Spm) alkalmazasaval végeztiik.
A mozgd fazis 0,02 M foszforsav pH 2,5 (A) és acetonitril (B)
elegyébdl allt. Az aramlasi sebesség 1,6 ml/perc volt. Az elemzéseket
(220 nm-en torténé detektalassal) a kovetkezd gradiensprofil
alkalmazésaval végeztiik: 20% B 5 percig, majd 0,5 perces linedris
gradiens 30% B-ig, 4,5 perces izokratikus eltcio, majd 0,1 perces
linearis gradiens 60% B-ig, 4,9 perces izokratikus elucio, majd 0,1
perces linearis gradiens 20 % B-ig, és 4,9 perces ekvilibracio. A
befecskendezett térfogat 10 pL volt.

3.9.3.2. HPLC-MS

A metabolitok azonositasahoz egy Thermo Q Exactive Focus
kvadrup6l-Orbitrap hibrid tomegspektrométerhez (Thermo Scientific)
kapcsolt Thermo Dionex UltiMate 3000 folyadékkromatografias
rendszert (Dionex, Sunnyvale, USA) hasznaltunk. Az adatgyijtést és
-elemzést Q Exactive Focus 2.1, Xcalibur 4.2. és FreeStyle 1.8
szoftverek (Thermo Scientific) segitségével végeztik. A HPLC
elvalasztast egy 40 °C-on termosztalt XTerra MS C18 (5 mm x 2,1
mm, 3,5 um) el6tét oszlop és egy XTerra MS C18 oszlop (150 mm x
2,1 mm, 3,5 pm) alkalmazasaval végeztiilk. Az aramlasi sebesség 0,4
ml/perc, az injektalt minta térfogata 5 pul volt. A mozgéofazis 5 mM
ammonium-acetat/5 mM ecetsav vizes oldata (A) és metanol (B)
elegyéb6l allt. Az elemzéseket a kovetkez6 gradiensprofil
alkalmazasaval végeztik: 10 % B 1 percig, majd 9 perces linearis
gradiens 90 % B-ig, 2 perces izokratikus elucio, majd 0,5 perces
linearis gradiens 10 % B-ig, majd 2,5 perces ekvilibracio.

A vegyiletek elemzését HESI negativ ionizacids
iizemmodban végeztik a kovetkezé paraméterekkel: porlasztd
fesziiltség 3 kV; ionforras homérséklet 300 °C; kapillaris hdmérséklet



350 °C; porlaszté és segéd N2 gazaramok nyomasa 20 és 5, tetszéleges
egység; S-Lens RF szint 50 %; automatikus erésités vezérlés 1e6.
Felbontas 70000 (200 m/z). Adatgyiijtési tartomany m/z 100-1000,
teljes szkennelési modban.

3.9.4. Kiralis elemzés

3.9.4.1. A minta el6készitése

Az éllatkisérlet ¢és a vékonybél perfizid részletei
megegyeztek a 3.9.2. szakaszban leirtakkal. A mélyhiitében tarolt
perfizios és epemintakat megolvadasig szobahdmérsékleten tartottuk.
A Kivett mintat (50 puL) egy Eppendorf-csébe helyeztiik, majd 10 pl
naproxén-natrium oldatot (250 uM) adtunk hozza belsé standardként.
Az elegyet 40 ul sosavval (2 M) savanyitottuk, és 3-szor 0,5 ml n-
hexan:etil acetat (8:2 v/v) elegyével extrahaltuk. Az elegyet 30
masodpercig vortexeltilk, 5 percig 3500 fordulat/perc sebességgel
centrifugaltuk, majd a tiszta fels6 réteget elvalasztottuk. Az egyesitett
extraktumokat N, gaz segitségével 40 °C-on beparoltuk. HPLC és
elemzés eldtt a szaraz maradékot 50 pl mozgd fazisban oldottuk.

3.9.4.2. HPLC-UYV analizis

A perfuzios és epemintak HPLC-UV analizisét egy kvaterner
HPLC pumpaval, gazmentesitdvel, automata mintaadagoloval,
termosztalhatd oszloptartd rekesszel és PDA detektorral felszerelt
integralt Jasco HPLC (LC-4000) rendszeren végeztiik. Az adatokat a
ChromNAYV Data System (Ver.2) szoftver segitségével rogzitettiik és
értékeltiik.

Az ibuprofén enantiomerek analizisét Teknokroma (ODS
patron, 1 cm x 0,32 cm) el6tét oszlop és Kromasil 3-amylCoat RP (4,6
mm x 150 mm, 3 pm) kiralis analitikai oszlop alkalmazasaval
végeztik. A mozgd fazis metanol/viz/ecetsav (70/30/0,1) elegyébol
allt. Az aramlasi sebesség 0,5 ml/perc volt. Az oszloptartd rekesz
hémérsékletét 22 °C-on termosztaltuk. A detektalas 220 nm
hullamhosszon tortént, a befecskendezett térfogat 10 uL volt. Az
analitikai modszer a Kromasil alkalmazasi leirasan alapult. Az
elvalasztott cstucsok azonositasa az (S)-(+)-ibuprofén retencios
idejének meghatdrozasaval tortént.

3.9.4.3. HPLC-UYV analizis — Validalasi adatok
Az analitikai modszert szamos validalasi paraméter
(specificitas, rendszer alkalmassag, pontossag, ismételhetség ¢és

10



intermedier pontossag, kimutatasi hatar, mennyiségi meghatarozasi
hatar és kalibracids tartomany) meghatarozasaval jellemeztiik. A
mennyiségi hatart (LOQ) a recém ibuprofén alkalmazasaval
(50 uM) tekintettiik. A vizsgalt mintaban 1év6 két enantiomer pontos
koncentraciojat figyelembe véve (R-1BP: 49,81%; S-1BP: 50,019%),
az R-IBP LOQ értéke 24,91 uM, az S-1BP LOQ értéke 25,09 uM volt.

4. Eredmények

4.1. Kivalasztott endogén vegyiiletek oxidativ transzformacioi
STZ altal kivaltott kisérleti hiperglikémia hatasara

4.1.1. Fehérjetartalom meghatarozasa

Az eredmények azt mutattak, hogy minden vizsgalt szerv
fehérjetartalmat befolyasolja a hiperglikémias allapotok. A vékonybél
fehérjetartalma minden csoportban csokkent, hasonld értékeket
mutatva a négyhetes idOszak alatt. A vesében az értékeket
folyamatosan csokkentek. A maj fehérjetartalma mutatta a legkisebb
csokkenést; a kéthetes STZ-kezelt mintaknak volt a legalacsonyabb az
értéke.
4.1.2. Fehérje karbonil-tartalom (Prot-DNPH) meghatarozasa

Az  oxidalt fehérjék  karbonil-tartalmat a  24-
dinitrofenilhidrazinnal ~ (DNPH)  torténd  szarmazékképzéssel
hataroztuk meg. Az STZ-vel kezelt mintak fehérje-DNPH-tartalma az
egyes szovet homogenizatumok kontrolljaihoz képest egyértelmiien
folyamatos ndvekedést mutatott. Minden kéthetes STZ-vel kezelt
szerv Prot-DNPH szintje jelent6sen kiilonb6zott a kontrolltél. A
négyhetes STZ-vel kezelt majmintak Prot-DNPH szintje csokkent. A
vesében a fehérje karbonil-tartalma mérsékelt, folyamatos novekedést
mutatott a négy hét alatt.

4.1.3. A dién-konjugiatumok meghatarozasa

A majban a konjugalt diének szint minden idépontban kissé
megemelkedett a hiperglikémias patkdnyokban. A vékonybélben a
konjugélt dién szint minden idépontban jelentdsen nétt. A relativ
novekedés azonban, kiilonosen a kéthetes és a négyhetes
hiperglikémias mintdkban, sokkal magasabb volt, mint a majban. A
vesében a konjugalt diének szintje szignifikansan magasabb volt a
négyhetes STZ-vel kezelt mintdkban. Az egyhetes és kéthetes STZ-
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kezelés nem befolyasolta jelentésen a konjugalt diének szintjét. A
négyhetes mintak statisztikailag magasabb értéket mutattak, mint a
kontroll.

4.1.4. A TBARS meghatarozasa

Az MDA-t gyakran indikativ endogén metabolitként irjak le,
ami lipidek reaktiv oxigén szarmazékokkal torténé oxidaciojanak
eredményeként keletkezik. Ez egy reaktiv karbonilvegyiilet, amely
konnyen reagal a fehérjék és mas cellularis makromolekulak nukleofil
centrumaival. Ennek megfeleléen az MDA vizsgalati eredmények az
azoknak a lipid-peroxidoknak az egyensulyi szintjét jelzik, amelyek a
vizsgalati  koriilmények  kozott MDA-va alakulhatnak  at.
Eredményeink az MDA (TBARS) szint folyamatos enyhe
novekedését mutattak minden szervben. A négyhetes STZ-vel kezelt
vékonybél- és vesemintadk TBARS-szintje jelentésen eltért a
kontrolltol.

4.1.5. A nem fehérjetartalmu tiolok (NPSH) meghatarozasa

A Kkisérleti allatok STZ-kezelése csdkkentette a maj NPSH-
szintjét az egyhetes és a négyhetes idopontokban. Ezzel szemben, a
kéthetes STZ majmintaknak némileg megemelkedett az értéke a
kontrollhoz képest. A vesében az NPSH-tartalom minden idépontban
kis mértékben megemelkedett. A vékonybélben az STZ-vel kezelt
mintadk NPSH-szintje minden idépontban nétt a kontrollhoz képest. A
legalacsonyabb értékeket a kéthetes STZ-vel kezelt mintakban lehetett
mérni.
4.1.6. Hidroxilalt fenilalanin szarmazékok meghatarozasa

A fenilalanin (Phe) egy esszencialis aminosav, amely a para-
tirozin (p-Tyr), a dioxifenilalanin (DOPA), a katekolaminok, a
melanin és a pajzsmirigyhormonok fiziologiai prekurzora. Ezeken az
enzim-katalizalt reakcidkon tulmenden, a Phe aromas gyiirijének
nukleofil jellege miatt, nem enzim-katalizalt oxidacios folyamatok, pl.
ROS tamadas targya lehet. Ilyen reakciokban mindharom hidroxil-
szubsztitualt Phe izomer (p-Tyr, m-Tyr és 0-Tyr) képzddik. Kisérleti
koriilményeink kozott a nem enzim-katalizalt hidroxilezési
reakciokban képz6dott m-Tyr és 0-Tyr izomerek relativ mennyisége
minden vizsgalt szervben a két- és négyhetes idépontokban megndott.
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4.2. Az ibuprofén nem enzim-katalizalt (Fenton és Udenfriend)
oxidacidjanak in vitro vizsgalata
4.2.1. Fenton teszt

A Fenton-kivonatok HPLC-UV analizise (I. modszer) 1-HO-
IBP (2), 2-OH-IBP (3) és szamos mas termék képz6dését jelezte. A 2
és 3 szerkezetek igazolasahoz ¢és mas oxidaciés termékek
azonositdsdhoz elvégeztik az extraktumok tomegspektrometrias
detektalassal kapcsolt HPLC (HPLC-MS) analizisét. Az extraktumok
HPLC-MS vizsgalatai megerésitették a 2 (m/z 221,1176), 3 (m/z
221,1176) és a HOOC-IBP (5) (m/z 235,0969) jelenlétét. A
legmagasabb HPLC-UV integralt cstcsteriilettel (tr =22,05 perc)
rendelkez6 X-OH-IBP (8) szarmazékot nem lehetett egyértelmiien
azonositani. A képz6dott termék (X-OH-IBP) tomege m/z 221,1175 és
fragmentacidja nem tesz kiilonbséget a 2'-OH-IBP és az OH(Ar)-IBP
szerkezetek kozott. Egy masik, IBP-bdl szarmazo, HPLC-UV csticsot
(tr=21,09 perc) dihidroxiibuprofén (10) (OH-IBP-OH) szarmazékként
azonositottunk (m/z 237,1125). A pontos struktirak meghatarozasa
tovabbi vizsgalatot igényel.

4.2.2. Udenfriend-teszt

Az Udenfriend és munkatarsai altal kifejlesztett in vitro nem
enzim-katalizalt hidroxilezési teszt alkalmazasaval, az ibuprofén
hasonldé oxidativ metabolikus mintazata volt megfigyelhets. A
Fenton-inkubaciokhoz hasonloan, itt is a 22,03 perc (8) és 21,07 perc
(10) tr-értékekkel rendelkezé szarmazékok rendelkeztek a
legmagasabb HPLC-UV csucsteriiletekkel. A mintdk HPLC-MS
vizsgalatai megerdsitették a 2, 3, 5, 8 és 10 szarmazék jelenlétét.

4.3. Az ibuprofén fé oxidativ és konjugalt metabolitjainak
vizsgalata vékonybél-perfuzatumokban valamint kontroll- és
hiperglikémias patkanyok epéjében

A kontroll és a hiperglikémias allatok vékonybél-perfuzios
mintai éteres extraktumainak HPLC-UV-analizise nem utalt sem
hidroxi-, sem karboxiibuprofén metabolitokra. Az ibuprofén-p-D-
glitkuronidot (6) (m/z 381,1549) azonban HPLC-MS modszerrel
azonositani lehetett mind a kontroll, mind az STZ-vel kezelt allatok
perfuzidjaban. Az epemintak éter-extraktumainak HPLC-UV
analizise IBP (1), IBP-GLU (6) és 2-OH-IBP (3) jelenlétét mutatta. A
HPLC-MS analizis megerdsitette az 1 (m/z 205,1229), a 6 (m/z
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381,1549) és a 3 (m/z 221,1178) jelenlétét mind a kontroll, mind a
hiperglikémias mintakban. A csucsteriiletek az STZ-vel kezelt allatok
epe mintdiban minden vizsgalt id6pontban alacsonyabbak voltak.
Figyelembe véve a mért epefolyas értékeket, kiszamitottuk az IBP (1),
az IBP-GLU (6) és a 2-HO-IBP (3) kumulativ kivalasztodasainak
relativ mennyiségét. Az eredmény mindharom vegyiilet epével torténd
kivalasztasanak csokkenését mutatta az STZ-vel kezelt allatokban.
Emellett szdmos mas csucs is megjelent a kivonatokban. A mintak
HPLC-MS analizise alapjan ezek a csucsok epesavak és konjugalt
epesav szarmazékok voltak. Tovabba, az epemintdk HPLC-MS
analizise meger0sitette egy hidroxilalt ibuprofén (9) gliikkuronid
konjugatumanak (m/z=397,1501) (X-HO-IBP-GLU) és az ibuprofén
(7) taurin konjugatumanak (m/z=312,1274) (IBP-TAU) jelenlétét. A
kivalasztott X-OH-IBP-GLU és IBP-TAU mennyisége csokkent a
hiperglikémias allatokban.

4.4. Az R(-) és az S(+)-ibuprofén aranyanak vizsgalata vékonybél-
perfuzatumokban valamint Kkontroll- és hiperglikémias
patkanyok epéjében

Az ibuprofén enantiomerek HPLC azonositasat S(+)-1BP
standard alkalmazasaval végeztik. Az R(-)- és az S(+)-ibuprofén
kumulativ csucsteriiletei a hiperglikémias patkanyok vékonybél
perfuzataiban csokkenést mutattak. Az (S) enantiomer relativ

mennyisége a kontroll allatokban valamivel magasabb volt, de a

kiillonbség nem volt szignifikans. Hasonlé valtozas nem volt

megfigyelhetd a hiperglikémias patkanyok mintdiban. A racém
ibuprofén vékonybél perfazidja soran gyijtott epemintakban csak az

(S)-1BP enantiomer volt kimutathatd. A kromatogramokon két

ismeretlen csucs is megjelent. Relativ retencios idejiik alapjan egyik

sem volt azonosithaté a rendelkezésre allo standardok (IBP, 1-, 2-, 3-

OH-IBP és IBP-GLU) alapjan. A kivalasztott (S)-IBP mennyisége

statisztikailag alacsonyabb volt a hiperglikémias (STZ-kezelt)

allatokban.

5. Osszefoglalis

Jelen munka soran a lipidek, fehérjék, nem fehérje tiolok
(NPSH) és a fenilalanin (Phe) oxidativ atalakulasat vizsgaltuk a
majban, a vékonybélben és a vesében, kontrol és STZ-kezelt
hiperglikémias patkanyokban. A méréseket az STZ-beadasat kdvetd
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egy-, két- és négyhetes idépontokban végeztiik. Az MDA, Prot-DNPH
és az O-Tyr+m-Tyr szintek valtozasai hasonlé mintat kovettek: a
legmagasabb értékeket az STZ kezelést kéveté masodik héten voltak
megfigyelhet6k. Az oxidativ stressz kompenzaldsa parhuzamosan
zajlott a szervek NPSH-tartalmanak valtozasaval. A kompenzacio a
legkevésbé hatékony a vesében, ahol a fenti harom paraméter
folyamatosan novekszik a vizsgalatok ideje alatt. Ennek megfeleléen
ez a szerv a legsebezhetdbb a hiperglikémia altal kivaltott oxidativ
stresszre.

Az eredmények azt mutatjak, hogy a hidroxilgydkok (ROS)
reakcidi a Phe aromas gytiir(ijével kevésbé preferalt, mint az érzé¢keny
aminosav/fehérje és lipid molekulakkal lejatszodd reakcidi. Ez a
megfigyelés lehet az egyik oka annak, hogy a jelen kisérleti
koriilmények kozott csak kevés adat keriilt eddig publikalasra nem
enzim-katalizalt ~ reakciokban  keletkez6 oxidalt  aromas
xenobiotikumok megnovekedett szintjérél. Az enzimek és a
transzporterek aktivitasanak megvaltozasa (tobbnyire csokkenése) (a
fehérjék/lipidek oxidativ stressz altal kivaltott karosodasa) azonban jol
dokumentalt a szakirodalomban.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a nem enzim-katalizalt
oxidacios reakciokban (Fenton-teszt és Udenfriend-teszt) képz6dd
egyik f6 IBP-szarmazék egy hidroxalt IBP (8). Mivel sem a 2'-OH-
IBP, sem az OH(Ar)-IBP (8) — a termék lehetséges szerkezetei —
kialakulasat korabban nem irtak le CYP-katalizalt reakciokban, e
szarmazék képzddése az €16 szervezetek oxidativ stressz szintjének
egy biomarkereként hasznalhato.

A 4-nitrofenollal és a kapszaicinnel ellentétben - mindkettd
fenolos szarmazék - az ibuprofén gliikkuronsav konjugatuma csak
nyomokban mutathaté ki a vékonybél perfuziokban. Masrészt, az IBP
(1), az IBP-GLU (6) és az IBP-TAU (7) epébe torténd kivalasztisa
volt megfigyelhet6. Specifikus, nem enzim-katalizalt reakcidban
képz6do oxidacids terméket azonban nem lehetett kimutatni. Az
eredmények Gsszhangban vannak a korabbi kisérleti eredményekkel,
amelyek azt mutattak, hogy a P-gp (MDR1), MRP2 és BCRP szerves
anion transzporterek expresszidja csokkent az STZ-vel kezelt
(hiperglikémidas) allatok majaban. Az ilyen valtozasok befolyasoljak a
hiperglikémias egyénekben beadott gyogyszerek farmakokinetikajat.

A kirdlis oszloppal végzett kromatografias vizsgalatok
kisérleti adatokat szolgaltattattak az IBP enantiomerek intesztinalis
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eliminaciojarél és epébe torténd kivalasztasarol kontrol és
hiperglikémias kisérleti allatokban. Az eredmények azt mutattak,
hogy az IBP elimindcidja a vékonybélbdl nem enantioszelektiv. Az
epe vizsgalata csak a farmakologiailag aktivabb (S)-IBP enantiomer
jelenlétét mutatta ki. Mivel az (S)-IBP farmakologiai aktivitasa egy
nagysagrenddel nagyobb, mint az (R)-IBP hatasa, az enantiomerek
aszimmetrikus megjelenése az epében meghatdrozhatja a gydgyszer
farmakokinetikai és farmakodindmids hatasat.

6. Publikacidk és poszter bemutatasok

A dolgozat targyahoz kapcsolodo publikaciok szama: 4

A dolgozat targyahoz nem kapcsolddo publikaciok szama: 3

A témahoz kapcsolodd szobeli eldadasok és poszter bemutatiasok
szama: 3

A Ph.D. disszertacié6 témajahoz kapcsolddd publikaciok impakt
faktorainak Osszege: 4.927.

A Ph.D. értekezés témajahoz kapcsolédo publikaciok:

Perjési, P. Perez, C. Napolitano, H. Mohammed, HO. 2019.
Physiochemical Characterization of Glutathione (GSH). In: Perjési, P.
(ed.) Glutathione: Biosynthesis, Functions and Biological
Implications. New York: Nova Science Publisher. pp 3-53.
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biliary metabolites of ibuprofen in the rat with experimental
hyperglycemia.  Molecules. 27 (13), 4000 (2022). doi:
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(Conference paper).
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Dicséret legyen Istennek, aki elkisért engem a mai napig, hogy
befejezzem Ph.D. értekezésemet.

Mindenekel6tt  szeretném  kifejezni  legmélyebb  halamat
témavezetOmnek, Prof. Dr. Perjési Palnak, az Gtmutatasaiért, a
tandcsaiért, a tamogatisaért és a tanulmanyaim soran tett
er6feszitéseiért, hogy munkam sikeres legyen.

Szeretnék koszonetet mondani Dr. Almasi Attilanak a tamogatasaért
és a segitségéért, kiilonésen az Aallatkisérletekben. Ugyan csak
szeretnék koszonetet mondani Molnar Szilardnak a vizsgalatok soran
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nyert mintak HPLC-MS mddszerrel torténd vizsgalatainak
elvégzéséért és az eredmények kiértékelésében nyujtott segitségéért.
Szeretnék koszonetet mondani Dr. Rozmer Zsuzsanna docensnek, a
Gyogyszerkémiai Intézet vezetdjének, a folyamatos tdmogatasért.
Kiilon készonetem fejezem ki a Gyogyszerészi Kémiai Intézet minden
munkatarsanak a tdmogatasukért, kedvességiikért és a velem
kialakitott baratsagukeért.

Ko6szondm a Tempus Kozalapitvany "Stipendium Hungaricum
Osztondij program"-nak, hogy 6sztondij odaitélésével lehetdvé tette
Ph.D. tanulmanyaimat.

Koszondm a Pécsi Tudomanyegyetem Gyodgyszerésztudomanyi
Karanak, kiilondsen Dr. Horvath Gyorgyi dékanhelyettesnek, hogy a
»Ph.D. Plusz” 0Osztondij odaitélésével tamogatta a Ph.D.
tanulmanyaim befejezését.

Ko6szondm az iraki Kurdisztani Régioé Felsooktatasi és Tudomanyos
Kutatasi ~ Minisztériumanak és a  Szulimani  Egyetem
Allatorvostudomanyi Karanak a timogatast és a lehetéséget, hogy
kiilfldon Ph.D. tanulmanyokat folytathassak.

Nem lehetek elég halas feleségemnek, "Banw"-nak és lanyomnak,
"Shanar"-nak, szeretetiikért, timogatasukért és hogy mellettem alltak
magyarorszagi tartozkodasom alatt.

Végezetiil szeretnék koszonetet mondani szilleimnek, fivéreimnek és
lanytestvéreimnek folyamatos tamogatasukért.
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