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Roviditések:

ADP: adenozin 5’-difoszfat

APS: adenozin 5’-foszfoszultat

ATP: adenozin-trifoszfat

AUC: Area under the curve (plazmakoncentracié gorbe alatti teriilet)
CYP: citokrom P- 450 enzimrendszer

MDR 1: Multidrug resistance protein 1

n: kisérletek szdma

PAP: 3’-foszfoadenozin-5’-foszfat (adenozin 3’°5’-bifoszfat)
PAPS: 3’-foszfoadenozin 5’-foszfoszultat

PEP: p-etilfenol

PNP: p-nitrofenol

PNP-G: p-nitrofenol glukuronid

PNP-S: p-nitrofenol szulfat

PPI: pirofoszfat

S.E.: Standard error

STZ.: streptozotocin

Tm: transzport maximum

UDP: uridinidfoszfat

UDPGA: uridinfoszfoglukuronsav

UGT: uridin glukuroniltranszferaz



1. Bevezetés — Probléma felvetés - Célkitiizés
1.1. A farmakokinetika jelentosége a gyogyszerek hatasaban

Farmakokinetikan definici6szeriien a gyogyszereknek a szervezeten beliili sorsat
értjik, melynek soran az alkalmazott vegyiiletek mozgéasuk folyaméan kiilonboz6
bioldégiai membranokon athatolva transzportalodnak (felszivodas, eloszlas, kivalasztas),
illetve egyes szervekben, szovetekben kémiailag atalakulnak (metabolizmus,
biotranszformacid). Mindezen folyamatok Osszessége hatarozza meg tehat a szdjon
keresztiil (per os) beadott gyogyszer aktualis koncentraciojat a vérben (plazméban),
illetve a kiilonbozd szervekben €s szovetekben, valamint a hatas helyén, a receptoroknal
vagy azok kornyezetében.

1.2. Farmakokinetikai paraméterek szerepe per os torténé gyogyszerbevitel
esetén: elso passzazs effektus, biologiai hasznosulas

A gybgyszerek adagolasa soran a leggyakoribb beviteli forma a szajon
keresztiil torténd (oralis, per os) adds, a gyogyszerek legnagyobb mennyiségben ilyen
médon keriilnek a szervezetiinkbe. A béltraktus felszivodasi és eliminacios
viszonyaitél, a mdaj raktdrozasi ¢€s biotranszformacids valamint exkrécios
tevékenységétdl €s kapacitasatol fiiggden a per os beadott gydgyszer mennyiségének
csak egy része, egy bizonyos hanyada éri el a véraramot, azaz az els@ passzadzs
effektustdl fliggéen kisebb vagy nagyobb mértékii farmakolégiai hatds, illetve
biologiai hasznosuléas varhato.

1.3. Fenolos karakterii vegyiiletek sorsa a gyomor-béltraktusban, a p-
nitrofenol (PNP), mint modellvegyiilet

Az értekezéssel kapcsolatos kisérletek sordan elsdsorban a szdjon keresztiil
torténd gyogyszerbevitellel 0sszefliggd kérdéseket vizsgaltuk, ezért olyan kisérleti
elrendezést allitottunk Ossze, illetve alkalmaztunk, amely lényegében ennek a
helyzetnek felel meg vagy ehhez nagyon hasonld. Az allatkisérletek soran egy in vivo
kipreparalt bélszakaszt perfundaltunk olyan fiziologias oldattal, amely kiilonbozo
koncentraci6ja PNP-t tartalmazott. A perfizios médiumbdl kiilonb6z6 idépontokban
mintakat vettiink és azokban meghataroztuk az anyavegyiilet és a metabolitok
koncentracidjat, illetve kiszamitottuk azok mennyiségét.

A p-nitrofenolt azért valasztottuk modellvegyiiletnek, mert szdmos farmakon és
xenobiotikum tartalmaz fenolos strukturat ¢s hidroxil csoportot, ezért ezek
metabolizmusa a p-nitrofenoléhoz hasonlo. Joggal feltételezhetd tehat, hogy a PNP
vizsgalataval kapott eredmények ¢és kovetkeztetések a hasonld struktirdji mas
vegyiiletekre és gyogyszerekre is érvényesek €s mértékadoak lehetnek. Tovabba a p-
nitrofenolrél ismert, hogy szinte kizarolag konjugacids reakciokkal metabolizalodik és
ezek révén két metabolit keletkezik: glukuronsavval torténd konjugacidval p-nitrofenol
glukuronid (PNP-G), szulfattal torténd konjugacioval pedig p-nitrofenol szulfat (PNP-
S). A két metabolit meghatirozdsasra ismert €s megbizhatd moddszerek allnak
rendelkezésre, ezeket bizonyos tekintetben magunk tovabb is fejlesztettik. A
glukuronid képzddését a glukuroniltranszferdz (UGT) katalizalja, hidrolizisében pedig a
béta-glukuroniddz  jatszik szerepet. A  szulfatképzést katalizdldo enzim a
szulfotranszferdz, a konjugatum hidrolizisében pedig pedig az arilszulfataz vesz részt.



1.4. A farmakokinetikai paramétereket befolyasolé vizsgalt tényezok:

Ismert, hogy farmakokinetikai paramétereket szamos tényezd befolyéasolja ezek
koziil harom olyat vizsgaltunk, amelyek mindegyike gyakorlati, farmakoterépias
szempontbol is fontos: (1) az alkalmazott gydgyszer mennyisége (ddzis), (2) a
patologias allapotok koziil a hiperglikémia, amely a diabétesz vezetd tiinete, (3)
valamint a vékonybél kiilonb6zd szegmenseinek a metabolikus aktivitasa.

1.4.1. A gyogyszer adagja (dozis)

A gyogyszerek dozisa a farmakologiaban az egyik legfontosabb paraméter,
alapvetden befolydsolja €s meghatarozza a farmakologiai és terapids hatasokat. A dozis
emelésével a farmakologiai hatds novelhetd, de a dozis valtozasaval természetesen a
farmakokinetikai paraméterek is jelentésen médosulhatnak. A gydgyszerhatas erdssége
adott korilmények mellett (felszivodas, eliminacio) az adagolds modjatol (p.o.; sc.; im.)
¢s az adag nagysagatol fligg.

A karrier-medialt transzportfolyamatok telithetdk, azaz a transzport maximum
(Tm) elérése utan mar nincs tovabbi ndvekedés a transzportban a dozis emelésével.
Lényegében ugyanez a helyzet az enzimreakcioknal is, a szaturdcidt kdvetéen nem
képzédik a dozis ndvelésével aranyosan tobb metabolit, kovetkezményként
ugrasszerien megemelkedik az anyavegyiilet koncentracioja, esetleg pregnansan
fokoz6d6d farmakolégiai hatdssal, néha pedig toxikologiai kovetkezményekkel is
szamolnunk kell. Tobbek kozott ezért is vizsgaltuk, hogy a PNP doézisdnak az
emelésével a vékonybél metabolikus aktivitasa (PNP-G és PNP-S megjelenése) és
intesztinalis eliminacidja hogyan valtozik, illetve milyen mértékben ndvelhetd.

1.4.2. Patologias valtozasok (hiperglikémia)

Patologias allapotok, kiilonboz6 betegségek is mdédosithatjak a farmakokinetikai
paramétereket €és a gydgyszerek eliminacidjat. Az értekezésben ismertetett kisérletek a
dibétesszel kapcsolatos egyik fO tiinet, a hiperglikémia hatdsanak a vizsgalatara
iranyultak. A diabétesz kronikus megbetegedés, amely egy komplex anyagcserezavart
jelent hormonalis, transzport és egyéb valtozdsokkal. Ennek egyik vezetd tiinete
kétségkiviil a magas vércukorszint, a hiperglikémia. A diabétesszel kapcsolatban ismert,
hogy ennek sordn a kiilonb6z0 vegyiiletek, de a gydgyszerek hatasa ¢és a
farmakokinetikdja is valtozhat. Azt a kérdést kivantuk vizsgalni, hogy az akutan, glukoz
infuzioval létrehozott hiperglikémia befolyasolja-e a biotranszformdacios folyamatokat,
konkrétan a PNP metabolizmusat a vékonybélben. Ez a kérdés, illetve ennek a
megkozelitése és vizsgalata akkor is érdekes, ha szem eldtt tartjuk azt a tényt, hogy a
hiperglikémia nem azonos minden tekintetben a klinikailag manifesztalodo
cukorbetegséggel, de még a streptozotocinnal (STZ) kivaltott experimentalis
diabétesszel sem.

1.4.3. Eltérések a gyogyszermetabolizmusban a vékonybél
kiilonb6z6 szakaszaiban

Bizonyos adatok arra utalnak, hogy a béltraktus kiilonb6z0 szakaszai eltérd
moédon vesznek részt nemcsak olyan fiziologias folyamatokban, mint a felszivddas,
hanem példaul differencidk figyelhetok meg a farmakonok intesztinalis eliminacidjaban
is. A kérdés gyakorlati jelentdségét még hangstulyosabba teszi az a tény, hogy



kiilonb6zd betegségek jellegzetesen vagy dontd mértékben érintik a gasztrointesztinalis
rendszer egyes szegmentumait, pl.: gyomor- vagy duodendlis fekély, enteritis, gyulladas
a vastagbélben (colitis ulcerosa, Crohn-betegség) stb. Bizonyos rezekcidos miitéti
eljarasoknal pedig egyes bélszakaszok keriilnek eltavolitasra, igy kiilonb6z6 funkciok
eshetnek ki vagy valtozhatnak meg. A kisérleteink soran azt a konkrét kérdést kivantuk
vizsgélni, hogy a vékonybél kiilonbdzé szegmensei (proximalis-, disztalis jejunum,
valamint a termindlis ileum) milyen mértékben vesznek részt a gyogyszerek

s

¢s a PNP-S megjelenésében a béllumenben a kiilonb6zd bél- szakaszok esetében.

2. Vizsgalati médszerek: Kisérleti modellek - Analitikai vizsgalatok
2.1. Kémiai anyagok, a mérésekhez hasznalt vegyszerek

A p-nitrofenolt, a metabolitjait (p-nitrofenol glukuronid €s szulfat), valamint a
hiperglikémia létrehozésahoz sziikséges glukozt a Sigma Aldrich cégtdl (Budapest)
szereztilk be. Az 0sszes tobbi vegyszer €s reagens analitikai vagy HPLC tisztasagu,
illetve mindségli volt. A bélperfuzidhoz hasznalt izotonias oldat a kovetkezd osszetételil
volt (mmol//1): NaCl 96,4; KC1 7,0; CaClL, 3,0; MgSO4 1,0; Natrium foszfat puffer (pH
7,4) 0,9; TRIS puffer (pH 7,4) 29,5; glukéz 14,0; mannitol 14,0.

2.2. Allatkisérletek: a vizsgalt bélszakaszok perfiziéja, a hiperglikémia
létrehozasa, az epefolyas vizsgalata

A vizsgalatokat 220-250 g-os him Wistar patkdnyokon végeztiik. Az éllatokat
uretannal (1,2 g/kg i.p.) narkotizaltuk. A hasfalat a kozépvonalban hosszanti irany
metszéssel felnyitottuk és a duodenum utdni jejundlis szegmentumot (proximalis
jejunum), egyes kisérletekben a disztalis jejunumot, illetve a termindlis ileumot
(valamennyi esetben kb. 10 cm hosszban) kaniildltuk in vivo. A szegmentalis
kiilonbségek vizsgalatdra iranyuld kisérletek kivételével valamennyi esetben a
duodenum utani (proximdlis jejunum) bélszakasz perfuzidja tortént. A béllument
atoblitettik meleg (37°C-os) izotonias oldattal a bélben 1évo taplalék maradvanyok
eltavolitasa céljabol, majd 4-5 ml levegd atfajasaval tliressé tettiik. A béllument ezt
kovetden 13 ml/min. sebességli izotonids médiummal perfundaltuk a kipreparalt
bélszegmentum két végébe helyezett kaniil segitségével recirkulacids modszerrel, az
PNP-t nem tartalmazd izotdnias oldattal perfundaltuk. A kaniildlt szegmentumbol
kifolyd perfuzios folyadékbol 250 pl-es mennyiségli mintdkat vettiink kiilonbozo
idépontokban. A kezdeti perfizids volumen 15 ml volt, a perfiiziéo 90 percig tartott. Az
allatokat és a perfuzids oldat homérsékletét 37°C-on tartottuk. A kisérleti allatok a
vizsgalat el6tt 16-20 o6raig ¢heztek, vizet azonban szabadon fogyaszthattak.

A hiperglikémia létrehozdsara a v. jugularisba kotott kaniilon keresztiil
gyorsabb elérése érdekében egy kezdeti gluk6z mennyiséget adtunk az allatoknak
intravénasan, ilymoédon a kivant magas vércukorszintet gyorsan el tudtuk érni, illetve a
gluk6z infuzidval a sziikséges iddtartamban fenn tudtuk tartani.

Az epefolyas vizsgalatira iranyulod kisérletekben az epevezetéket egy vékony
milanyagcsovel (PE-10) kaniilaltuk, amelyen keresztiil az epét folyamatosan (15 perces
periddusokban) gytijtottiik.



2.3. Miiszerek, analitikai eljarasok, meghatarozasok: vércukorszint mérés,
a PNP és a PNP metabolitok (PNP-G, PNP-S) szeparalasa és mérése

A meghatdrozasokhoz haszndlt HPLC -rendszer Varian 2010 pumpabol,
Rheodyne 7725 1 injektorbdl és UV-Detector 308 detektorbdl allt. Az adatok gytijtése és
integralasa Power Chrom 280 adat modul ¢és software segitségével tortént. Az
elvalasztasokhoz Nucleosil 100 C 5 forditott fazisu oszlopot (250 mm x 4,6 mm [.D.,
10 um részecske nagysag) hasznaltunk.

A mintak analizise és kvantifikdcidja (mennyiségi meghatarozasa) a korabbi
hasonld kisérleteink soran kifejlesztett és alkalmazott modszerekkel tortént. Roviden
Osszefoglalva: a mobil fazis metanolt €s desztillalt vizet tartalmazott (50:50, v/v %)
illetve 0,01 M tetrabutil-ammonium bromidot a PNP metabolitok meghatdrozdsara a
perfuzatumbol vett mintdkban. A mintdkat hitészekrényben (-20 °C) taroltuk, az
analizis eldtt a perfuzatumokat felraztuk és 3000 g-vel centrifugéaltuk 10 percig. Az
eluens aramladsi sebessége 1,2 ml/min. volt. A mintdkbol 20ul-t hasznaltunk a
detektalashoz, amely 290 nm-nél tortént, mert eldzetes mérések sordn ez a hullamhossz
bizonyult optimalisnak a PNP, a PNP-G ¢és a PNP-S egyidejii mérése szempontjabdl. Az
analizis el6tt a mintak hdmérséklete a szobahdmérséklettel azonos volt.

A vércukorszintet Accu-Chek® digitalis vércukor mérével (Roche) mértiik.

3. Szamitasok, statisztikai analizis

A PNP jelenlétét, illetve a PNP metabolitok megjelenését a béllumenben a mért
luminalis koncentracidjuk és az aktudlis perfizids volumen szorzatdval szamitottuk ki.

A metabolitok szepardldsa ¢s a mennyiségének a meghatarozésa a perfuzatumbol
vett mintakbol HPLC modszerrel tortént a metodikai fejezetben leirtaknak megfelelden.
Ezeknek a méréseknek az alapjdn szdmitottuk ki a metabolitok koncentraciojat a
perfizios oldatban. A perfiizios médium kezdeti volumene 15 ml volt, amely a perfizio
idOtartama alatt a mintavételek kovetkeztében csokkent, illetve a bél folyadekot
exkretdlo vagy felszivo tevékenysége révén is modosulhatott. Mindkét tényezd
figyelembevételével torténd korrekcid segitségével szamitottuk ki az aktualis perfizids
volument egy adott idOpontra vonatkozdlag. Az ilymédon meghatarozott volumen és a
mért koncentracid szorzataval pontosan ki tudtuk szdmitani a barmely idépontra vagy
id6étartamra vonatkozo luminalis megjelenését, illetve jelenlétét a metabolitoknak. Az
adatok az atlagértékeket ¢és az S.E.-t jelolik (n = a kisérletek, illetve a mérések szama).
A kumulativ lumindlis megjelenés egy adott idOtartamra vagy a kisérlet teljes idejére
(90 perc) vonatkoz6 Osszesitett értéket jelenti.

A szignifikanciat az egymintas Student-féle t-teszttel szamitottuk ki.

4. Eredmények

4.1. A vékonybél biotranszformacios tevékenysége: glukuronid (PNP-G) és
szulfat (PNP-S) képzés a p-nitrofenol (PNP) perfuzioja soran

Korabbi vizsgélatok kimutattdk, hogy tengerimalac vékonybélben a PNP
luminalis perfuzidja soran viszonylag gyorsan €s nagy mennyiségben megjelennek a
metabolitok (PNP-G, PNP-S) a bél biotranszformacios aktivitisa kovetkeztében.
Tengerimalac esetén a meghatdroz6 metabolit a szulfat konjugatum volt, melynek a



mennyisége 90 perc alatt az alkalmazott PNP-nek mintegy 50 %-at tette ki az 500 uM-

crocr

4.1.1. Metabolitok megjelenése a vékonybélben kiilonb6zo
koncentracioju PNP intesztinalis perfuzioja esetén: a dozis - fiiggés
vizsgalata

Jelen kisérlet sorozatban, patkanyban vizsgaltuk a PNP intesztinalis
metabolizmusat kiilonb6z6 koncentracioja (20-100-500-1000 pM) PNP lumindlis
perfuzoja esetén és azt tapasztaltuk, hogy a PNP-metabolitok ez esetben is megjelentek
a béllumenben. Erdekes modon patkdnyban azonban a tengerimalacnal megfigyelt
valtozasokkal ellentétben a glukuronid konjugatum jelent meg nagyobb mértékben a
vékonybél lumenében ¢és csak joval kisebb ardnyban tudtuk kimutatni a szulfat
konjugatumot. Masok is taldltak eltéréseket a metabolikus reakcidokban, példaul az
UDP-glukuroniltranszferaz aktivitasban kiilonbozd allatfajoknal.

A kisérleti adatok egyértelmiien mutatjak, hogy a PNP mennyisége
folyamatosan €s gyorsan esett a perfuzidos médiumban, a kisérleti periodus végére a PNP
kezdeti mennyiségének mar csak mintegy 10-15 %-a volt kimutathaté a perfizios
folyadékban. Ezzel szemben megjelent a glukuronid metabolit, amely folyamatosan
emelkedd tendenciat mutatva a kisérlet végére az indulo6 PNP mennyiség 21,4; 16,1;
5,66 illetve 3,33 %e-at tette ki a 20, 100, 500 és az 1000 pM-.0s PNP koncentracioju
izotonids oldat perfuzidja esetén. Ezek az adatok egyrészt azt mutatjak, hogy a PNP
koncentracidjanak az emelésével a perfuzios oldatban a PNP-G képzddés fokozatosan
nott ugyan, de nem olyan aranyban, mint ahogy a dozist noveltiikk, az indul6 PNP
mennyiség szazalékaban kifejezett értékek ugyanis egyre kisebbek lettek, ami
egyértelmilien a szaturaciora utal.
konjugatum alig volt kimutathaté a vékonybél lumenében, de a magasabb PNP
koncentraciok (500-1000 uM) esetén is csak egy toredéke volt ez az érték a glukuronid
konjugatuménak és Gsszességeben is kevesebb, mint 1 %-a volt az alkalmazott PNP
mennyiségének.

A PNP-G luminalis megjelenése novekedett a PNP dozisdnak az emelésével,
azonban a ndvekedés mértéke egyre kevésbé volt pregnans, azaz szaturdcid irdnyaba
tendalt: pl.: az 5-szor magasabb PNP koncentracio (100 uM) 3,8-szeres novekedést
produkalt a 20 pM-os koncentracional mért 90 perces értékhez viszonyitva, tovabbi 5-
sz0ros PNP dozis emelés (100-r6l 500uM-ra) 76%-os fokozodast mutatott, majd a PNP
dozisdnak a duplazasa (500-r61 1000 pM-ra) mar csak 15 %-al emelte a PNP-G
lumindlis megjelenését. Ezek az adatok egyértelmiien jelzik a PNP intesztindlis
glukuronidacidjanak és a PNP-G lumindlis megjelenési folyamatanak a telithetoségét,
illetve a tendalast a szaturdcio iranyaba.

4.1.2. A hiperglikémia hatasa a PNP metabolizmusara a vékonybélben

A 10 %-os glukéz koncentracidju infuzid jelentds emelkedést hozott 1étre a
vércukorszintben, amely kb. 2 o6ra alatt 4llandosult és mintegy 300 mg/dl értéket ért el,
ami 17 mM-nak felel meg. A 20 %-os, illetve a 30 %-os glukdz infizid természetesen
még magasabbra emelte a vércukorszintet nagyjabdl az infundalt mennyiséggel
aranyosan. A 20 %-os glukdz infuzidjaval kivaltott vércukorszint nagysagrendileg kb.



megfelel a patkdnynal streptozotocinnal (STZ) létrehozott experimentélis diabéteszben
mért értékeknek: 300-600 mg/dl (17-34 mM).

A hiperglikémia, mint a diabétesz egyik vezetd tlinete Onmagaban is képes
létrehozni bizonyos valtozasokat az egyes szervekben €s transzport folyamatokban. A
glukéz infazioval kivaltott hiperglikémia a vércukorszint emelkedésével nagyjabol
parhuzamosan novelte az epében a glukodz koncentraciot és ezzel ellentétes irdnyban
befolyésolta az epefolyast.

Az adatok egyértelmiien mutatjadk, hogy az epefolyds a hiperglikémias
allatokban csokkent. A valtozds a vércukorszint emelkedéssel ellentétes irdnyu és
nagyjabol aranyos a hiperglikémia mértékével, de a 20 és 30 %-os glukdz infizid soran
mért értékek mar nem mutatnak jelentds eltérést egymastol.

A PNP-G luminalis megjelenésében a 15 perces érték kivételével nem volt
szignifikans kiilonbség a kontroll és a hiperglikémids patkanyok kozott, mas szoval a
hiperglikémia a vékonybél glukuronidacios aktivitasat lényegesen nem befolyésolta.

A PNP-S megjelenése lényegesen alacsonyabb szintli volt, mint a PNP-G-¢,
azonban a hiperglikémia a szulfait konjugidtum megjelenését a vékonybélben
szignifikdnsan megnovelte valamennyi vizsgalt idépont esetén.

A metabolitok Osszesitett adataibdl egyértelmiien kiolvashato, hogy a 15 perces
érték kivételével nem volt kiilonbség a két csoport adatai kozott, azaz, hogy a
hiperglikémia hatasara az 0ssz-metabolitok lumindlis megjelenése nem valtozott. Ez
dontden azzal magyarazhato, hogy a metabolitok zomét a PNP-G adta, emellett szinte
eltorpiil a PNP-S értéke, amelynek a valtozasa ezért nem tudta modositani a lényegesen
nagyobb mennyiségben megjelend PNP-G-nél megfigyelt tendenciat, amely nem
mutatott Iényeges eltérést hiperglikémia hatésara.

4.1.3. Eltérések a kiillonbo6zo bélszakaszok biotranszformacios
aktivitasaban

Ebben a kisérletsorozatban a proximalis jejunum, a disztilis jejunum ¢€s a
terminalis ileum biotranszformacids aktivitdsat vizsgaltuk, illetve hasonlitottuk Ossze
abbol a célbol, hogy van-e kiilonbség a PNP metabolizmusdban az egyes bélszakaszok
kozott.

A dominans metabolit az alacsonyabb PNP dézisokndl a PNP-G volt, a PNP-S
lényegesen kisebb mennyiségben jelent meg a kiilonboz6 bélszakaszok lumenében. Egy
hatarozott és egyértelmii csokkend tendencia figyelhetd meg a PNP-G lumindlis
megjelenésében a vékonybél proximalis szakaszatol a disztalis szegmentumok iranyaba
haladva. Erdekes médon a PNP-S esetében inkibb egy enyhe emelkedés lathato
ugyanebben az iranyban.
tendenciat figyelhetiink meg a PNP metabolitok luminalis megjelenésében: példaul a
terminalis ileumban a proximalis jejunumban mért PNP-G mennyiségének csak mintegy
23 %-a volt kimutathat6. Nem volt azonban csokkenés észlelhetd a PNP-S esetében a
veékonybél kiilonbozd szegmentjeiben proximalistol disztalis irdnyba haladva az 500
pM-os PNP perfuzidja soran.

Az 1000 puM-os PNP perfuzidja soran is a proximalis jejunumban mértiik a
legnagyobb PNP-G koncentraciot, ez a metabolit a disztalis jejunumban és a terminalis
ileumban Iényegesen kisebb mértékben jelent meg. Ha a proximalis jejunumban mért
PNP-G mennyiséget (525 nmol) 0Osszevetjik a 10-szer alacsonyabb PNP-
koncentracional (100 uM) kapott értékkel (242 nmol PNP-G), akkor megallapithatjuk,
hogy a 10 x magasabb d6zisi PNP-nél csak mintegy 2,2-szeres novekedést latunk a



glukuronid képzésben, ami arra utal, hogy a PNP-G luminalis megjelenése
szubsztratkoncentraci6 fliggd, de szaturaciot mutat.

A PNP-S kumulativ megjelenése valamennyi vizsgéalt szegmentumban
lényegesen alacsonyabb volt, mint a PNP-G-¢é. A PNP-G-n¢l megfigyelhet6 szaturacios
tendencia lényegében a szulfat konjugatumnal is megfigyelhetd volt. A glukuronidacids
aktivitds csokkenésével szemben azonban a szulfatképzés nem bizonyult
alacsonyabbnak, s6t egy enyhe emelkedés volt inkabb detektalhat6 a PNP-S-nek a
béllumenben valé megjelenését illetben a proximalistdl a disztalis irdnyba haladva: a
PNP-S luminalis megjelenése a disztalis szegmentumokban (disztalis jejunum ¢és
terminalis ileum) magasabb, egyes esetekben statisztikailag is kimutathatdan nagyobb
volt, mint a proximalis jejunumban.

5. Megbeszélés - Kovetkeztetések

Az értekezésben bemutatott vizsgalatok a farmakokinetika jelentdségével,
pontosabban a farmakokinetikai paramétereket befolyasoldé néhany tényezdvel
foglalkoznak.

Napjainkban a részben anyagi szempontokat is szem eldtt tartd megfontolasok
kovetkeztében egyre inkdbb eldtérbe keriil a generikumok alkalmazasa. Ez a korilmény
aktudlisan még hangsulyosabba teszi a farmakokinetikai paraméterek jelentdségét és az
azokat befolydsolo tényezdk vizsgalatat.

A farmakokinetika egyes 1épéseit szamos tényezd befolyasolhatja, példaul faji,
genetikai kiilonbségek, eltérések a kisérleti allatok ¢és az embernél megfigyelt
reakcidkban (pl. metabolizmus), betegségekbdl, karos behatasokbol adodéd differenciak
azoknak a szerveknek a miikodésében, amelyek a gydgyszerek transzport folyamataiban
¢s a biotranszformacidjukban fontosak.

A farmakokinetikai valtozasokat tekintve gyakorlati és klinikai szempontbol is
nagyon jelentdsek a patologias valtozasok vagy a kiilonb6zo betegségek, végiil, de nem
utols6 sorban egyéb xenobiotikumok jelenléte, mas gyodgyszerek egyideji adasa. A
gyogyszereléssel kapcsolatban tobb szempont is felmeriilhet, illetve fontos lehet, pl. a
gyogyszerek adagja (dozis), gyogyszeres interakciok (példaul enzimindukcio,
enzimgatlas) lényegesen moddosithatjdk a farmakokinetikai paramétereket. Az
értekezésben targyalt kisérletek a farmakokinetikat befolyasold tényezdk koziil harom,
mind elméleti, mind gyakorlati (klinikai) szempontbdl is fontos tényezdvel
foglalkoztak, nevezetesen a dozirozas, a patologias valtozasok, illetve a vékonybél
kiilonb6zd szegmentumainak a szerepét és relativ jelent0ségét vizsgaltuk.

A béltraktus ilyen iranya tevékenységére azért esett a valasztasunk, mert bar
altalanosan ismert €s elfogadott, hogy a testidegen anyagok metabolizmusaban ¢és
exkrécidjaban a majnak €s a vesének kiemelkedd szerepe van, az utdbbi idOben egyre
tobb olyan adat keriilt nyilvanossagra, amelyek a farmakonok eliminacioja
szempontjabol mas szervek fontossagara is felhivjadk a figyelmet. Ezek az adatok
utalnak példaul a bélrendszer szerepére is az extrahepatikus metabolizmust illetden. A
bélben képzddott metabolitok altaldban polarosabbak és vizoldékonyabbak az
anyavegyliiletekn¢l, biologiai ¢és farmakoldgiai aktivitasuk pedig rendszerint
alacsonyabb azokénal. A bélhamsejtek az altaluk képzett metabolitokat képesek gyorsan
¢s hatékonyan exkretdlni, azaz visszajuttatni a béltraktus lumenébe, megteremtve ezzel
annak a lehetdségét, hogy a kémiai atalakulasbol szarmazo produktumok (metabolitok)
a széklettel elhagyjdk a szervezetet, mas szoval eliminaldédjanak. A vékonybél
elimindcids tevékenységének az ad kiilonleges jelentdséget, hogy a szdjon keresztiil



bevett xenobiotikumok eldszor a bélcsatornat érik el. Csak azok a molekulak juthatnak a
felszivodast kovetden valtozatlan formaban a majba, illetve a szisztémas keringésbe,
amelyek a bélben nem metabolizalodtak és nem exkretdlodtak a béllumenbe. Ez az oka
annak, hogy a per os adott gyogyszerek biologiai hasznosithatésaganak a bél ezen
tevékenysége az egyik legfontosabb tényezdje.

A vékonybél metabolizald ¢és exkrécios tevékenysége rendkiviill sokrétli, a
biotranszformacioban a mdajhoz hasonldoan a bélben is szamos reakciotipus jatszik
szerepet. Az intesztinalis metabolizmusban fontos helyet foglalnak el a konjugacids
jellegli atalakuldsok, melyek sordn a gyogyszerek egy, a szervezetiinkben jelenlévd
(endogén) vegyiilettel vagy csoporttal (pl. glukuronsav, glutation, aminosavak, szulfat,
metil, acetil stb.) kapcsolddnak Ossze. Az értekezésben bemutatott kisérletekben a
glukuronsavval €s a szulfattal torténd konjugaciot, azaz a glukuronid €s a szulfat képzés
jelentéségét vizsgaltuk a xenobiotikumok intesztinalis elimindciojaban.

A p-nitrofenolt modellvegytiletként hasznaltuk, amelyrdl ismert, hogy szinte
kizarolag a fenti konjugacids reakciokkal metabolizalodik, ezért optimalis az ilyen
iranyt vizsgalatokban szubsztratként torténd alkalmazasa. Tovéabbi elony, hogy a
metabolitok (PNP-G, PNP-S) meghatdrozasara pontos €s megbizhatdé modszerek allnak
a rendelkezésiinkre. A PNP in vivo lumindlis perfuzidja a vékonybélben pedig olyan
kisérleti elrendezést jelent, amely Iényegében megfelel a per os torténd
gyogyszeradasnak, ezt kovetéen ugyanis a gyogyszer molekuldk ugyancsak a
vékonybélbe keriilnek.

A PNP kiilonbozé ddzisban (koncentracidban) torténd perfiizidja soran kapott
eredményekbdl megallapithatdo, hogy patkanyban viszonylag gyorsan megjelentek a
vékonybélben a PNP-metabolitok, éspedig dontd mértékben glukuronid formdjaban
(PNP-QG), a szulfat (PNP-S) ennél 1ényegesen kisebb mértékben volt kimutathato. Ez a
megallapitas eltér a tengerimalacnal észlelt eredményektdl tobb szempontbol is.
Irodalmi adatok és korabbi sajat kisérletek is azt mutatjadk, hogy tengerimalacnal a
biotranszformacié mértéke joval nagyobb mértékli ¢s a dontd metabolit a PNP-S. A
kiilonbség oka nem kelléen ismert, a mennyiségi ¢s a mindségi differenciat esetleg
magyarazhatja a speciesek kozotti eltérés a taplalkozasban, illetve a kiilonbség az
elfogyasztott taplalékok Osszetételében. A dozis-fiiggd valtozasok vizsgalata soran azt
talaltuk, hogy a PNP mennyisége folyamatosan €s gyorsan esett a perfuzidos médiumban,
a kisérleti periddus (90 perc) végére a kiindulo PNP mennyiségének mar csak mintegy
10-15 szazaléka volt kimutathatd. A bélben megjelent glukuronid metabolit
folyamatosan emelkedd tendenciat mutatott ugyan, de az egyes, novekvé dozisoknal
mért értékek Gsszehasonlitasa sordn azt tapasztaltuk, hogy a PNP-G képzddés nem a
doézisndvelés aranyaban fokozodott, az induldé PNP mennyiség szdzal¢kaban kifejezett
adatok ugyanis egyre kisebbek lettek, ami egyértelmiien szaturaciora utal.

A diabétesz hatterében alapvetéen hormondlis valtozasok (inzulin, glukagon)
allnak és az egyik vezetd tiinet a magas vércukorszint, a hiperglikémia. Viszonylag
kevesebb informaci6 all rendelkezésre a xenobiotikumok metabolizmusira és
exkrécidjara vonatkozélag a diabétesszel, még kevesebb a hiperglikémidval
kapcsolatban. Az értekezés egy részét képezd kisérletekben ezért a hiperglikémia
hatasat vizsgaltuk annak a tudatiban, hogy a hiperglikémia ugyan az egyik vezeto,
kardinalis tiinete a diabétesznek, de természetesen nem azonos vele. Alapvetd
kiilonbség tobbek kozott, hogy a diabétesz egy kronikus betegség bizonyos patoldgiai
valtozasokkal és kompenzatdrikus reakcidkkal, a hiperglikémia pedig csak egy tiinet és
a bemutatott kisérletekben egy akutan létrehozott ¢és fenntartott allapot. Mindezzel
egyltt is érdekes lehet, hogy egy-egy kardindlis tiinet vagy eltérés a diabéteszben
onmagaban is képes-e kivaltani bizonyos valtozdsokat és hogy ezek mennyiben
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azonosak a diabéteszben 1étrejové miikodési zavarokkal. Az értekezésben demonstralt
kisérleti adatok azt mutatjak, hogy az epében mért gluk6z koncentraciok gyakorlatilag
parhuzamosan valtoztak a vércukorszinttel. Hasonld tendencidju parallelitds volt
megfigyelhetd az epefolydsndl is csak éppen ellenkezé eldjellel, azaz a magas
vércukorszintnél, illetve az epe emelkedett gluk6z koncentracioja esetén alacsonyabb
epefolyasi értékeket mértiink, azaz a depressziv (kolesztatikus) hatds kovetkeztében
csokkent az epefolyas.

A PNP-G luminalis megjelenésében egyetlen idépont (15 perc) kivételével nem
¢szleltliink szignifikans kiilonbséget a kontroll és a hiperglikémias patkdnyok adatai
kozott, ez azt jelenti, hogy a vékonybél glukuronidacios aktivitdsat a hiperglikémia
lényegesen nem befolyasolta. Erdekes modon a béllumenben kisebb mértékben
kimutathatd PNP-S mennyiségét a hiperglikémia szignifikdnsan fokozta. Minthogy a
metabolitok zomét azonban a PNP-G adta, a metabolitok 6ssz-megjelenése (PNP-G +
PNP-S) a vékonybél lumenében patkanyban nem valtozott szamottevéen hiperglikémia
hataséara. A streptozotocinnal kivaltott kisérletes diabéteszben sajat vizsgalataink szerint
a PNP-S a hiperglikémias patkdnyokban megfigyeltekhez hasonld tendenciaji, de
kisebb mértékii emelkedd tendenciat mutatott,a valtozas azonban nem volt szignifikans.
A PNP-G luminalis megjelenése azonban STZ el0kezelést kovetden ndtt, azaz eltéréen
valtozott, mint a hiperglikémias allatokban. A kiilonbségek okat és magyarazatat nem
ismerjik, differencidk lehetnek a hormonszintekben (inzulin, glukagon stb.), feltehetéen
a STZ beadasa utan eltelt hosszabb 1d6 alatt bizonyos kompenzacidés mechanizmusok is
létrejohetnek, illetve egyéb faktorok is feleldsek lehetnek az eltérésekért. Mindenesetre
kisérleti adataink alapjan megallapithatdo, hogy maga a hiperglikémia is Iétrehozhat
bizonyos valtozasokat a xenobiotikumok eliminiciojaban, de eltérések taldlhatok mas
transzportfolyamatokban, példdul a vékonybélben torténd -cukorfelszivodasban is
hiperglikémia hatésara.

Az egyes bélszakaszoknal kapott kisérleti eredmények egyértelmiien
demonstraljdk a csokkend glukuronid képzd aktivitast a vékonybél proximalis
szakaszatol (proximalis jejunum) a disztalis iranyba (terminalis ileum) haladva. Az els6
¢s masodik fazisi metabolikus reakcidknal kiilonb6z6 modellvegyiiletek esetén a
gyomortdl a vastagb¢l iranyaba haladva csokkend tendenciat mas szerzok is leirtak. A
glukuronid képzés csokkenésével szemben a szulfat konjugacido nem volt alacsonyabb,
sOt inkabb egy enyhe emelkedést észleltink a PNP-S-nek a vékonybél lumenében
torténd megjelenését illetéen a proximalistol a disztalis irdnyba haladva, ami azt jelenti,
hogy a disztalis szegmentumokban (disztalis jejunum ¢és termindlis ileum) a PNP-S
lumindlis megjelenése magasabb volt, mint a proximalis jejunumban.

6. Osszefoglalas és 1ij eredmények

1. Kisérleti eredményeink egyértelmiien mutatajak, hogy a farmakonok eliminaci6jaban a
vékonybélnek is fontos szerepe van a per os adott gyogyszerek esetében.

2. A modellvegyiiletként luminélisan perfundalt PNP-t a vékonybél gyorsan és hatékonyan
metabolizalja, a metabolitok megjelennek és kimutathatok a vékonybél lumenében.

3. A PNP esetében patkdnyban a f6 metabolit a PNP-G, ennél sokkal kisebb mértékben
jelenik meg a béllumenben a PNP-S.

4. A PNP-G béllumenben torténd megjelenése a proximalis jejunumban dozisfiiggd, de a
folyamat szaturacio felé tendal.

11



5. A diabétesz egyik f0 tiinetét reprezentdlod hiperglikémia dnmagdban is produkal fontos
valtozasokat, pédaul csokkenti az epefolyast, noveli a PNP-S luminalis megjelenését, de
nem valtoztatja meg lényegesen a PNP glukuronidaciojat és az Ossz-metabolitok
luminélis megjelenését.

6. A PNP-G dozisfiiggd megjelenése €s a szaturdcios tendencia nemcsak a vékonybél
proximalis szakaszaban, de a disztalisabb szegmentumokban (disztalis jejunum,
terminalis ileum) is megfigyelhetd.

7. Egyértelmii gradiens mutathatd ki a PNP-G intesztindlis eliminaciojdban a vékonybél
proximalis szakaszatol a disztalis iranyba haladva. A PNP-G luminalis megjelenése
ebben az iranyban kifejezetten csokken.

8. A PNP-S luminalis megjelenése a PNP-G-vel ellentétben nem csokken, a vékonybélben
proximalis-disztalis irdnyba haladva, s6t ebben inkabb egy enyhe emelkedést észleltiink:
a disztalis vékonybél szegmentumokban (disztalis jejunum, terminalis ileum) a PNP-S
nagyobb mennyiségben volt jelen, mint a proximalis jejunumban.

A fentiekben Osszefoglalt eredmények egyértelmtien jelzik, illetve megerdsitik
azt az allaspontot, mely szerint a farmakonok eliminacidjaban a béltraktus is nagyon
fontos szerepet jatszhat. Ennek kiilonleges jelentdsége elsdsorban természetesen a
gyogyszerek per os torténd bevitele esetén van, ilyenkor ugyanis ezek a folyamatok az
elsd passzazs effektus, illetve a biologiai hasznosithatosag dontd tényezdi lehetnek,
masszoval a korrekt dozirozds szempontjabol alapvetéen fontos az ismeretiik és a
figyelembevételilk. A folyamatok hatterének €s a valtozasok mechanizmusanak a
részletesebb analizise valamint egyéb faktorok szerepének a tisztazasa tovabbi
vizsgalatokat igényel.

7. Koszonetnyilvanitas

Koszonettel tartozom Dr. Fischer Emil egyetemi tandrnak, program- ¢€s
témavezetOmnek, aki mindvégig tamogatott és stimuldlt a PhD munkdm sorén.
Tanécsai, Gtmutatasa, tlirelmes és segitOkész hozzaallasa alapvetden hozzajarult ahhoz,
hogy az értekezésben bemutatott kisérleteket eredményesen elvégezhettem és az
adatokat az értekezésben 0sszefoglalhattam.

Ko6szondm Dr. Bartho Lorand és Dr. Pintér Erika egyetemi tanaroknak, a
Farmakologiai és Farmakoterapiai Intézet, valamint a Gydgyszertudomanyi Doktori
Iskola vezetdinek, hogy lehetdvé tették szamomra a kisérletes munka elvégzését és a
Doktori Iskola keretein beliili tevékenységet.

Koszonetemet szeretném kifejezni Reiszné Horvath Maria asszisztensndnek,
akitol nem csak az allatkisérletek kivitelezésében, de az értekezés Osszeallitasanak a
technikai vonatkozasaiban is rendkiviili értékes segitséget kaptam.

Ko6szonom Kovacs Péter informatikusnak az értekezés dsszeallitasdban nytjtott
értékes technikai segitségét.

Végiil, de nem utolsdsorban megkdszonom feleségemnek ¢s csaladomnak,
hogy mindvégig kitart6 tamogatasban részesitettek.
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