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BEVEZETES

Vékonybél szerepe a xenobiotikumok eliminaciojaban

A vékonybél funkciondlisan alkalmas a tapanyagok, viz és kiilonbozé xenobiotikumok
elészor a gyomor-bél traktusba, a vena portae-n keresztiil a majba, majd a vena hepatica-n
keresztiil a hatas helyére jutnak vagy kivalasztodhatnak az epébe, illetve a bélbe, ahonnan ismét
felszivodhatnak vagy eliminalodhatnak. EI6bbi folyamatot nevezziik enetrohepatikus
korforgasnak. A folyamat soran az adott xenobiotikum atalakulhat, csokkentve igy egy adott
gyogyszer oralis biohasznosuldsat. Ugyan a madjat tekintjiik a f6 metabolizald szervnek,
azonban a vékonybél feliiletét alkotd enterocitdkban is szdmos fazis 1., fazis II. enzim és
transzporter expresszalodik. Az expresszalodd enzimcsalddok koziil a legfontosabbak:
citokrom P450, UDP-gliikuronil-transzferdz, szulfotranszferaz, glutation-S-transzferaz,
acetiltranszferaz, valamint kiilonb6z6 peptidazok is expresszalodnak. Transzporterek
szempontjabol az enerocitak apikalis (béllumen fel6li) oldalan expresszalodo P-gp, BCPR, és

az MRP2 transzporterek vesznek részt az enterocitdkban keletkezd vagy a vérdram utjan

crer

Paracetamol

Az altalunk vizsgalt paracetamol egy mérsékelten vizoldékony gyenge sav (pKa= 9,3-9,7),
passziv diffuzioval szivodik fel a vékonybélbdl - leginkabb a duodenumbol és a jejunumbol. A
felszivodott paracetamol hepatikusan és extrahepatikusan is metabolizalodik. Legnagyobb
részben kapcsolodik UDP-gliikuronsavval és paracetamol B-D-glikkuronid keletkezik (50-
70%). Kisebb részben (25-35%) szulfatalodik 3’-foszfoadenozin-5’-foszfoszulfat (PAPS)
segitségével, amely reakcid a szulfotranszferaz enzimcsaldd altal katalizalt reakci6. A
paracetamol metabolizmusanak masik lehetséges iranya (5-15%) a CYP 450 enzimek altal
katalizalt oxidativ atalakulas, amely soran reaktiv N-acetil-para-benzokinon-imin (NAPQI)
képzddik. Kimutattak, hogy a CYP enzimek mellett a paracetamol oxidaciojaban peroxidazok,
példaul COX enzim is részt vesz. Amennyiben elegendd mennyiségii glutation van jelen a
szervezetben, a NAPQI a glutationnal val6é konjugacioja soran detoxikalodik. A glutation-
konjugatum a vesébe keriil és degradalodik cisztein-konjugatumma a y-glutamil-transzferaz
(yGT) és a ciszteinil-glicin-dipeptidaz enzimek segitségével. Ezt kovetden acetilalodik az N-

acetil-transzferaz enzim (NAT) altal és a vizelettel {iril.



A vesében keletkezett paracetamol-cisztein-konjugatum visszaszivodhat a vese tubularis
lumenébdl a keringésbe, eljuthat a majba, ahol egy részét az N-acetil-transzferaz acetilalja, igy
paracetamol-merkapturat keletkezik. Az igy keletkez6 két metabolit az epébe valasztodik ki és
igy a bélbe jut, de visszakeriilhet a keringésbe, bekeriilhet a vesébe, igy a vizelettel {iriilhet ki.

A yGT ¢és a dipeptidazok (DP) az epevezetékben és a béllumenben is eléfordulnak, igy a

cisztein-konjugatum ezeken a helyeken is kialakulhat.

Kisérletes diabétesz és az oxidativ stressz

Szamos faktor befolyasolhatja a gyogyszervegyiiletek metabolizmusat, példaul a vegyiilet
fizikai-kémiai tulajdonsagai vagy a szervezet patologias allapota (hormonalis tényezok,
diabétesz mellitusz). A diabétesz mellitusz olyan endokrin anyagcserezavar, amely a vilag
lakossagdnak jelentds hdnyadat érinti és napjainkban egyre ndvekvd tendenciat mutat. A
vagy karosoddsa és a sejtek csokkent érzékenysége okoz. Ezen feliil egyéb élettani ¢és
metabolikus funkciok is megvaltoznak, amelyekben a szénhidrat-, a fehérje- és a zsiranyagcsere

is érintett, valamint valtozik a xenobiotikumok farmakokinetikéja és farmakodinamidja is.

A diabétesz kutatasaban a szamos in vitro mddszer ellenére a ragesalomodellek alkalmazasa a
legelterjedtebb kisérleti modszer. Doktori munkdm soran a kisérletes diabétesz kémiailag
indukalva, streptozotocin (STZ) alkalmazasaval lett kivaltva. A streptozotocin gliikézamin
nitrozurea tipust antibiotikum, amely szelektiven a hasnyalmirigy B-sejtjeinek pusztulasat
okozza, amely tulajdonsaga alkalmassa teszi kiilonboz6 kezelési protokollok alkalmazasaval

kisérletes diabétesz mas-mas formainak kivaltasara.

Koros allapotok, példaul az elhtizodo hiperglikémia és a kialakuldo diabétesz mellitusz
befolyésolhatjak a xenobiotikumok anyagcseréjét €s képesek a reaktiv oxigéngyokok (ROS) és
ezaltal a szabad gyokok szintjének emelkedését okozni, amely oxidativ stresszhez vezet. Ezek
a reaktiv oxigéngyokok, szabad gyokok és endogén vegyiiletek a glutationnal vald
konjugécioval is eliminalddnak, ami spontan és enzimatikusan is el6fordulhat a glutation-S-
transzferdz enzim altal, hozzajarulva a glutation és a sejtekben 1évd cisztein-szint
csokkenéséhez, tovabb gyengitve a szervezet védekezd antioxidans rendszerét. Az oxidativ
stressz pedig jelentOs szerepet jatszik a diabétesz mellitusz mindkét tipusanak és a kapcsolddo
mikro- és makrovaszkularis sz6védményeknek, mint példaul a retinopatianak, a nefropatianak,

a neuropatianak és az endothel diszfunkcioknak a kialakulasaban.



CELKITUZESEK

crer

vékonybélben kontroll és diabéteszes allatokon. A vékonybél metabolizmusban betoltott
szerepére kiilondsen patologias allapotokban, esetiinkben diabéteszben, kevés irodalmi adat all

rendelkezésre. Ezért fontosnak tartjuk azokat a vizsgalatokat, amelyek a betegség hatdsara

crer

Osszefoglalva, az alabbi célkitiizéseket fogalmaztuk meg:

1. Forditott fazisi HPLC UV-Vis analitikai modszer fejlesztése a paracetamol ¢és
metabolitjainak azonositasara és mennyiségi meghatarozasara patkany vékonybél-
perfuzatumban.

2. A vékonybél first-pass effektusban betdltott szerepének, valamint a vékonybélfalon
keresztiil torténd abszorpcio kapacitasanak vizsgalata in vivo allatkisérletekben 250 és
500 uM paracetamol intesztinalis perfazio soran.

3. A kisérletes diabétesz hatdsanak vizsgalata a vékonybél abszorpcids és eliminacids
tevékenységére in vivo allatkisérletekben.

4. Paracetamol metabolizmusaban résztvevd enzimek (CYP3A4, CYP2E1l, COX)
aktivitdsanak meghatarozasa kontroll és kisérletes diabéteszes patkany vékonybél-
homogenizatumban.

5. Oxidalt és redukalt glutation, valamint cisztein mennyiségének meghatarozasa kontroll
és kisérletes diabéteszes vékonybél-homogenizatumban forditott fazist HPLC UV-Vis

modszerrel.

VIZSGALATI MODSZEREK

Kisérleti elrendezés

Az allatkisérleteinket 240-300 g sulyt, him Wistar patkanyokon (Toxi-Coop Zrt, Budapest)
végeztik. Az allatokat a kisérlet megkezdése eldtt uretdnnal (izotonids sooldatban oldva)
narkotizaltuk (1,2 g/kg, i.p.). A hasfalat a k6zépvonal mentén felnyitottuk, majd a jejunalis
szegmentum kb. 10 cm hosszu szakasza lett kaniilalva. A vékonybél metabolizmusban betoltott
szerepének vizsgalata érdekében az epevezeték is kaniilalasra keriilt. Ezt kovetéen a vékonybél
kantilalt szakasza 37 °C-ra melegitett izotonias sooldattal lett 4toblitve, hogy megtisztitsuk a
taplalék maradvanyoktol. Az izotonias oldat maradékat 4-5 ml levegd befuvasaval tavolitottuk

el.



A behelyezett kanilokon keresztiil, recirkulacios modszert alkalmazva, a béllumenen
ataramoltattuk az izotonias perfuzios oldatot, ami 250 puM, illetve 500 pM paracetamolt
tartalmazott. Az oldat aramlasi sebessége 12 ml/perc volt. A kezdeti perfuziés volumen 16,5
ml, a vizsgalat idétartama 90 perc volt. Az izolalt bélszakaszbol kidramlé perfuzios médiumbol
meghatarozott idépontokban 250 pl mintat gyijtottiink. A kisérlet alatt biztositottuk a normal
¢lettani funkciohoz sziikséges koriilményeket, az allatok és a perfuzios médium homérsékletét

37 °C-on tartottuk. Csoportonként 5 allatot vizsgaltunk.

A Kkisérletes diabéteszt 0,1 M citrat pufferben (pH 4,0) frissen oldott STZ 65 mg/kg i.v.
beadasaval valtottuk ki. A kisérleteket az STZ-vel kezelt csoportban a beadéasat kovetd 7. napon

végeztiik, 12 oras éheztetést kovetden. A vércukorszintet, illetve a hiperglikémia (>20 mmol/Il

patkanyban) kialakulasat Accu-Chek® (Roche) digitalis vércukorszintmérével ellendriztiik.

A kisérlet befejeztével az allatokat tlaltattuk uretannal és tovabbi vizsgdlatok elvégzése
céljabol egyes szerveket eltavolitottuk (maj, vese, vékonybél). A mintakat ezutan
ultramélyhiitében (-70 °C) taroltuk.

Az allatkisérleteket a 40/2013. (II. 14.) szamu kormanyrendeletben leirtak betartasaval, a Pécsi
Tudomanyegyetem Allatjoléti Bizottsag altal kiadott engedélyek (BA02/2000-10/2016 és
BAI/35/51-61/2019) alapjan végeztiik.

Moédszerfejlesztés paracetamolt tartalmazé vékonybél-perfuzatum HPLC UV-Vis
vizsgalatara

A paracetamol és képzOdott metabolitjainak kromatografias elvalasztasa és mennyiségi
meghatarozasa Agilent 1100 Series HPLC késziilékkel tortént. Az analitikai vizsgalat soran
PerfectSIL 120 ODS C18-as (4,6 mm x 100 mm, 5 pm) kromatografias oszlopot hasznaltunk.
Az elvalasztas izokratikus elicidos modszerrel tortént, a mozgofazis viz:acetonitril:trietil-amin
(92,95:7,00:0,05 v/v%) elegybdl allt (pH 2,25, a pontos pH értéket HCOOH hozzaadasaval
allitottuk be). Az eluens aramlasi sebessége 1 ml/perc volt. Az injektalt mintak térfogata 20 pl
volt, a méréseket szobahdmérsékleten (21 £ 1 °C) végeztiikk. A detektalas hullamhossza 245
nm volt.

A paracetamol és a megjelend metabolitok szerkezetének azonositdsa Thermo Dionex UltiMate
3000 folyadékkromatografias rendszerrel tortént, amely egy Thermo Q Exactive Focus

kvadrupol-Orbitrap hibrid tomegspektrométerhez volt csatlakoztatva.



Enzimaktivitasok meghatarozasa vékonybél-homogenizatumban

A paracetamol fazis I metabolizmusaban 6t citokrom P450 izoenzim jatszik szerepet: CYP 1A2,
2E1, 2A6, 2D6 és 3A4 és a ciklooxigenaz-enzim (COX). Az 6t CYP enzim koziil tobbek kdzott
a CYP3A4 ¢s a CYP2EL, tovabba a COX aktivitasanak meghatarozasat tiztiik ki célul kontroll
¢s STZ-vel kezelt allatok esetében. Ehhez vékonybél-homogenizatumbol készitettliink
mikroszomakat, amelyeknek fehérjetartalmat biuret reagens segitségével UV-Vis

spektroszkoppal hataroztunk meg.

1. CYP3A4 enzimaktivitds meghatarozasa vékonybél-homogenizdtumban
Az el6készitett mikroszomakat inkubaltuk eritromicin-esztolat oldattal, foszfat pufferrel és
NADPH oldatottal. Ezt kdvetdéen Nash reagens hozzaadasa utan UV-Vis spektrofotométerrel
412 nm-en abszorbanciat mértiink. A mennyiségi meghatarozashoz kalibraciés egyenest
készitettiink (100-1000 uM formaldehid, pufferben oldva). A CYP3A4 enzim aktivitdsat pmol
formaldehid mennyiségben fejeztiik ki, percenként 1 mg fehérjére vonatkoztatva. A kisérletet

a CYP3A4 enzimgatl6 ketokonazol (10 uM) hozzdadasaval is elvégeztiik.

2. CYP2E1 enzimaktivitds meghatdrozédsa vékonybél-homogenizatumban

Az elOkészitett mikroszomakat inkubaltuk 4-nitrofenollal és NADPH oldattal. A reakcid aceton
és 1 M sosav hozzaadasaval lett leallitva. Ezt kovetden a minta 0,1 ml-hez bels6é standardként
alkalmazott szalicilamid oldatot (10 ul, Krebs-Tris pufferben oldva) adtunk, soésavval
megsavanyitottuk és dietil-éterrel elvalasztottuk. Az éteres fazis beparlasa nitrogén gazzal
tortént, majd a beparolt maradék a HPLC UV-Vis meghatdrozashoz hasznalt eluensben lett
feloldva.

Az analitikai elvalasztashoz forditott fazisi Knauer CI8 (4,6 mm x 250 mm, 5 pm)
kromatografias oszlopot hasznaltunk. Az elvalasztas izokratikus eliiciés mddszerrel tortént, a
mozgobfazis acetonitril:viz:jégecet (22:77:1 v/v%) Osszetételi elegybdl allt, amelyhez 3,035 g/l
trietil-amin lett hozzaadva (pH 3,0, H3POs-val lett beallitva). Az eluens aramlasi sebessége 1
ml/perc volt. A méréseket 25 °C-on végeztik, a detektalds hulldmhossza 250 nm volt. A
CYP2E1l enzim aktivitdsat atalakult 4-nitrokatekol mennyiségben (nmol) fejeztik ki,

percenként 1 mg fehérjére vonatkoztatva.



3. COX enzimaktivitds meghatarozasa vékonybél-homogenizatumban
Az elOkészitett mikroszomakat inkubaltuk Tris-hidrogén-klorid pufferrel és N,N,N’,N’-
tetrametil-p-feniléndiaminnal (TMPD). Ezt kovetéen UV-Vis spektrofotométerrel
abszorbanciavaltozast regisztraltunk arachidonsav hozzaadasa utan.
A mennyiségi meghatarozashoz kalibracios egyenest készitettiink (100-1000 uM TMPD,
pufferben oldva). A COX enzim aktivitasa umol TMPD-ben lett kifejezve 30 masodpercenként

1 mg fehérjére vonatkoztatva.

Glutation és cisztein mennyiségének meghatarozasa vékonybél-homogenizatumban

A vékonybélben mért paracetamol metabolitokat figyelembe véve HPLC UV-Vis modszert
kerestiink a cisztein és a glutation mennyiségének meghatarozasahoz. A vizsgalat 4 kiillonb6z6
csoportba es6 patkany vékonybélmintakbol tortént: paracetamol mentes kontroll-, paracetamol
mentes STZ-vel kezelt-, 250 uM paracetamol perfundalt kontroll-, 250 uM paracetamol
perfundalt STZ-vel kezelt mintak. A meghatarozas alapjat a cisztein és a glutation 5,5’-ditio-
bisz-(2-nitro-benzoesavval) vald reakcié adta, amelyet mintael6készités soran adtunk a
vékonybél mintdkhoz.

Az elOkészitett mintak elvalasztasa forditott fazis Teknokroma NUCLEOSIL 100 C18 (4,6
mm x 250 mm, 5 pm) oszlop alkalmazasaval, gradiens elticidval tortént. Az ,,A” eluens 10 mM
KH2PO;4 oldat volt (pH 6,0 KOH), a ,,B” eluens 40% ,,A” és 60% acetonitril volt. Az d&ramlasi
sebesség 1 ml/perc volt.

Az analizis 25 °C-on tortént, a detektalas hulldimhossza 330 nm volt. A cisztein €s a glutation
mennyiségét a homogenizald kozegben eldallitott standardokbdl (10-100 uM cisztein és 50-

500 uM glutation) kalibréacios egyenes segitségével szamitottuk.

Oxidalt és redukalt glutation mennyiségének meghatarozasa vékonybél-
homogenizatumban

Az oxidalt és a redukalt glutation mennyiségének meghatarozasa 4 kiilonb6z6 csoportba esd
patkany vékonybélmintakbdl tortént: paracetamol mentes kontroll, paracetamol mentes STZ-
vel kezelt, 500 uM paracetamol perfundalt kontroll, 500 uM paracetamol perfundalt STZ-vel
kezelt mintak.

A vékonybél mintakat homogenizalo oldattal elegyitettiik (szacharoz, DL-ditiotreitol, Hepes-
Tris), savval, majd laggal torténd kezelés és centrifugalast kdvetden injektaltuk a mintakat.
Az analitikai elvalasztashoz forditott fazisti Kinetex Hypersil C18 (4,6 mm x 150 mm, 5 um)

kromatografids oszlopot hasznaltunk.



Az izokratikus elvalasztas soran az eluens 0,1% TFA oldat volt (pH 2,0, NaOH). Az eluens
aramlasi sebessége 1 ml/perc volt. A minték térfogata 10 pl volt, a mérések 25 °C-on torténtek.

A detektalas 215 nm-en tortént.

SZAMITASOK, STATISZTIKAI ANALIZIS

kovetden forditott fazist HPLC UV-Vis modszerrel tortént.

A kisérlet kezdetén a perfuzids 250 uM és 500 uM paracetamolt tartalmazo6 perfizios médium
kezdeti térfogata 16,5 ml volt, amely a 90 perces perfuzio idOtartama alatt a mintavételek,
valamint a vékonybél folyadékot felszivo és exkretald tevékenysége kozben valtozott. A
perfuzidés médium térfogata a kisérlet végén tizedes pontossaggal meg lett hatarozva, igy a két
tényezd figyelembevételével keriilt kiszamitasra az aktualis perfuzids térfogat egy adott
iddpillanatra vonatkozoan. A korrigalt térfogat és a meghatarozott koncentracio szorzataval lett
kiszamolva az adott metabolit mennyisége. A kumulativ luminalis megjelenés a 90 perces teljes

kisérleti idotartamra vonatkozo6 Gsszesitett metabolit mennyiségi adatokat jelenti.

Az enzimaktivitasok meghatarozasanak modszerét a ,,Vizsgalati modszerek” cimii fejezetben
irtam le. A homogenizatumok fehérjetartalmanak meghatarozasa biuret reagens segitségével
abszorbancia méréssel lett meghatarozva 545 nm-en UV-Vis spektrofotométerrel. Ehhez
fgy az enzimaktivitdsokat az atalakitott szubsztratok mennyiségében fejeztiik ki 1 mg fehérjére
¢s a CYP2EI, a CYP3A4 enzimek esetében 1 percre, mig a COX esetében fél percre

vonatkoztatva.

A szignifikanciat a Student-féle egymintés t-probaval szamitottuk ki, mig a redukalt glutation

szintjének meghatdrozasa soran kontroll és STZ eldkezelt allatok, valamint kiilonb6zd

cre

csoportok kozotti szignifikans eltérések meghatarozasara.



EREDMENYEK

Modszerfejlesztés paracetamolt tartalmazé vékonybél-perfuzatum HPLC UV-Vis
vizsgalatara

A vékonybél perfuzidja soran gyiijtott mintak analizisére egy forditott fazist HPLC UV-Vis
kromatografids modszert fejlesztettiink ki, amely alkalmas volt a paracetamol és konjugécios
metabolitjainak azonositasara és mennyiségi meghatarozasara. A kromatografidss modszer
validalasdhoz a kovetkezd paramétereket vizsgaltuk: linearitds, szelektivitas, pontossag, a
legkisebb kimutathato hatéar és a legkisebb mennyiségileg meghatarozhato értékek.
készitettlink, ahol a vegyiileteket a kontroll bélperfuzatumban oldottuk paracetamol esetén 10-
100 uM, paracetamol B-D-gliikuronid esetén 2-100 pM, mig a tobbi metabolitnal 2-10 uM
koncentracios tartomanyban.

meghatarozast — az alapvonalat — zavar6 jel nem volt lathato. A retencids idok a kovetkezok
voltak: az 1. cstics a paracetamol -D-gliikuronid (tr=2,305 perc), a 2. cstcs a paracetamol-
cisztein (tr=2,776 perc), a 3. cstcs paracetamol-szulfat (tr=3,904 perc), a 4. cstcs paracetamol
(tr=4,354 perc), az 5. csucs teofillin (belsé standard) (tr=5,701 perc), a 6. csucs pedig
paracetamol-merkapturat (tr=10,271 perc) volt.

A mobdszer pontossaganak vizsgalata céljabol az egy napon beliili, valamint a napok kozotti

ismételhetdséget, a gorbe alatti teriiletek €s a retencios idok (tg) relativ standard deviacié (RSD

%) értékeit hataroztuk meg.

A legkisebb kimutathatd értéket, LOD= 3 x RMSE/m, valamint a legkisebb mennyiségileg
meghatarozhato hatart, LOQ= 10 x RMSE/m (ahol m a kalibracios gorbe meredeksége)
képletek segitségével hataroztuk meg. A koncentracié négyzetes hibdjanak (RMSE) szamitasa
alapjan a paracetamol kimutatasi hatdra 10-100 pM koncentraci6 tartoméanyban 5,84 uM. A
paracetamol B-D-gliikuronid kimutatési hatara 2-10 uM koncentracio tartomanyban (minden
tovabbi metabolitnal ezt az intervallumot hasznaltuk) 0,61 uM, a paracetamol-szulfat
kimutatasi hatara 0,29 uM, mig a paracetamol-ciszteinnél 0,35 puM, a paracetamol-
merkapturatnal pedig 0,13 uM volt. A koncentracidé négyzetes hibajanak (RMSE) szamitasa
alapjan a paracetamol B-D-gliikuronid mennyiségi meghatarozhatésagi hatara 2-10 pM
koncentracio tartomanyban (minden tovabbi metabolitnal ezt az intervallumot hasznaltuk) 2,02
uM volt. A paracetamol-szulfat mennyiségi meghatarozhatosagi hatara 0,96 uM volt, mig a
paracetamol-cisztein esetében 1,17 uM, a paracetamol-merkapturatnal pedig 0,42 uM volt.



250 és 500 uM paracetamol felszivodasanak kovetése a vékonybéllumenbél kontroll és
kisérletes diabéteszes allatok esetében

A paracetamol mennyisége a keringetett bélperfuzatumban folyamatosan, egyenletesen
csokken 250 és 500 uM paracetamol perfuzid esetében is. A kontroll és az STZ-vel kezelt
csoportok kozott nem észleltiink szignifikans kiilonbséget egyik koncentracid esetében sem.
250 uM paracetamol perfuzi6 esetében a paracetamol felszivodasanak sebessége konzekvensen
kisebb volt a kontroll allatoknal, mint a kisérletes diabéteszben szenvedd allatcsoport esetében,

mig 500 uM paracetamol perfuzional ez a tendencia megfordult.

250 és 500 uM paracetamol metabolizmusanak kovetése a vékonybéllumenben kontroll
és kisérletes diabéteszes allatok esetében

A két kiilonb6zo koncentracioban perfundalt paracetamol a kisérleti id6 intervallum alatt (90
perc) nagy mennyiségben metabolizalodott. A vékonybéllumenbe legnagyobb mennyiségben
paracetamol -D-gliikuronid, kisebb mennyiségben paracetamol-szulfat, paracetamol-cisztein,
paracetamol-merkapturat valasztodott ki. 250 uM paracetamol perfuzid esetében a kisérletes
diabéteszben szenvedd allatcsoport szignifikdnsan nagyobb mennyiségli paracetamol (-D-
gliikuronidot, paracetamol-szulfatot és paracetamol-merkapturatot iiritett, mint a kezeletlen
allatcsoport. 500 puM paracetamol perfuzid esetében az STZ-vel kezelt allatcsoport
szignifikansabb nagyobb mennyiségii paracetamol B-D-gliikuronidot, paracetamol-ciszteint és

paracetamol-merkapturatot valasztott ki.

Enzimaktivitasok meghatarozasa vékonybél-homogenizatumban

1. CYP3A4 enzimaktivitds meghatarozasa vékonybél-homogenizatumban

A paracetamol oxidativ metabolizmusaban résztvevd CYP3A4 enzimaktivitasat hataroztam
meg vékonybél-homogenizatumban paracetamol mentes kontroll és diabéteszes patkdnyokban.
Pozitiv kontrollként az CYP3 A4 enziminhibitor ketokonazolt hasznéltam.

A CYP3A4 aktivitasa a vékonybél proximalis szegmensében az enzim hatasara a vékonybélben
képz6dott oxidativ metabolit mennyiségében (umol) lett kifejezve, 1 mg proteinre és 1 percre
vonatkoztatva. A CYP3A4 aktivitasa szignifikdnsan csokkent STZ-vel kivaltott diabéteszes

patkanyokban.
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2. CYP2EI1 enzimaktivitas meghatdrozasa vékonybél-homogenizatumban

A paracetamol oxidativ metabolizmusaban résztvevo masik enzim, a CYP2E1 enzimaktivitasat
hataroztam meg vékonybél-homogenizatumban paracetamol mentes kontroll és diabéteszes
patkanyokban HPLC UV-Vis mddszerrel.

A gorbe alatti teriiletek felhasznéaldsaval, kalibracios egyenes segitségével meghataroztuk az
atalakult szubsztrdt mennyiségét ¢és az enzim aktivitasat: 4-nitrokatekol metabolit
mennyiségében (nmol) kifejezve, 1 mg proteinre €s 1 percre vonatkoztatva.

Az STZ-vel kezelt és a kontroll csoport CYP2E1 enzim aktivitasa kdzott nincs szignifikans

kiilonbség.

3. COX enzimaktivitas meghatarozasa vékonybél-homogenizatumban

A COX aktivitasat is meghataroztuk a vékonybél proximalis szegmensében az enzim hatasara
a vékonybélben képzddott oxidativ metabolit (TMPD) mennyiségében (umol) kifejezve, 1 mg
proteinre és fél percre vonatkoztatva. A COX aktivitasa szignifikansan nétt STZ-vel kivaltott
diabéteszes patkdnyokban. Ezek a mintdk olyan allatokbdl szdrmaznak, amelyek nem vettek

részt a paracetamol perfuzios kisérletben.

Glutation és cisztein mennyiségének meghatarozasa vékonybél-homogenizatumban
Paracetamol perfizio nélkiil a vékonybélben streptozotocinnal kezelt &llatok esetében
szignifikansan kisebb volt a glutation és a cisztein koncentracidja is.

Paracetamol perfuzid (250 uM) esetében az STZ-vel kezelt csoportban a glutation
koncentracioja szignifikdnsan alacsonyabb volt; a cisztein koncentracidja a kontroll és az STZ-
vel kezelt csoportnal is szignifikans eltérést mutatott az iires kontroll csoporthoz viszonyitva.
A paracetamol perfuzids kontroll eredményeket Gsszehasonlitva a STZ-vel kezelt patkanyok
esetében, a glutation koncentracidja szignifikdnsan alacsonyabb volt, mig a ciszteinnél nem

mutatkozott szignifikans eltérés a két csoport kozott.

Oxidalt és redukalt glutation mennyiségének meghatarozasa vékonybél-
homogenizatumban

Streptozotocinnal torténd elokezelés, valamint a paracetamol perfazié (500 M) nem mutatott
ezzel a moddszerrel szignifikdns eltérést a glutation mennyiségében vékonybél-

homogenizatumokban.
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Az oxidalt glutation STZ el6kezelt allatokban (0,1539 + 0,06 uM), valamint 500 uM
paracetamol perfuzié és STZ eldkezelés esetén (0,6686 + 0,12 uM) volt kimutathato. A két
csoport kozott szignifikans eltérés volt, tehat a paracetamol perfuzio tovabb novelte az oxidalt

glutation szintet.

EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

1. A paracetamol és metabolitjainak vékonybél-perfuzatumbol térténd meghatarozasara
fejlesztett forditott fazisu HPLC UV-Vis analitikai médszer szelektiv, pontos, gyors ¢és
egyidejli mindségi ¢és mennyiségi meghatarozast tesz lehetdvé nagy szamu biologiai
minta mérése soran.

2. A streptozotocinnal eldidézett kisérletes diabétesz és a paracetamol perfiizid is hatassal
van a vékonybél permeabilitdsira, amely igy jelentdsen befolydsolja a paracetamol és
metabolitjainak felszivodasat és vékonybéllumenbe vald visszajutasat.

3. 250 uM és 500 uM paracetamol perfuzid esetén a fejlesztett forditott fazisi HPLC
modszerrel négy metabolitot lehetett azonositani: paracetamol [-D-gliikuronidot,
paracetamol-szulfatot,  paracetamol-ciszteint, és  paracetamol-merkapturatot.
Osszességében elmondhatd, hogy streptozotocinnal eldidézett kisérletes diabétesz
noveli a vékonybélbe kivalasztott paracetamol metabolitok mennyiségét 250 uM és 500
UM paracetamol perfuzid esetében is: a paracetamol 3-D-gliikuronid és a paracetamol-
merkapturat szignifikdnsan novekedett mindkét alkalmazott paracetamol koncentracio
esetében, a paracetamol-szulfat szignifikansan 250 uM, mig a paracetamol-cisztein 500
UM paracetamol perfiziot kovetden mutatott szignifikans eltérést a kontroll csoporthoz
képest.

4. A paracetamol metabolizmuséban részvevd, doktori munkam soran vizsgalt enzimek
esetében a kisérletes diabétesz a CYP3A4 esetében csokkenti, a COX enzim esetében
noveli az enzimaktivitast, mig a CYP2EI esetében nem volt kimutathat6 szignifikans
eltéres.

5. Az STZ eldkezelés hatdsara fokozott oxidativ stressz 1ép fel a metabolizalo sejtekben,
ami a xenobiotikum atalakulasara is hatassal van. Mind a kisérletes diabétesz, mind a
paracetamol perfizid jelentésen befolydsolja a szervezet exogén vegyliletekkel
szembeni védekezOképességét, tehat az oxidalt és a redukalt glutation, valamint a

cisztein szintjét is.
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