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1. Bevezetés — Célkitiizés

1.1. Bevezetés

A gyobgyszerek a szajon keresztiil torténd bevételt kovetden elészor a gyomor —béltraktusba
jutnak, majd a felszivodast kdvetéen a vena portae — n keresztll a majba kerllnek és csak
ezek utan érik el a szisztémas keringést, illetve a vérarammal a hatds helyét (kiilonbozo
szervek, szovetek, receptorok, enzimek stb.). Ezen folyamatok soran a gyogyszermolekulak
kémialiag atalakulhatnak (metabolizmus, biotranszforméacio) és kivalasztodhatnak (exkrécid)
mind a bélben, mind a majban. A bioldgiai hasznosithatosagot illetéen tehat ezeknek a
szerveknek dontd szerepilk van. A bélnek mindenesetre az emlitett tényezokon kiviil
kiloénleges és Kitlintetett szerepet biztosit az a tény, hogy a per os adott gyogyszermolekulak
eldszor a béltraktust érik el, a majba és a szisztémads keringésbe csak az alkalmazott dozisnak
az a része juthat, amelyik a bélben nem metabolizalédik, illetve nem valasztodik ki a
széklettel.

A xenobiotikumok biotranszformaciojaban kiilonb6z6 enzimreakciok (I. fazisa vagy
funkcionalizald, Il. fazisu vagy konjugacios) vesznek részt. A fenolos tipust vegyiiletek
jelentds részben a I1. fazisu, tehat a konjugacids reakciokkal metabolizalodnak.

A glikuronidképzésben az UDP - glikuroniltranszferiz (UDPGT) vesz részt, a
szulfatképzodést pedig a szulfotranszferaz (SULT) katalizalja. A konjugatumokat bonto
enzimek (B — glukuronidaz, arilszulfatdz) a metabolitok hidroliziséért felelések. Az emlitett
enzimek mind a majban, mind a béltraktus nyalkahartyajaban megtalalhatok.

Az értekezésben bemutatott vizsgalatokban a p — nitrofenolt  (PNP) alkalmaztuk
modellvegyiletként, mert ismert, hogy a PNP szinte kizardlag konjugacids reakciokkal alakul
at: glikuronidacié révén PNP — glukuronidot (PNP — G), szulfatacié soran pedig PNP —
szulfatot (PNP — S) képez.

A méj- és vékonybélsejtekbe keriilt vegyiileteknek a sejtekbdl torténd eltavolitasaban a
multidrog rezisztens transzporterek (MDR), valamint a multidrog rezisztens proteinek (MRP)
vesznek részt. A hepatocitakbdl a metabolizalodott vegyilet a kanalikularis membranon at az
epébe és onnan a béltraktusba, mig az entrocitakbdl kdzvetlenll a béllumenbe keriil. A
kiilonbozé transzporterek aktivitdsa, vagy annak a valtozdsa jelentés mértékben
befolyasolhatja az exkrécio mértéket.

A xenobiotikumok eliminacidjat szamos tényezé befolyasolhatja, pl. interakciok, a

taplalékfelvétel zavarai, patoldgids valtozasok, betegségek, koztiik peldaul a diabétesz is.
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Diabétesz soran szamos fontos valtozas kovetkezik be az anyagcsere és hormonalis
folyamatokban, eltéré lehet a kiilonb6z6 szervek és szovetek glikkozfelvétele és felhasznalasa,
véltozasok kovetkezhetnek be a fehérjeszintézisben, az enzimek és transzportfehérjék
mennyiségében és mitkodésében is.

Tekintettel arra, hogy a diabéteszben a két legkarakterisztikusabb valtozas az inzulinhiany és
a hiperglikémia, a diabétesszel kapcsolatos vizsgélatok soran gyakran keril sor az
inzulinhiany megsziintetésére, azaz inzulin adasara. Kiilonb6z6é megfontolasok alapjan az
inzulin adasanak a stratégiaja, illetve metodikédja eltérd lehet. Egyik esetben példaul a
kisérletes diabétesz teljes id6tartama alatt folyamatosan torténik az inzulin adasa annak a
vizsgalata érdekében, hogy a diabétesz soran lassan kifejlodo és tartdosan fennalld hatdsokat a
folyamatosan adagolt inzulin tudja — e gétolni. A masik megkozelitési médnal az inzulin

egyszeri adasaval annak elsésorban az akut hatasait kivanjak vizsgalni.

1.2. Célkitiizés

Az értekezésben Osszefoglalt kisérletek alapvetd célja a vékonybél és a mdj elimindcios
tevékenysegének a vizsgalata volt kontroll allatokban és Kkisérletes diabéteszben. A
vekonybélre és a majra azért esett a valasztdsunk, mert ez a két szerv az eliminacids
folyamatokban altalaban is alapvet6en fontos szerepet jatszik, a xenobiotikumat metabolizald
és exkretald funkciojuk pedig kiilonleges jelentdségli a gyogyszerek per 0s adasa esetén.
Kisérleteink soran ezért elsésorban az intesztindlis és a hepatikus exkréciora eés a Il — es
tipusu biotranszformécids reakciokra koncentraltunk, ezek kozil is a glukuronsavval és a
szulfattal trténd konjugaciot tanulmanyoztuk.

Nem tisztazott az a kérdés, hogy milyen a kapcsolat, illetve hogy van — e direkt 6sszefliggés
az emlitett folyamatokat katalizalé enzimek aktivitasa és az exkrécids folyamatok, illetve
azok valtozasa kozott. Ezért a kisérleteink sordn parhuzamosan vizsgalni kivantuk az
enzimaktivitasokat a bélben és a majban, valamint az intesztinalis és biliaris exkréciot, illetve
ezek 0sszefliggeseit elészor kontroll allatokban, majd Kisérletes diabéteszben, illetve
gyorshatasu inzulin adasa esetén. A Kkisérletes diabéteszt stereptozotocinnal (STZ) hoztuk
létre, a Kisérleteket az STZ beadasa utan egy héttel végeztik.

Kisérletes diabéteszes allatoknal a xenobiotikumok eliminacidjaval kapcsolatban egyes
szerzOk valtozasokat, esetenként jelentds eltéréseket irtak le a biliaris exkréciot illetden. Az
extrahepatikus metabolizmust, (pl. a bél eliminacios tevekenységét) kontroll allatoknal joval
kevésbé vizsgaltdk, még keveshé ismert az intesztinalis eliminacio valtozdsa diabéteszben.

Ezért a kisérleteinket ebbe az iranyba is Kiterjesztettik annak érdekében, hogy egyrészt dssze
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tudjuk hasonlitani a maj eés a vékonybél eliminacios tevékenységét, masrészt azoknak a
véltozasat kisérletes diabéteszben.

Az inzulin hatdsanak a vizsgalataval az volt a célunk, hogy véalaszt kapjunk arra a kérdésre,
hogy képes-e az inzulin a diabéteszben létrejott valtozasokat az enzimaktivitasokat és az
exkréciot illetéen kompenzalni, hiszen a kisérletes diabéteszt az inzulinhidany hozza létre.
Elsésorban az inzulin akut hatasat kivantuk tanulmanyozni, ezért gyorshatasu inzulint adtunk
az allatoknak egyszeri dozisban kozvetlenll a bélperflazios kisérletek elétt, az STZ beadasat
kovetd egy hét mulva.

Adekvat kovetkeztetések levonasanak egyik alapvetd feltétele a metabolitoknak a pontos,
megbizhatd, reprodukalhatd, nagy szd&mu minta esetén is viszonylag gyorsan elvégezhet
meghatarozasa, esetiinkben a PNP — G — nek és a PNP — S — nek a perfazios folyadékbol és
az epébll szarmazo mintakban torténd analizise. Ezért a kisérleteink egy részében a PNP —
nek és metabolitjainak a meghatarozasara a leginkabb alkalmas HPLC mérési mddszer
kifejlesztését is célul tiiztiik ki.

Célkitiizéseinket roviden 0sszefoglalva azt mondhatjuk, hogy vizsgalataink elsdsorban az
alabbi harom kérdés tanulmanyozaséara iranyultak:

1. A PNP —nek és a metabolitjainak (PNP — G, PNP — S ) a HPLC — vel torténd
mérése bioldgiai mintakban (bélperfuzatum, epe), a mérési modszer tovabb-
fejlesztése;

2. A metabolikus enzimek aktivitasa és a metabolitok intesztinalis és hepatikus
exkrécioja kozotti 6sszefuiggés vizsgalata kontroll allatokban;

3. A Kisérletes diabétesz hatasa a bél és a maj eliminacids tevékenységére.

2. Mddszerek: anyagok, allatkisérletek, analitikai eljarasok

Kisérleteink soran olyan elrendezést, illetve mddszert alkalmaztunk, amely nagymértékben
megfelel a per os gyogyszerbevitelnek. Az in vivo izolalt jejunalis bélkacs keringését és
kapcsolatat megtartotta a bélcsatornaval, illetve a szervezettel. A vizsgalatokat 220-250 g — 0s
him patkanyokon végeztik. Az allatokat uretannal (1,2 g/kg i.p.) narkotizaltuk. A hasfalat a
kdzépvonalban hosszanti iranyl metszéssel felnyitottuk és a duodenum uténi jejunalis
szegmentumot kb. 10 cm — es hosszban kanulaltuk in vivo. A béllument atoblitettik meleg
(37°C — 0s) izotonias oldattal a bélben 1év6 taplalék maradvanyok eltavolitasa céljabol, majd

4 — 5 ml levegd atfijasaval iiressé tettilk. A béllument ezt kdvetden az izolalt szegmentum
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mindkét végébe helyezett kaniil, illetve a hozzajuk csatlakozé milanyagcsé segitsegével 13
ml/perc sebességli izotonids médiummal perfundaltuk recirkulaciés moddszerrel, az oldat
meghatarozott koncentracioju (altaldban 500 puM ) PNP — t  tartalmazott. Egyéb
kerult, jelen vizsgalataink soran azért valasztottuk az 500 uM — os koncentraciot, mert ilyen
kisérleti korulmények kozott tudtuk megbizhatéan analizalni és 6sszehasonlitani a PNP
metabolitjainak az intesztindlis és biliaris eliminacidjat. Az izolalt bélszakasz disztalis végén
kifolyd oldatot egy rezervoarba vezettiikk, amelybdl egy perfuziés pumpa segitségével azt
folyamatosan juttattuk vissza a béllumenbe. A kezdeti perfuzidés volumen 15,0 ml volt, a
perfuzid 90 percig tartott. A kanulalt szegmentumbol kifolyé perfuzios folyadékbol 250 pl —
es mennyiségl mintat vettiink kiilonb6z6 idépontokban. Az allatokat és a perfuzios folyadék
hémérsékletét 37°C — on tartottuk.

A biliaris exkrécid vizsgalatahoz az epevezetéket egy vékony miianyagesével (PE — 10)
kantilaltuk és az epét folyamatosan, 15 perces idOperiddusokban gyijtottikk. A mintékat az
analizis el6tt hiitdszekrényben ( — 20 °C) tartottuk.

A Kisérletes diabéteszt STZ intravénas beadasaval (65 mg/kg i.v.) hoztuk létre, a Kisérleteket
az STZ beadéasa utan egy héttel végeztik. A gyorshatast inzulint (1 NE / kg i.v.) kdzvetlenil a
kisérletek megkezdése eldtt kaptak az allatok.

A nagyszami mintaban 1évé alapvegyiilet és konjugacios metabolitok mennyiségi
meghatarozasara (j HPLC maddszer kifejlesztésére kerilt sor. Az eltér6 sav-bazis karakterrel
rendelkez6 PNP (pKs = 7,19), PNP — G (pKs= 3,0-3,4 ), PNP — S (pKs < 4) elvalasztasahoz
forditott fazisi HPLC oszlopot hasznaltunk (Nucleosil 100, RP-C18 (250 mm x 4,6 mm,
10um)). A két savas karakterii metabolit retencids idejét tetrabutil — ammaonium — bromid
ionparképz6 alkalmazasaval noveltiik meg. A vekonybélperfuzdtumok analizisénél eluensként
0,01 M tetrabutil — ammonium — bromid ionparképz6t tartalmazo 50 : 50 (v/v/%) metanol :
viz elegyet hasznaltunk.

Az egy napon belili, illetve a napok kozo6tti mérési reprodukalhatosagot a retencios idok
értékeivel és a gorbe alatti teruletek relativ standard deviacidival (RSD) jellemeztiik.

Az epemintak mérésekor belsé standard (4 — etilfenol) és el6tétoszlop alkalmazasra is sor
kerult. Az epemintak komplex 6sszetétele miatt az eluenst is modositottuk: az eluens 0,03 M
tetrabutil — ammonium — bromidot tartalmazo 53:47 (v/v/%) metanol: 0,01 M citratpuffer pH
6,2 volt.



Az UDPGT, a SULT, a  — glukuronidaz és az arilszulfataz enzimek aktivitasanak mérése
egységnyi fehérjekoncentraciéju vékonybél- és majhomogenizatumbdl tortént specifikus
szubsztrat hozzaadasat kovetden spektrofotometrids modszerrel.

A vércukorszintet Accu — Chek® digitalis vércukor mérével mértiik.

3. Szamitasok, statisztikai analizis

Az ertekezésben az adatok az atlagértékeket és a standard errort (S.E.) vagy a standard
devidciot (S.D.) jelolik (S.E.= 22 ). Az n a kisérletek vagy mérések szamét jelenti.

A szignifikanciat az egymintas Student — féle t — teszttel szamitottuk ki, a kontrolltdl valo
szignifikans eltérés jellése: * p < 0,05; ** p < 0,01.

Ha nem csak a kontrolltdl valo eltérést akartuk jeldIni, mint pl. a diabéteszes allatoknél az
inzulinnal kezelt és nem kezelt csoportok kozti kilonbségek esetén, akkor mas szimbolumot
is hasznéltunk: # p < 0,05; ## p < 0,01, ezekben az esetekben kapoccsal jel6ltik azokat az

adatokat, amelyek kozti kiildnbségnek a szignifikancigjat kivantuk megadni.

4. Eredmények

4.1. A HPLC-vel torténé mérési médszer kifejlesztése

A vékonybél perfazidja sordn a perfuzatumbol nyert mintdk analizisére kidolgoztunk egy
UV - detektalassal 6sszekapcsolt izokratikus ionpar képzésen alapul6, forditott fazisi HPLC
(RP — HPLC) eljarast, amely alkalmas a PNP, PNP — G és a PNP — S egyideji
meghatarozasara. A vékonybél és a maj eliminacios tevékenységének a vizsgalata és
0sszehasonlitésa soran a bélperfuzatumok mellett az epemintak vizsgalata is sziikséges volt.
Az epemintak analizise céljabol modositottuk a perfuzatumok mérésere optimalizalt HPLC
modszert, melynek soran el6tétoszlopot alkalmaztunk és ETP — t hasznaltunk belso
standardként az epemintakban 1évé PNP, PNP — G és PNP — S detektalasara és mennyiségi
meghatarozasara. Az altalunk kifejlesztett és modositott eljarasok lehetévé teszik a PNP — nek
és metabolitjainak preciz, megbizhatd és reprodukalhatd azonositdsat és mennyiségi
meghatarozasat nagyszamu bioldgiai minta esetén is.

Az optimalizalt RP — HPLC mddszert alkalmazva kb. 6 — 15 perces kromatogréafias

id6tartamon beliil jol szeparalhatok az emlitett vegyiiletek, ez az id6tartam révidebb, mint a



korébban alkalmazott és masok altal is hasznalt eljarasokhoz sziikseges 15 — 20 perces

iddperiddus.

4.2. A konjugacios reakcidkban résztvevo enzimek aktivitasa, valamint a metabolitok

intesztinalis és biliaris exkrécidja kontroll allatokban

Kisérleti adataink szerint az UDP — glikuroniltranszferaz aktivitasa 2,5 — 3 — szor magasabb
volt a majban, mint a vékonybélben. A B — glikuronidaz aktivitas is magasabb volt a majban,
s6t a kiilonbség ebben az esetben mintegy hatszoros volt a bélhez viszonyitva. Ez az
eredmény, legaldbbis részben, magyardzhatja azt a megfigyelésiinket, hogy a maj magasabb
UDP — glukuroniltranszferaz aktivitasa ellenére sem volt szignifikans kilénbség a PNP — G —
nek a béllumenben térténé megjelenése s a biliaris szekrécidja kozott.

A szulfatképzéssel kapcsolatos enzimeknek a bélben és a majban mért aktivitds némiképp
hasonlosagot mutatott a glikuronidacional emlitettekkel. A szulfotranszferaz aktivitasa a
majban kb. hadromszor magasabb volt, mint a vekonybélben, a méj arilszulfatdz aktivitisa
pedig kb. hétszer nagyobb volt a bélben mért értékeknél. Ellentétben a PNP — glikuronid
intesztinalis és biliaris exkrécios értékével, a szulfat — konjugatum (PNP — S) epével torténd
kivéalasztasa konzekvensen és szignifikdnsan magasabb volt, mint annak a megjelenése a
perfundalt bélkacsban. A kiilonb6z6d aktivitasok Osszehasonlitasakor érdemes felhivni a
figyelmet arra is, hogy az UDP - gliikkuroniltranszferaz és B — glikuroniddz aktivitas
Iényegesen, mintegy két, illetve hdrom nagysagrenddel magasabb volt mind a méajban, mind a
vékonybélben, mint a szulfat konjugdtum mennyiségét meghataroz6 enzimeké

(szulfotranszferaz, arilszulfataz).

4.3. A vékonybél és a maj eliminacios tevékenységének a valtozasa Kkisérletes

diabéteszben

Kisérleteinkben vizsgaltuk a STZ beadésat kovetéen 1 hét mulva torténtek, ez az idétartam a
rovid lefolyasu  (short term) diabétesz kategoériaba tartozik. A gyorshatast inzulint

kozvetleniil a vizsgélatok eldtt kaptak az allatok.



4.3.1. A kisérletes diabétesz hatasa a vékonybél eliminacids tevékenysegére

A PNP — G megjelenése a vékonybélben a PNP luminalis perfuzidja soran magasabb volt a
diabéteszes allatokban, mint a kontrollokban, ez a ndvekedés a hiperglikémiaval mutatott
parhuzamot és a magas vercukorszinthez hasonléan teljes mértekben kompenzélhat6 volt
inzulinnal. Az UDP - glikuroniltranszferaz és p — glukuronidaz enzimek aktivitasa
fokozodott a kisérletes diabéteszben, ami hasonld iranyd valtozds a PNP — G luminélis
megjelenesesekor észlelt eltérésekhez. Azonban az enzimaktivitasok novekedeseben és
mértékében eltérés van, nevezetesen a konjugatum szintéziséért felelés UDP -
glikuroniltranszferaz aktivitasa mintegy kétszeresére, a hidrolizisért felelés B — glikuronidaz
aktivitasa kb. négyszeresére nétt diabétesz hatasara, amely mar nincs 6sszhangban a PNP — G
nagyobb mérték(i luminalis megjelenésével. Az inzulin teljesen antagonizalta diabéteszben a
enzimaktivitasok fokozodasat.

A PNP — szulfat metabolitnak a vékonybélben torténdé megjelenése nem kiilonbozott
szignifikansan a diabéteszes allatokban a kontrollokétdl, de Iényegében ugyanaz mondhat6 el
a szulfatacidban résztvevo enzimekrol ( szulfotranszferaz, arilszulfataz) is. A PNP — S — nél
mért metabolikus enzimaktivitasi adatok, valamint az intesztinalis exkrécios értékek a PNP —
G — nél észlelt valtozasoktol eltéréen tehat nem modosultak diabétesz hatasara. Az inzulin
sem a PNP — S keletkezésében és hidrolizisében érintett enzimek aktivitasat, sem a szulfat

metabolit intesztinalis exkrécidjat nem befolyasolta a diabéteszes allatokban.

4.3.2. A Kisérletes diabétesz hatasa a méaj eliminacios tevékenységére

A PNP — G biliaris exkrécioja csokkent a diabéteszes allatokban a kontrollhoz viszonyitva. Ez
a valtozas ellentétes a bél vizsgalatanal tapasztaltakkal. Erdekes, hogy az inzulin a két
ellentétes irdnyu valtozast, azaz mind az epével torténd kivalasztds csokkenését, mind a
bélben létrehozott exkréciéo novekedést kompenzalni tudta. Az UDP — glikuroniltranszferaz
és a  — glukuronidaz enzimek aktivitasa a majban csokkent az STZ beadast kovetden, ezek a
valtozasok is ellentétes iranyldak diabéteszben a bélnél észleltekkel. Az UDP -
glikuroniltranszferaz aktivitdsnak a diabétesz altal létrehozott csdkkenese inzulinnal
antagonizalhato volt, a B — glUikuronidaz aktivitas csokkenéset az inzulin nem befolyasolta

szamottevoen.



A szulfat — konjugatum mennyiségét meghatarozé enzimek ( szulfotranszferaz, arilszulfataz )
aktivitdsa nem valtozott szignifikdnsan Kkisérletes diabéteszben a majban, illetve az
enzimaktivitasok inzulin hatasara sem médosultak. Csokkent azonban a diabéteszben a PNP —

S biliaris exkrécioja, amelyet az inzulin nem befolyasolt.

5. Megbeszélés — Konklaziok

A HPLC-vel kapcsolatos fejleszt6é és modositdé munkank eredményeképpen elmondhatd, hogy
az UV-spektrofotométerrel detektalt, forditott fazisu oszlopon végzett izokratikus eljaras
alkalmas a PNP, a PNP — G és a PNP — S egyidejli, megbizhat6 és gyors meghatarozasara,
mind az intesztinalis perfizids folyadékbol, mind az epébdl szarmaz6 mintak esetén.

A retencids id6k és a csucsok alatti terliletek pontossag és a reprodukalhatosag szempontjabol
az elfogadhat6 tartomanyba estek. A kordbban leirt modszerekhez képest, a retencids idok
rovidiiltek, ami kiilondsen a nagyszamu minta sorozatban torténd mérésekor jelent szamottevo
elonyt.

A kontroll allatokon végzett kisérletek adatai arra utalnak, hogy a metabolitok luminalis
megjelenésében ¢&s az epével torténd kivalasztdsaban a metabolikus enzimek fontos, de nem
kizarolagos szerepet jatszanak és hogy szamos egyeb faktor is befolyasolhatja ezeket a
transzport folyamatokat ( pl. a szubsztrat kinalat, a dozis, a membran funkcidk, stb).

A diabétesszel kapcsolatos valtozasok interpretaciojanal és dsszehasonlitdsanal fontos lehet a
kisérletes diabétesz id6étartama. Hosszabb idétartamu (long term) diabéteszben valtozhat
példaul a testtomeg, a maj tdmege, a fehérjeszintézis, a megoszlasi tér, illetve kompenzacios
mechanizmusok is 1étrejohetnek. Az inzulin adasanal is szdmos eltérés figyelhetd meg,
példaul alkalmaznak gyorshatasu és tartdshatasu inzulinkészitményeket, adhatnak inzulint
kiilonb6zo dozisokban és eltéro kezelési idotartammal.

A vékonybél eliminacids tevekenysegével kapcsolatos vizsgalataink adataibdl azt a
kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a kisérletes diabétesz kiilonb6z6, viszonylag szelektiv
hatasokat képes Kifejteni a xenobiotikumokat metabolizalé enzimek aktivitasara, valamint a
kiilonboz6 vegylileteket transzportadld (exkretald) folyamatokra. Jellegzetes valtozasok
elsésorban a gliikoz anyagcseréjével Osszefliggd gliikuronidacional és az intesztindlis
glikuronid exkrécional voltak megfigyelhetdk. Kisérleteinkben kiilonbséget talaltunk
egyrészt a glilkkuronidacioban résztvevé enzimek aktivitasanak és a PNP — G intesztinalis

crer

illetve azok intesztindlis megjelenésében is a diabéteszes allatokban.
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Kisérleti adataink egyértelmiien mutatjak, hogy a kisérletes diabéteszben az eliminaciot
tekintve a vizsgalt két szervben ellentétes iranyl valtozasok figyelhetok meg: a bélben
novekedés, a majban a csokkenés a jellemzd. Az inzulin érdekes moédon mind a két szerv
esetén kompenzald hatast produkalt. A biliaris exkrécioval kapcsolatos adatok azt mutatjék,
hogy a kisérletes diabétesz a gliikuronid — képzésben, illetve a glikuronid transzportban
pregnansabb és viszonylag szelektiv hatisokat fejt ki, amelyek nyilvanvaldéan a glikoz
anyagcseréjének a valtozasaval fliggenek ossze. Ezek az effektusok részben modositjak, vagy
nem befolyasoljak a szulfatképzést, illetve a PNP — S kivalasztasat az epébe, valamint a
szabad formaju PNP biliaris exkréciojat, ezek a folyamatok inzulinnal sem befolyasolhatok.
A sajat kisérleti eredmények, illetve azok interpretalésa sok tekintetben ésszhangban van més
szerz6k megallapitasaival. Adatainkbdl levonhaté az a kovetkeztetés, hogy a konjugacios
reakciok valtozasa nincs feltétlenul szoros korrelacioban a biliaris exkrécioval, illetve annak a
maodosulasaval a diabéteszes allatokban. Az inzulin a majban és a bélben a gliikuronidacioval
kapcsolatos enzimek aktivitdsanak a valtozasat diabéteszben ellensulyozta, de ez nem volt
mindig teljes mértékii. Ezzel szemben a glikuronid exkréciés folyamataiban észlelt
kilénbségeket mind a majban, mind a bélben teljes mértékben kompenzéalta az inzulin a
diabéteszes allatokban. A szulfatkonjugatum képzésében szerepet jatszo enzimek aktivitasa
nem valtozott diabéteszben, de a PNP — S biliaris exkrécidja csokkent, amit az inzulin nem
befolyasolt. Ezek az adatok is a gluk6zanyagcserével kapcsolatos specifikus valtozasok
jelentdségére utalnak, masrészt alatdmasztjdk azt a megallapitdsunkat, hogy az enzimatikus
valtozasok és a transzport (exkrécids) folyamatok modosulasa kodzott nincs direkt

dsszefiiggés, vagy szoros korrelacid.

6. Osszefoglalas és Uj eredmények

1. A HPLC - vel kapcsolatos eddigi madszerek felhasznalasaval sikerilt az UV
detektalassal 6sszekapcsolt olyan izokratikus forditott fazisi ionpar eljarast
(RP — HPLC) kidolgozni, amely alkalmas a PNP, PNP — G és a PNP — S
egyidejii, megbizhatd, reprodukalhatd, pontos és viszonylag gyors
szeparalasara és meghatarozasara. Az altalunk mddositott eljards alkalmas
tovabba nagyszdmu biologiai (pl. a bélperfuzatumbdl vagy az epébdl

szarmaz0) minta viszonylag gyors és sorozatban torténd analizisére.
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10.

11.

Kontroll patkdnyokban a PNP metabolizmusa soran a f6 metabolit a PNP — G.
A PNP — S ennél lényegesen kisebb mennyiségben jelenik meg mind a
vékonybélben, mind az epében.

A metabolizmusban szerepet jatszé enzimek aktivitdsat 6sszehasonlitva
megallapithato, hogy a kontroll allatokban a glikuronid — képzésben résztvevo
enzimek (UDP - gliikuroniltranszferaz , p — glukuronidaz ) aktivitasa
Iényegesen, nagysagrendekkel magasabb volt, mint a szulfatképzésben
szerepet jatszOkeé (szulfotranszferaz, arilszulfataz).

Kozvetlen dsszefliggés a kontroll allatoknal a metabolikus enzimek aktivitasa
és a PNP — metabolitok lumindlis és biliaris exkrécidja kdzott nem volt
megallapithato.

Az STZ — vel kivéltott kisérletes diabétesz (hiperglikémia) jelentOsen
befolyasolta mind az intesztinalis, mind a biliaris exkréciét a PNP-G esetében,
érdekes mddon azonban ellentétes irdnyban: a PNP-G intesztinalis exkrécidja
nétt, a biliaris exkrécidja pedig csokkent.

Az UDP - gliukuroniltranszferdz aktivitasa a bélben fokozddott, a majban
csokkent; a B-glukuronidaz aktivitasa a majban csokkent, a bélben pedig nétt a
diabéteszes &llatokban.

Inzulin akut adasaval a PNP-G intesztinalis és biliaris exkrécidjaban a
diabéteszben észlelt valtozasok teljes mértékben, a glikuronid — képzésben
kozremiikodé enzimek aktivitasdban talalt eltérések csak részben voltak
kompenzalhatdk.

A PNP-S biliéris exkrécidja a majban csokkent, a bélben nem véltozott
kisérletes diabéteszben.

A PNP szulfat — metabolitjanak a képzésében kozremik6dé enzimek
(szulfotranszferaz, arilszulfatdz) aktivitdsaban nem észleltiink eltérést
diabéteszben a kontrollhoz viszonyitva.

Inzulin akut adasaval diabéteszes allatokban sem a PNP — S intesztinalis , sem
a biliaris exkréciojat nem tudtuk befolyasolni, de az enzimaktivitasok is
valtozatlanok maradtak inzulin adast kdvet6en.

A PNP valtozatlan, nem — konjugalt forméaban is kivalasztddik az epébe, ezt a

diabétesz gatolta, a gatlo hatast az inzulin nem befolyasolta.
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A Kkisérleti eredményeket 6dsszefoglalva megallapithatd, hogy a kisérletes diabétesz
megvaltoztatja a farmakonok intesztinalis és hepatikus eliminacidjat. A valtozasok
specifikus, szelektiv jelleget mutatnak: elsésorban a cukoranyagcsere valtozasaval
Osszefiiggd glikuronid — képzésben és exkrécioban nyilvanulnak meg. Az
enzimaktivitasok véaltozasa és az exkrécio modosulasa kozott szoros korrelaciot nem
talaltunk. A diabéteszben megfigyelt valtozdsok az intesztinalis és hepatikus

eliminacidban részben kompenzélhatok inzulin akut adaséaval.
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