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|. Bevezetés, célkitiizés

A Richter Gedeon Nyrt. gyogyszerkutatasanak vezetése 2005-ben bizott meg azzal a feladattal, hogy
dolgozzak ki olyan fizikai-kémiai modelleket, melyek megfelelnek az ipari gyogyszerkutatas
nemzetkézi elvarasainak és harmonizalnak a Cég 1) gyogyszerkutatdsi stratégiajaval,
infrastruktirajaval. Ennek megfeleléen kezdetben csoport (2005), majd késobb kiilénalld szervezeti
egység vezetdjeként (2010) kollégaimmal olyan koltséghatékony, robusztus, elsésorban 96-lyuki
méroétalca (plate) alapt, in vitro kémiai modellek kidolgozasa volt a feladatunk, melyek segitségével a
hatéanyagok farmakokinetikai viselkedését jellemezhetjikk, az egyes kutatasi projekthez tartozod
vegyiileteket osztalyozhatjuk, tovabba segitséget tudunk nyujthatani a vezérmolekula optimalizalasi
szakaszban a vegyiiletek kivalasztasaban. Ertekezésem elsd témakorében a kidolgozott modellek koziil,
a hatéanyagok farmakokinetikai szempontbol fontos, biolégiai membranokon keresztiili
permeabilitasanak meghatarozasara szolgald in vitro, nem sejtes PAMPA (Parallel artificial Membrane
Permeability Assay) rendszeren alapulé modellek kidolgozasaval kapcsolatos munkainkat mutatom be.
Vizsgalataink célja a bor stratum corneum rétegén, a vér-agy gaton (BBB), a sz4jnyalkahartyan, a szem
szaruhartyajan (cornea) és egy sejtorganellum, a lizoszoma membranjan keresztiil végbemend, a
hatoanyagok passziv transzportjat modellezd PAMPA modellek kidolgozasa volt. Ertekezésem mdsodik
téemakorében a Richter sajat novényi kivonatbankjanak gyors, koltséghatékony, specifikus fizikai-
kémiai sziirését kivantuk megvalositani olyan kapcsolt technikak segitségével, melyek a fizikai-kémiai
szelektalds mellett szerkezeti informaciokkal is segiti, gyorsitja az aktiv komponensek azonositasat. igy
els6 megkozelitésben a Richter kozponti idegrendszeri megbetegedésekre iranyuld kutatasaval
harmonizalva egy PAMPA-BBB — HPLC-MS — NMR offline kapscolt rendszert kidolgozasat tiiztiik ki
célul. Emellett a novényi kivonatok altalanos antioxidans hatasanak figyelembe vételével olyan HPLC-
vel kapcsolt teszteket terveztiink beallitani, melyek segitik a szabadgyokos folyamatok soran keletkezo
gyokok semlegesitése szempontjabol aktiv komponensek izolalasat. Kutatasaink harmadik témakore a
hatdéanyagok, illetve a gyogyszerkutatashoz tagabb értelemben kapcsoldodd szerves vegyliletek proton-
disszociacios viszonyainak vizsgalata volt. Ennek kapcsan gyogyszerek, illetve a Richter origindlis
kutatasan eldallitott vegyliletek mért pKa adatainak felhasznalasaval a gyogyszerkémikusok altal
altalanosan hasznalt elérejelzd szoftverek becslési josagat vizsgaltuk azzal a célal, hogy a szoftverek
altal nehezen kezelhet6 szerkezeti elemeket azonositsuk, a becslési hibak okat feltarjuk. Ez irdnyta
kutatasainkban olyan makromolekulak proton-disszociacios folyamatait is vizsgaltuk, melyek csak
kozvetve tartoznak a gyogyszerkutatds témakoréhez. gy vizsgalaink  Kiterjedtek az
elvalasztastechnikaban kiralis szelektorként, illetve szintetikus kémiaban organo- és fazistranszfer
katalizatorként alkalmazott koronaéterekre, illetve a formulacios eljarasok soran a hatéanyagok vizes
oldhatosaganak és kémiai stabilitasanak javitasa érdekében alkalmazott ciklodextrinekre. Mind a két
esetben a makromolekulak proton-disszociacidés folyamatait a hatéanyagokkal, gyogyszerszerii

vegyiiletekkel kialakitott kdlcsonhatas szempontjabol vizsgaltuk.
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I1. Uj tudomanyos eredmények és tézisek

1. In vitro nem sejtes permeabilitasi modellek kialakitasa, fejlesztése

Vizsgalataink elsé teriilete a hatdoanyagok farmakokinetikai értelemben vett belépési kapukon torténd
atjutasanak, illetve egyes szovetekbe t6rténd eljutasanak modellezésére iranyult. Kutatasaink alapjaul a
gasztrointesztinalis felszivodas vizsgalatara kiterjedten alkalmazott, ipari igényeket is kielégito, passziv
gyogyszertranszport folyamatok eldrejelzésére szolgald, szendvics plate elrendezéstit PAMPA (Parallel

Artificial Membrane Permeability Assay) modell szolgalt (1. abra).

96 lyuku szendvics /
mérétilca Passziv transzport
Donor cella

Puffer oldat (pH 2 —7.4),
Hatbanyag torzsoldata
(DMSO0)

Szovetspecifikus
lipid membran

Fogado cella

\ Puffer oldat (pH7,4)

1. abra A szendvics elrendezésit PAMPA modell felépitése (Merck Millipore)

Kihasznalva a modell paramétereinek (lipidmembran Gsszetétele, donor és fogado cellak kozegének pH-
ja, inkubalasi hémérséklet és id0) konnyen valtoztathato jellegét, négy kiilonboz6 szovetspecifikus
transzportfolyamatot leir6 modell finomhangolasaval foglalkoztunk. Vizsgalataink fokuszaban béron
keresztiili,’5*Y szajiiregi vagy bukkalis felszivodast'™, a kézponti idegrendszeri (CNS: central nervous
system) hatas kifejez6désében fontos, vér-agy gaton (BBB: blood brain barrier) torténé hatdéanyag
atjutasatlS™l, tovabba a szemészeti készitmények felszivodasa kapcsan elsddleges, szemszaruhartya
(cornea) permeabilitastS™ elérejelz6 PAMPA modellek alltak. A PAMPA modell alkalmazasat
kiterjesztettik az intracellularis, a hatdéanyagok specifikus liposzoma iranyu transzportjanak
modellezésére is, melynek segitségével egy, az Amerikai Elelmiszer- és Gyogyszer Engedélyeztetési
Hivatal (FDA: Food and Drug Administarion) altal is kritikusnak tartott gyogyszermellékhatasra, a
[SP5,SP6]

foszfolipiddzisra (PLD: phospholipidosis) vonatkozoé toxicitasi modellt dolgoztunk ki.
Az egyes belépési kapuk a PAMPA modell kialakitasanak megfelel6en a 2. abran lathatoak.
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2. abra A kidolgozott PAMPA modellekhez kapcsolodo fizioldgias belépési kapuk

1. tézis:

A PAMPA permeabilitasi modell valtoztathatd paramétereit alapul véve, a bor-, a vér-agy gat, a
szaruhartya- és a lizoszoma-specifikus PAMPA modellek kidolgozasa soran ramutattunk, hogy a
mesterséges membran lipidosszetételének és a hattéroldoszer mindségének és mennyiségének
Osszehangolt optimalizalasaval kialakithatd a modell megfelelé szovetspecifikus jellege. A
szajnyalkahartya specifikus, bukkalis-PAMPA modell esetében az egyszeri dodekan oldoszermembran
praktikus alkalmazasat mutattuk meg. A donor és fogado oldali kozegek 0sszetételének és pH értékének,
tovabba a vizes kozegben alkalmazott koszolvens mennyiségének hatdsat is megmutattuk a PAMPA
modellek szovetspecifikus el6rejelzd képességére. Igy a PAMPA-BBB esetében a koszolvens
hatasanak, a cornea-PAMPA esetében a puffer Osszetétel és a koszolvens elhagyasanak, mig a
lizoszéma transzportra vonatkozd, foszfolipid6zis modell esetében a forditott pH gradiens (pH 7,4—4,0)
kialakitasanak pozitiv hatasat, illetve annak igazolasat emelem ki munkank eredményeibdl. A PAMPA-
BBB, a bukkalis-, a cornea- ¢s a lizoszéma specifikus PAMPA modellek esetében az inkubacios 1d6 és
a hémérséklet tekintetében a 4 ora, 37 °C alkalmazasaval, egy a korabbi modelleknél gyorsabb ¢€s a
fiziol6gias koriilményekhez jobban igazoddo PAMPA modellt alakitottunk ki. A bér-, a bukkalis- és a
cornea-PAMPA modellek esetében nemcsak a hatéanyag jellemzésére, de a terapias készitmények

fejlesztésére és kivalasztasara is alkalmas eszkozoket dolgoztunk Ki.
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Az 0Osszes altalunk kidolgozott PAMPA modell esetében igazoltuk, hogy azok szdvetspecifikus €s
robusztus jellege biztositja a modellek kiterjedt alkalmazhatosagat a gydgyszerkutatas korai fazisaban.
A modellek limitaciojaként ki kell emelni, hogy a PAMPA modell csupan hatéanyagok passziv
transzportfolyamatanak modellezezésére szolgal, amely a vegyliletek korai fazisu jellemzésével, illetve

osztalyozasaval segitheti a kutatasi programok elérehaladasat.

2. Novényi Kkivonatok, novényi alapu hatéanyagok és félszintetikus analégjainak
vizsgalata és jellemzése

2.1. PAMPA-BBB modell kiterjesztése novényi eredetii hatéanyagok jellemzésére

A kutatasaink masodik teriilete a nagy kémiai diverzitast, komplex ndvényi kivonatok vizsgalatara
iranyult, ahol az ipari gyogyszerkutatas koltséghatékonysagra vald torekvésének és a természetes
forrasbol szarmazd hatéanyagazonositas idéintervallumanak Osszehangolasa jelentette a legnagyobb
kihivast.5""] Ezen korlatokat szem el6tt tartva, vizsgalatainkban olyan fizikai-kémiai sziirérendszereket
valasztottunk, illetve fejlesztettink ki, melyek nemcsak megfeleld szelektivitassal és
ateresztoképességgel rendelkeznek, de korszeri, jellemzéen nagyhatékonysagu folyadékkromatografias
(HPLC), illetve ahhoz kapcsolt spektrofotometrias (diddasoros detektor: DAD), szerkezeti informaciot
szolgaltatd ((nagyfelbontasu)-tomegspektroszkopia: (HR)-MS), magneses magrezonancia: NMR)
spektroszkopiai modszerekhez is konnyen kapcsolhatéak. Ennek megfeleléen elsé 1épésben,
6sszhangban a Richter Gedeon Nyrt. kozponti idegrendszeri (CNS) betegségekre iranyuld kutatasi

1, vizsgaltuk a korabban kidolgozott PAMPA-BBB modell BBB-specifikus jellegét és

crer
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3. abra Fitokémiailag relevans hatéanyagok PAMPA-BBB vizsgalata, linearis korrelacidja in vivo logBB

adatokkal (N=72)

Ezt kdvetden a PAMPA-BBB modellt kiterjesztve kdzvetlen HPLC-MS, tovabba NMR technikak
alkalmazasaval négy novénybél (Tanacetum parthenium (Oszi margitvirag), Vinca major (Nagy
meténg), Salvia officinalis (Orvosi zsalya) és Corydalis cava (Odvas keltike)) szarmazé kivonat
vizsgalatat végeztiik el. Az értekezés kereteire valo tekintettel a Tanacetum parthenium viragzatabol
késziilt kivonaton végzett vizsgalatok eredménye, illetve a major BBB-specifikus komponensek

szerkezete 1athatd a 4. abran.5P8!
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4. abra Tanacetum parthenium virdgzatabol készitett kivonat PAMPA-BBB - HPLC-MS/MS — NMR

vizsgélatanak eredménye

2. tézis:

A PAMPA-BBB modell alkalmazhatdsagat els6ként terjesztetiink ki ndvényi eredetii hatdbanyagok BBB
szelektivitasat igazoltuk alkalmazhatosagat novényi kivonatok esetében is, ami egyuttal ramutatott a
modell fitokémiai szelektivitisaira. A PAMPA-BBB rendszer tesztkoriilményeinek moddositasaval (a
kivonatokat emelt dozisban, deuteralt pufferben vizsgalva) a fogado oldali mintak kézvetlen NMR és
LC-MS mérésével 11j BBB permedbilis komponensként azonositottunk a kivalasztott ndvényi kivonatok
komponenseit. Az eredmények alapjan igazoltuk, hogy az altalunk kialakitott PAMPA-BBB — HPLC-
MS — NMR kaszkad modell egy 11j, hatékony megoldast nytijthat a természetes anyagokbol kiindulo
koézponti idegrendszeri gyogyszerkutatasban.

2.2. Ginkgo biloba kivonatok PAMPA-BBB vizsgalata

Az igy kialakitott és novényi kivonatokon is validalt PAMPA-BBB modellt, illetve analitikai
munkahipotézist Ginkgo biloba kivonatok vizsgalatdban is felhasznaltuk.5™ A vizsgalataink
eredményét képezo, a standardizalt kivonat (EGb 761) PAMPA-BBB — HPLC-MS/MS vizsgalatanak
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eredménye az 5. abran, az ijonnan azonositott tiramin szarmazékok eloszlasa Ginkgo biloba kivonatokban és

termékekben a 6. abran lathato.
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5. abra A Ginkgo biloba standard (EGb 761) kivonatinak PAMPA-BBB — HPLC-MS/MS vizsgalata.
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6. abra Tiramin szarmazékok eloszlasa Ginkgo biloba kivonatokban és termékekben, illetve citrusfélékben.

A Standard: Ph.Eur. standard por, B standard: Mindsitett kereskedelmi referencia.

3. tézis:

A PAMPA-BBB - HPLC-MS/MS kapcsolt technika segitségével a Ginkgo biloba standardizalt
kivonatanak (EGb 761) BBB- komponeseiként flavonoid glikozidokat és biflavonokat, mig BBB+
biomarkerként terpén trilakton, flavonoid aglikon szarmazékokat azonositottunk, melyek egyuttal
megfeleltek a novény, illetve az azonositott komponensek in vivo farmakokinetikai és neurobioldgiai

hataséara vonatkoz6 leirasoknak. Az eredményeink tovabbi bizonyitékul szolgalnak a doktori értekezés
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2. téziséhez, vagyis a PAMPA-BBB technika kiterjeszthetd novényi kivonatok, illetve akar patikai

termékek neurobioldgiailag aktiv komponenseinek azonositasara.

Vizsgalataink alapjan G. biloba kivonatokban els6ként irtunk le négy tiramin szarmazékot (tiramin, N-
metil-tiramin, hordenin és candicin), illetve jellemeztiik ezek mennyiségi eloszlasat ginkgo
termékekben. A kapott eredmények alapjan két tiramin szarmazékot, az N-metil-tiramint és a hordenint
potencialis BBB+ komponensként azonositottuk. A tiramin szarmazékok ismert adrenerg és MAO-gatld
hatasai alapjan ramutattunk lehetséges szerepiikre a ginkgo kivonatok vaszkularis és antidepresszans

hatasaban, illetve a kandicin péld4jan a neurotoxikoldgiai kockazatukra.

2.3. Félszintetikus ekdiszteroid szirmazékok BBB-specifikus permeabilitisinak

jellemzése
A novényi kivonatokon validalt PAMPA-BBB modellt félszintetikus ekdiszteroidok (7. abra)

vizsgélatara és gyogyszerkémiai jellemzésére is felhasznaltuk.[5P20
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7. abra A PAMPA-BBB modellel és in silico paraméterekkel jellemzett félszintetikus ekdiszteroid szarmazékok

képlete

4. tézis:

A PAMPA-BBB modellben kapott permeabilitasi adatok és clogBB értékek, tovabba in silico fizikai-
kémiai (clogP, TPSA: topologiai polaris felszin teriilet) paraméterek és a gyodgyszerszerliségre
vonatkozd Muegge sziirési kritérium felhasznalasaval kidolgoztunk egy olyan 1ij, Osszetett sziirési
kritériumrendszert, ami alkalmasnak bizonyult a félszintetikus ekdiszteroid szarmazékok vér-agy gat
specifikus penetracios készségének osztalyozasara, illetve ennek koszonhetden potencidlisan agyi

felszivodasi képességgel rendelkezd hatéanyagok in vivo vizsgalatra torténd kivalasztasara. A

8
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modellrendszer alkalmazhatdsagat in vitro farmakodinamias, illetve patkanyokon végzett in vivo agyi
penetracios vizsgalatok is alatimasztottak.

2.4. Novényi kivonatok, novényi eredetii vegyiiletek antioxidans hatasanak jellemzése

A nodvényi komponensek fizikai-kémai értelemben vett szelektiv jellemzését, izolalasat egy masik,
altalanos farmakoldgiai hatasukhoz, antioxidans kapacitasukhoz kapcsolodoan is elvégeztiik. A novényi
kivonatok tobb Iépéses, in vitro és in vivo vizsgalatokkal kiegészitett hatdanyag komponens azonositasi
Vizsgalatainkban a novényi kivonatok kiemelt reduktiv kapacitasaért, illetve szabadgyok semlegesito
képességéért felelés komponenseit, egy specifikus, peroxinitrit gydkanion (ONOO’) semlegesités
mérésére szolgalo ONOO— pirogallol vorés (Salvia novénynemzetség: 8. abra), illetve a teljes
antioxidans hatas jellemzésére szolgalo, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) stabil gyok (Artemisia
gmelinii: 9. abra ¢és Corylus novénynemzetség: 10. abra) szinkioltasi tesztrenszerek segitségével
azonositottuk. A novényi kivonatok komplex jellege miatt a modellrendszereket a szabadgyok

semlegesitést jellemzd tesztek és HPLC technika kombinacigjaval alakitottuk ki.

A: Salvia modell keverék — Pirogallol
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Retencids idé (perc)

8. abra Salvia nemzetség alkoholos kivonatat reprezentalé modell keverék és a pirogallol vords (jobb oldalon)
HPLC-DAD kromatogramja kezeletlen (A) és 5 mM ONOO™-val kezelt (B) mintak esetében. (1: galluszsav,
kaftarsav, 3: kavésav, 4: szkopoletin, 5: szinapinsav, ©: rutin, 7: pirogallol vords, 8: luteolin 7-glikozid, 9: apigenin
7-glikozid, 10: rozmaringsav, 11: szalvianolsav B, 12: kvercetin, 13: szalvianolsav A, 14: apigenin, 15: kempferol,
16: krizin, 17: 5-hidroxiflavon, 18: karnazol, *: ONOO- hatasara keletkez6 degradacios termékek)
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mAU A: Artemisia gmelinii V1. metanolos frakcio OH

| 7 HO
160

| 2 | 8
120 |

OH

I OH
401 > 7 (R=H): 3,5-dikaffeoil-kinasav
8 (R=Et): 3,5-dikaffeoil-kinasav-etilészter

30 |

20

10 12 5
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9. abra Artemisia gmelinii metanolos kivonat V1. frakciéjanak HPLC-DAD kromatogramja kezeletlen (A) és 0,75
mM DPPH gyokkel vald kezelt (B) mintak esetében (1: kavésav, 2: klorogénsav, 3: 4-O-kaffeoil-kinasav, 4:
szkopoletin, 5: luteolin-7-O-glikozid, 6: apigenin-7-O-glikozid).
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Retencios id6 (perc)

10. abra Corylus colurna kéreg etil-acetatos kivonatanak HPLC-DAD kromatogramja kezeletlen (kék) és DPPH

gyokkel valo kezelést (magenta) kovetden

5. tézis:
A Richter névényi kivonatbankjabol nagy ateresztoképességii citotoxicitas €s antioxidans vizsgalat,
illetve etnofarmakoldgiai és fitokémiai feldogozottsagi adatok figyelembevétele alapjan kivalasztott

névényi kivonatok szisztematikus vizsgalatat végeztik el HPLC-(MS) technikaval kapcsolt
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gyoksemlegesitdé modellrendszerek felhasznalasaval. A vizsgalat segitségével azonositottuk a
kivalasztott novények farmakoldgiai, illetve antioxidans hatasaért felelds komponenseit, illetve egyes
esetekben a szerkezetiiket is igazoltuk. igy az Oxybaphus nyctagineus kivonatainak iranyitott in vivo és
in vitro szlirése alapjan kivalasztott kivonatok HPLC vizsgalataval azonositottuk a ndvény népi
gyogyaszati felhasznalasanak megfeleld gyulladascsokkentd és fajdalomcsillapitd hatasért felels
flavonol és telitettlen zsirsav szarmazék komponenseit.[S?1]

A Salvia noévénynemzetség alkoholos kivonatanak vizsgalatan keresztiil kidolgoztunk egy 0j, HPLC —
peroxinitrit gyokanion (ONOO") kapcsolt technikat, amely alkalmasnak bizonyult névényi kivonatok
ONOO" semlegesitd hatassal rendelkezé komponenseinek azonositasara. 5712

Felhasznalva a mar masok altal, a novényi kivonatok teljes antioxidans kapacitas jellemzésére
kidolgozott HPLC — 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) kapcsolt technikat, azonositottuk és részben
fitokémiailag is jellemeztiik az Artemisia gmeliniit**¥ és a Corylus ndvénynemzetségbe tartozé Corylus
avellana, Corylus colurna és Corylus maxima>**SP%81 aktiv komponenseit. Az Artemisia gmelinii
vizsgalata alapjan pontositottuk a novény fitokémiai Osszetételét, illetve a ndovényben két dikaffeoil-
kinasav szarmazékot is elsoként azonositottunk. A Corylus nemzetség kivonatainak részletes
komponens — antioxidans hatas-hozzajarulas feltérképezésnek (miricetin-3-O-ramnozid (95,2 %) >
kvercetin-3-O-ramnozid (45,0 %) > kempferol-3-O-ramnozid (7,4 %)) segitségével, ramutattunk az

antioxidans hatasért felel0s egyes komponensek szerkezet — hatas 0sszefiiggésére €s szinergizmusara is.

3. Proton-disszociacios folyamatokhoz kapcsolodé modell- és modszerfejlesztések

Vizsgalataink harmadik feriilete a hatdéanyagok, illetve makromolekulak sav-bazis karakterének
jellemzésére iranyult. Tekintettel arra, hogy a hatdanyagok ionizacids sajatsaganak ismerete szerves
kémiai (pl. reakcié mechanizmus értelmezése), analitikai (HPLC elvalasztasi modszer kidolgozasa),
farmakokinetikai (fiziologias vizterekben valo oldhatosag, felszivodas) és farmakodinamias (pl. ionos
kolesonhatasok kialakitasa fehérjékkel) szempontbol is meghatarozo, a vegyiiletek proton-disszociacios
folyamatainak jellemzése, mérése, illetve szamitasos modszerekkel torténd eldrejelzése kiemelten
fontos a gyogyszerkutatasban. Makromolekulak proton-disszociacios folyamatainak gyogyszerkémiai
vonatkozasa szelektiv komplexképz6 sajatsagukkal hozhatdé kapcsolatba. Ennek megfeleléen
kiemelhet6 a gyogyszerszerii vegyiiletek enantioszelektiv elvalasztasa és izolalasa (pl. koronaéterek),
illetve formulacios segédanyagként hatdéanyagok oldhatosaganak, felszivodasi képességének,

fizioldgiasan fontos vizterekben és tarolasa soran stabilitasanak (pl. ciklodextrinek) javitasa.

3.1. pKa elorejelzé szoftverek osszehasonlitoé vizsgalata ismert (Gold Standard) és belsé
(in house) gyogyszerkutatasi adatkészleten

A vegyiiletek sav-bazis karakterének jellemzésére az ionizacids allandod, vagy pKa érték az altaldnosan
elfogadott termodinamikai paraméter. Tekintettel a pKa érték korai fazisu gyogyszerkutatasban, illetve

a vegyiletkonyvtarak fizikai-kémiai jellemzésében vald kiemelt jelentdségére, a pKa értéket elorejelzo
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programcsomagok becslési josaganak vizsgalata kiilonosen fontos a gyogyszerkémiai kutatdsok
tamogatasdban. Vizsgalatainkban Gold Standard és belsd (Richter Gedeon Nyrt.)? gydgyszerkutatasi

adatkészlet felhasznalasaval azonositottunk az eldrejelzé programok altal kiszoro adatokat szolgaltato

vegylileteket, proton-disszociacids folyamatban részt vevo szerkezeti elemeket (11. abra).

Bazisok cH
/ B OH
NH) [s] NH. N
HN HyC— HO NH,
. o ~N
S TS - \
| 0 H
M w l - HyN @
] W= HN
ol HJC
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Pallas: 8,29 1,70 Pallas: NP
PhAlg: 8,80 2,21 Phalg: NP
Savak 8

TH,

Fenitoin® Szetoxidim® Malein hidrazid® Tralkoxidim?®
PKomsn=8,21 A PKomsre=4,58 A PKomen=5,79 A PKomen=4,98 A
ACD: 10,79 2,58 ACD: 3,82 0,76 ACD: 9,01 3,22 ACD: 3,66 1,32
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1,8-Naftoszultam® 6-[(2-hidroxietil)szulfonil] 6-Nitrobenzoxazol- 3-Piridil-amidoxim®
PKomer: =5,88 A benzoxazol-2-(3H)-on® 2-(3H)-on® PKome: =11,82 A
ACD: NP P, e =7,23 A pKy mee =7,05 A ACD: 10,75 1,07
Marvin: 7,04 1,16 ACD: 7,89 0,66 ACD: 7,89 0,84 Marvin: 8,50 3,32
Epik: 8,20 2,32 Marvin: 9,23 2,00 Marvin: 9,26 2,21 Epik: 10,61 121
Pallas: NP Epik: 5,90 1,33 Epik: 4,07 2,98 Pallas: NP
PhAlg: 10,10 4,22 Pallas: NP Pallas: NP PhAlg: 12,50 0,68

PhaAlg: NP PhAlg: NP

11. abra A Gold Standard? és belsé (Richter Gedeon Nyrt.)? gydégyszerkutatasi adatkészlet vizsgalata alapjan
azonositott, kiszordé adatokat szolgaltatd vegyliletek szerkezete, mért és becsiilt pKa értékei. (NP: nem

prediktalhaté molekula)

6. tézis:

Ismert (Gold Standard) 576! ¢s belsé (Richter Gedeon Nyrt)SP*7 kutatasi programokbél szarmazé
vegyliletek pKa adatainak felhasznaldsaval olyan statisztikai eljarasokon alapuld Osszehasonlitd
vizsgalatot végeztiink, mely ismert gyogyszerek, gyogyszerszerii vegyiiletek, illetve sajat, a Richter

originalis kutatasan eldallitott kemotipusokra vonatkoztatva is segiti a gyogyszerkutatas kiilonb6zo
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1épéseiben a megfeleld elérejelzé algoritmus, illetve szoftver kivalasztasat. Az Gsszehasonlitas soran
alkalmazott statisztikai kritériumrendszer meghatarozasaval azonositottuk a vizsgalatba bevont
statisztikai és gépi tanulds modszeren alapuld szoftverek szamara nehezen kezelhetd, illetve nagy
hibaval becsiilhetd kemotipusokat, szerkezeti elemeket. Eredményeink az azonositott kemotipusok
proton-disszociaciés ~ folyamatanak  feltarasan,  mechanizmusanak  pontositasan és  a
gyogyszerkémikusok munkéjanak tamogatasan feliil segitséget nytjthat a szoftver fejlesztoknek a hibak

javitasaban is.

3.2. Arilfoszfonsav szarmazékok proton-disszociacios folyamatanak vizsgalata

Az arilfoszfonsav szarmazékok (12. abra) bioldgiai hatasat az elmult 20 évben tobb potencialis
farmakoldgiai célponton (pl. metabotrop glutamat receptor antagonista, protein tirozin foszfataz,
karbonsav-anhidraz és metallo-B-laktamaz inhibitor) is igazoltak. A vegyiiletcsalad szakirodalom
alapjan hozzaférheté pKa. adatai azonban nem egységesek, illetve meghatarozasuk soran alkalmazott
direkt potenciometrikus mérési technika a napjainkban altalanosan elfogadott kiilonbségi titralashoz

képest pontatlanabb.
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12. abra Az arilfoszfonsav szarmazékok szerkezete és proton-disszociacios 1épései
7. tézis:
26 arilfoszfonsav szarmazék proton-disszociaciés allanddjanak mérésével pontositottuk a
vegyiiletcsalad pKa értékeit, kiilonos tekintettel a masodik proton-disszociacios 1épést jellemzd pKaz

adatokra. A vizsgalt arilfoszfonsavak altalunk mért pKai» adatait 6sszehasonlitva a 6. tézis alapjan
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kivalasztott ACD (ACD Labs) és Marvin (ChemAxon) becslé szoftverekkel szamitott, tovabba
korabban kozolt mért adatokkal, ramutattunk a szoftverek alkalmazasi korlataira, valamint a kozolt
mérési adatoktdl vald fliggésére . Figyelembe véve az arilfoszfonsavak két proton-disszociacios
1épéshez kapcsolhatd pKa értékek tartomanyat (pKa1<2,0, pKa2>6,7), vizsgalataink alapjan ramutattunk,
hogy a karboxilcsoporttal (COOH, pKacoon~3,8) szubsztitualt szarmazékok esetében a Hammett o
¢értékek nem kezelhetdek egységesen (PKar — Opmera,coons PKaz — Ometa,coo-), melyet a vegyiiletkorre
vonatkoztatva egyuttal a Hammett 6sszefliggés kiszord adatainak egyik okaként is azonositottunk. Az
orto helyetesitett szarmazékok és a kiszor6 adatok elhagyasaval, 20 vegyiilet felhasznaldsdval

pontositottuk az arilfoszfonsavak Hammett dsszefliggését.

3.3 Koronaéterek proton-disszociacios folyamatanak vizsgalata

A koronaéterek proton-disszociacios folyamatainak vizsgalatat, 9-akridinkarbonsav egységet tartalmazo
koronaéterek kiralis szelektorként,[5°2% piridino- és piperidino-koronaéterek organokatalizatorként!"2%]
és diarilfoszfinsav egységet tartalmazé koronaéterek fazistranszfer katalizatorkéntlSP22SP28l  t5rténd
felhasznalasa kapcsan végeztik (13. abra). Az ionizalhatdo koronaéterek proton-disszociacios
sajatsaganak vizsgalataval kismolekulas szerves vegyiiletekkel vald kolcsonhatasanak dsszefliggéseit

kivantuk pontositani.

A 9-akridinkarbonsav egységet B
tartalmazo koronaéterek

Piridino- és piperidino-koronaéterek

Iz

R///,

Lo J

(5,5)-1: R=Me, X=H (R.S,S,5)-7: R=Me
(RR)-2: X=COOH,R;=Me,R,=H,n=1 (5,5)-2: R=Me, X=C1 (R,S,5,5)-8: R=iBu
(5.5)-8: X=COOH,R, =H.R,=Me.n=1 (5,5)-3: R=Me, X=0Me
(5,9)-9: X=COOH,R;=H.R;=Me,n=2 (5,9)-4: R=iBu, X=H
(RR)-10: X=COOH.R;=Me.R,=H.n=2 (S,S)-5: R=iBu, X=Cl
(5,5)-CSP-12: X = CONH(CH,);-szférikus HPLC szilikagél, R; =H, R, =Me, n=1 (8,9)-6: R=iBu, X=OMe

Diarilfoszfinsav egységet tartalmazo koronaéterek

B By
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HiCo O o Cioty o o
k/o\) k/o\)

(S,5)-1:R, = =R,=H 19:R, =R, =R;=R,=H

(5,5)-2: Ry = R2 rBu Ry;=R,=H 1:R; =R, =Bu, Ry =Ry =H

(55)-3:R;=R,=Bu.R;=R,=NO,  2:R,=R,=/Bu. R =R;=NO,

(RR)-4:R =R, =NO, Rs=R;=H  3:R;=NO, Ry=R;=R,=H
4R, =R,=NO,.R;=R,=H
5:R; =R, =Ry =NO, Ry=H
6:R,=R,=R;=R,=NO,

13. abra A vizsgalt koronaéterek szerkezete
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8. tézis:

A 9-akridinkarbonsav egységet tartalmaz6, a piridino- és piperidino-, tovabba a diarilfoszfinsav
egységet tartalmazo koronaéter vegyiiletcsalad proton-disszociacids allandoinak mérésével, illetve
kiilonb6z6 modszerekkel torténd szamitdsaval ramutattunk, hogy a koronaéter szarmazékok esetében a
makrociklus, illetve a hozza kapcsolodd csoportok egyedi elektronikus és sztérikus hatasai miatt a
vegyiiletek pKa értékének eldrejelzésére szolgald in silico mdodszerek szinte minden esetben csak
korlatozottan alkalmazhatok. Vizsgalataink alapjan igazoltuk, hogy a predikciés mddszerek a legtobb
esetben sem a makrociklus méretére, sem a kiralis centrumat kialakitd csoportra, sem annak helyzetére
nem érzékenyek. Egyes vegyliletcsaladokra bontva, az akridino-koronaéter esetében a szadmitasok nem
egységes elorejelzésének ellenére igazoltuk a vegyiiletcsalad ikerionos karakterét, az akridin egység
bazicitasa és enantioszelektiv jellege kozotti pozitiv korrelaciot. A piridino-koronaéterek savas (pKa ~
13), illetve a piperidino-koronaéterek bazikus (pKa ~ 4,4) csoportjai esetében mért pK, értékeiket
Osszevetve a kismolekulas katalizisben alkalmazott organokatalizatorok H-kotés donor/akceptor
funkciot hordozo csoportjanak DMSO-ra vonatkoztatott psKa (6—28) tartomanyaval, megmutattuk, hogy
kell6 sav/bazis karakterrel rendelkeznek ahhoz, hogy H-kotés donor/akceptor sajatsaguk révén
alkalmasak legyenek bifunkcionalis organokatalizatorként torténd felhasznalasra. A diarilfoszfinsav
egységet tartalmazo koronaéterek esetében igazoltuk, hogy az aromas gytiriik orto és para helyzetben
mért pKa értékeik alapjan, a para helyzetli szubsztitualt szarmazékoknal az elektronkiildé (tBu) €s
elektronszivé (NO2) csoportok elektronikus hatasa érvényesiilt a diarilfoszfinsav egység proton-
disszociacios folyamataban, addig az orto helyzetli NO2 csoportok csokkentették a koronaéter savas
karakterét (pKa értékiik nétt). A NO; csoport vart elektronikus hatasaval ellentétes folyamatot, kvantum
mechanikai szamitasok alapjan, a makrociklus éteres O atomjai és a foszfinsav OH csoportja kdzott

kialakulé tobbpontos H-kotés kialakulasaval magyaraztuk.

3.4. Gyogyszerhatoanyag — ciklodextrin komplex kialakulasanak vizsgalata
potenciometrikus titralassal oktanol — viz megoszlasi rendszerben

A vizben rosszul oldodd, illetve nem megfeleld kémiai stabilitasi hatdéanyagok formulacios
ciklodextrinek (CD: oa-D-gliikopirandz egységek 1-4 kapcsoloddsaval Osszedllo ciklikus
oligoszacharidok) alkalmazasa. A CD szarmazékok lipofil iiregiiknek koszonhetéen képesek reverzibilis
komplexet képezni a szintén lipofil karakteri hatéanyag molekulakkal, mig hidrofil kiils6 feliiletiik
segitségével azok vizes oldhatosagat akar tobb nagysagrenddel is novelhetik. Tekintettel arra, hogy a
formuléciok kidolgozasanak egyik kiindulasi pontja a hatéanyag és az alkalmazott CD kozott kialakulo
komplex stabilitasi €és sztochiometriai viszonyainak ismerete, kiilondsen fontossa valt a gyors és
konnyen integralhatdo fizikai-kémiai modszerek kidolgozasa, fejlesztése. Munkank soran

gyogyszerformulaciokban altalanosan alkalmazott, 2-hidroxipropil-p-ciklodextrin (HPBCD) és
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ionizalhatd hatéanyagok kozott kialakuld komplexeket vizsgaltuk vendégmolekulak proton-
disszociacios, illetve lipofilitasi sajatsaganak megvaltozasan keresztiil (14. abra és 15. abra). 5724
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14. abra Oktanol — viz megoszlasi rendszer hatéanyag (D) — ciklodextrin (CD) komplex stabilitasi allanddjanak

(K1:1,cp) meghatarozasara, leirasara

logPy,, = 4,35 — viz

|08P:‘pp =2,28 — oktanol-viz
viz + HPBCD
— oktanol-viz + HPBCD
00 T .y
4 Qg—*a S",__?Q 8 & 10

15. abra A prometazin (PRO) potenciometrikus pKa és poKa titralasanak Bjerrum-fiiggvénye HPBCD jelenlétében
(CHpeco = 80 mM) és anélkill. (nn: atlagos ionizalhaté protonok szama, pKa=9,00; pKaapp=8,52; poKa=5,67;
PoKa,app=7,37)

9. tézis:
Vizsgalataink alapjan egy olyan, oktanol — viz megoszlasi rendszer alapa modszert dolgoztunk ki, amely

alkalmas a hatéanyagok megoszlasi hanyadosanak (P,{\{,p - Pév/w) megvaltozasan keresztiil a hatdanyag

— CD komplex stabilitasi allandojanak (K;.1 cp) meghatarozasara. Fluoreszcens HPBCD (FITC-NH-
HPBCD: 6-dezoxi-6[(5/6)-fluoreszceiniltio-karbamido]-HPBCD) szarmazék lipofilitdas mérésén
keresztiil igazoltuk modelliink leirdsadnal hasznalt azon kiindulasi hipotézisiinket, miszerint a megoszlasi
rendszer oktanolos fazisaban eltekinthetink a HPBCD, illetve Kiterjesztve a hasonlé lipofilitasi
karakteri CD szarmazékok jelenlététol. Megmutattuk, hogy a megoszlasi rendszerben jelenlévd
HPBCD befolyésolja az oktanol mennyiségét a vizes fazisban, de az fliggetlen a rendszer fazisaranyatol

¢s a vizsgalt hatdéanyag mindségétdl és mennyiségetdl is. A hatéanyagok lipofilitds valtozasanak
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automatizalt potenciometrikus titralasi modszerrel torténé meghatarozasaval bizonyitottuk, hogy a
hatéanyagok CD-ek hatasara bekdvetkezd pKa valtozasa tébb mint egy nagysagrenddel nagyobb a
megoszlasi (PoKa — PoKaapp), Mint a tisztan vizes (PKa — PKa,app) rendszerben. Osszességében elmodhatd,
hogy a korabban alkalmazott eljarasoknal kisebb anyagmennyiséget igényld, kdzepes
ateresztoképességli, robusztus technikat dolgoztunk ki hatéanyag — CD komplex stabilitasi allandojanak

meghatarozasara, amely jo eszkozként szolgalhat lipofil, vizben rosszul oldodo hatéanyagok
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